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Esse é o problema da dor. Ela precisa ser sentida.

John Green



RESUMO

A dor crbnica esta associada a redugao na qualidade de vida dos pacientes. Em
particular, a dor orofacial persistente promove transtornos emocionais, tal como a
ansiedade, prejudica as atividades essenciais do dia-a-dia, como, por exemplo comer
e beber, e resulta em diminuigao nas interagdes sociais. Nesse estudo investigamos,
em modelos de dor orofacial que incluem a formalina, a dor pds-operatoria por inciséo
da mucosa oral e a dor neuropatica trigeminal por constricdo do nervo infraorbital
(CION), a presenca de alteragbes sensoriais, dor tdnica, comportamento do tipo
ansioso e mudancas na emissao de vocalizagdes ultrassdnicas (USV) com o intuito
de fornecer ferramentas adicionais para o estudo do componente afetivo da dor. No
modelo de formalina orofacial, os animais desenvolveram hiperalgesia ao calor por 3
dias, em comparagdo com animais do grupo controle. Em adigao, a formalina induziu
um aumento imediato das emissdes de USV aversivas (i.e. 22 kHz), no entanto no
terceiro dia ap6s a administracdo houve reducédo das USV apetitivas (i.e. 50 kHz, do
subtipo flat). Além disso, no terceiro dia apds a injecao foi detectado comportamento
do tipo ansioso através da redugdo do numero de entradas e do tempo de
permanéncia dos animais nos bragos abertos no teste do labirinto em cruz elevado
(LCE). No modelo de dor pds-operatoria, os animais operados desenvolveram
hiperalgesia mecanica por 5 dias e térmica por 3 dias. Em adi¢do, no dia 3 apds
incisdo da mucosa, foi detectado aumento do grooming facial espontaneo, bem como
preferéncia condicionada ao lugar induzida pelo tratamento sistémico com morfina em
ratos operados em comparagado com o grupo falso-operado. Neste mesmo periodo
houve reducéo das USV de 50 kHz flat e os animais apresentaram comportamento do
tipo ansioso. No modelo de dor neuropatica trigeminal foi observado a presenca de
hiperalgesia mecanica, comportamento do tipo ansioso e reducao das USV de 50 kHz
flat no décimo quinto dia apdés a CION. Adicionalmente, em ambos os modelos
cirurgicos, a analise de RT-PCR, Western blot e imunohistoquimica mostrou uma
reducao na expressao da tirosina hidroxilase no nucleo accumbens (NAc) dos animais
operados, em relacédo aos respectivos controles, o que pode indicar uma diminuigao
na atividade dopaminérgica mesolimbica. Finalmente, houve uma maior expressao de
c-Fos em areas cerebrais implicadas no processamento de dor (i.e. cortex pré-frontal,
amigdala, NAc, substancia cinzenta periaqueductal e subnucleo caudal do trigémeo),
evidenciando alteragdes plasticas resultantes da dor pds-operatéria e da dor
neuropatica trigeminal. Em conjunto, os resultados corroboram evidéncias recentes
de que a analise de USV pode ser usada como uma medida adicional do componente
afetivo da dor, e sugere que as alteragdes sensoriais e afetivas estdo relacionadas a
reducao da atividade dopaminérgica mesolimbica. Também demonstram que a dor
orofacial persistente pode causar plasticidade neuronal, a qual esta relacionada com
a expressao comportamental e afetiva da dor.

Palavras-chave: Dor trigeminal. Vocalizagdo ultrassénica. Ansiedade. Formalina
orofacial. Dor ténica. Dor pds-operatoria.



ABSTRACT

Chronic pain is associated with a reduction in patients' quality of life. In particular,
persistent orofacial pain promotes emotional disorders, such as anxiety, impairs
essential daily activities, such as eating and drinking, and results in decreased social
interactions. In this study, we investigated, in models of orofacial pain that include
formalin, postoperative pain due to incision of the oral mucosa and trigeminal
neuropathic pain due to constriction of the infraorbital nerve (CION), the presence of
sensory changes, tonic pain, anxiety-like behavior and changes in the emission of
ultrasonic vocalization (USV) in order to provide additional methods for the study of the
affective component of pain. In the orofacial formalin model, animals developed heat
hyperalgesia for 3 days compared to the control group. In addition, formalin induced
an immediate increase in the emissions of aversive calls (i.e. 22 kHz), however on the
third day after administration, there was a reduction in the emission of appetitive calls
(i.e. 50 kHz, flat subtype). Moreover, on day 3 after injection anxiety-like behavior was
observed by the reduction in the number of entries and by the time animals spent in
the open arms of the elevated plus maze (EPM). In the postoperative pain model, the
operated animals developed mechanical hyperalgesia for 5 days and thermal
hyperalgesia for 3 days. In addition, on day 3 after incision of the intraoral mucosa,
there was a significant increase in spontaneous facial grooming and induction of
conditioned preference to the place to systemic treatment with morphine in operated,
but not sham rats. At this timepoint, anxiety-like behavior was observed, as well as a
reduction in 50 kHz flat USV emissions. In the model of trigeminal neuropathic pain,
the presence of mechanical hyperalgesia, anxiety-like behavior and a reduction of 50
kHz flat calls were detected on day 15 after CION. Additionally, in both surgical models,
analysis of RT-PCR, Western blot and immunohistochemistry showed a reduction in
the expression of tyrosine hydroxylase in the nucleus accumbens (NAc) of the
operated animals in relation to their respective controls, which may indicate a decrease
in mesolimbic dopaminergic activity. Finally, there was a greater expression of c-Fos
in brain areas involved in pain processing (i.e. prefrontal cortex, amygdala, NAc, gray
periaqueductal area and caudal trigeminal subnucleus), showing plastic changes as a
consequence of postoperative pain and trigeminal neuropathic pain. Taken together,
the results corroborate recent evidence that USV analysis can be used as an additional
measure of the affective component of pain and suggests that sensory and affective
changes are related to the reduction of mesolimbic dopaminergic activity. They also
demonstrate that persistent orofacial pain can cause neuronal plasticity, which is
related to the expression of behavioral and affective components of pain.

Keywords: Trigeminal pain. Ultrasonic vocalization. Anxiety. Orofacial formalin. Tonic
pain. Postoperative pain.
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1 INTRODUGAO

A pesquisa basica em dor tem como objetivo produzir informagédo abundante
sobre os mecanismos fisiopatolégicos a fim de melhorar o seu entendimento e o
tratamento das diferentes condigbes dolorosas. Em grande parte, esses avangos
ocorrem como consequéncia do uso de modelos animais de dor. A esse respeito, a
dor é descrita no ser humano como uma sensagdo complexa, que envolve os
componentes sensorial, afetivo e motivacional, e apresenta um importante papel na
aprendizagem de comportamentos. Por exemplo, uma crianga aprende a ndo tocar no
fogo ao sentir dor quando queimada, servindo assim como uma protegdo do
organismo. Diante disso, a atual definicdo da dor concedida pela Associagéo
Internacional para o Estudo da dor (International Association for the Study of Pain -
IASP) preconiza a dor como “‘uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada ou semelhante a associada a um dano tecidual real ou potencial” (RAJA;
CARR; COHEN; FINNERUP et al., 2020). Neste sentido, algumas pessoas reportam
sentir dor em auséncia de dano tecidual ou causa fisiopatolégica conhecida e ndo tem
como distingui-la da dor relacionada a um dano tecidual, apresentando os mesmos
sintomas gerados por uma lesao tecidual real. Portanto, o conceito de dor diferencia-
se daquele de nocicepc¢ao, que pode ser inferido apenas a partir da atividade em
neurdnios sensoriais. Contrariamente, a dor integra a nocicepgdo com a emogéao e a
consciéncia. Assim, embora a dor geralmente tenha um papel adaptativo, ela pode ter
efeitos contraproducentes na fungdo e no bem-estar social e psicolégico, uma vez
que, pelo seu carater desagradavel, as pessoas que enfrentam situa¢des dolorosas
podem apresentar sintomas relacionados com emogdes negativas tais como
isolamento social, alteragdes de humor e do sono (KARAMAN; KARAMAN; DOGRU;
ONDER et al., 2014; YANG; CHANG, 2019). Em adicédo, a incapacidade de se
comunicar verbalmente n&o anula a possibilidade de que um individuo esteja
experimentando dor, que é sempre subjetiva, e permite que incapacitados manifestem
a dor, incluindo bebés e animais (RAJA; CARR; COHEN; FINNERUP et al., 2020).

Atualmente ndo podemos conhecer completamente as sensag¢des dolorosas de
um animal, pois obviamente a comunicacdo entre espécies é diferente. Assim, as
pesquisas em dor nos animais tém tradicionalmente estudado as reacdes a estimulos
nocivos de diversas naturezas. E por isso que a definicdo de dor foi adaptada para

que pudesse ser aplicada a animais. Assim, a dor em animais seria uma experiéncia
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sensorial aversiva causada por uma lesédo real ou potencial que produz reacgdes
motoras e vegetativas progressivas, desencadeia o comportamento de esquiva
aprendido e pode modificar comportamentos especificos da espécie, incluindo os
comportamentos sociais (MOLONY; KENT, 1997). A partir dessas consideragoes, os
modelos animais de dor tém sido entendidos como um meio essencial para o estudo
da dor. Nesse sentido, um modelo de dor € um procedimento pelo qual se avalia a
reacao de um animal a um estimulo nocivo ou situagao patologica induzida, podendo
ser utilizado em circunstancias fisiolégicas ou patoldgicas. Apesar disso, no animal
tem sido valorizada fundamentalmente a dimensao somatica da resposta nociceptiva
a um estimulo nocivo, enquanto que a avaliacdo da dimensao afetiva e motivacional
inerente a dor tem sido negligenciada nos testes de avaliagdo do efeito analgésico de
drogas. Portanto, neste estudo foram caracterizadas as respostas sensoriais e
comportamentos associados ao aspecto afetivo em diferentes modelos de dor
orofacial a fim de fornecer ferramentais adicionais para o estudo experimental destas

condigoes.

1.1 PROCESSAMENTO DA DOR OROFACIAL

A dor orofacial é processada majoritariamente pelo sistema trigeminal,
constituido pelo nervo trigémeo ou par craniano V, o qual é composto por trés
ramificacdes: oftalmica, maxilar e mandibular, que inervam a regido craniofacial
(SESSLE, 1987). Os aferentes trigeminais do ramo oftalmico ou primeira divisdo do
nervo trigémeo (V1), inervam a pele supraorbital, abrangendo o couro cabeludo,
meninges e cornea. O ramo maxilar ou segunda diviséo (V2) inerva a pele infraorbital,
labio superior, mucosa maxilar e dentes maxilares. Por ultimo, o ramo mandibular ou
terceira divisao (V3) é o unico que apresenta, além da fungao sensorial, fungao motora
e inerva a pele da mandibula inferior, labio inferior, mucosa mandibular e dentes
mandibulares (ESQUEMA 1). Os neurbnios aferentes primarios trigeminais
apresentam morfologia pseudounipolar, e tem seus corpos celulares contidos no
ganglio do trigémeo (GT), a partir do qual emergem as projegoes periférica e central.
Os terminais periféricos das fibras aferentes primarias do nervo trigémeo podem ser
ativados por estimulos tateis ou proprioceptivos, visto que sdo compostos por
mecanorreceptores de baixo limiar, os quais se associam principalmente a fibras

mielinizadas de calibre amplo (fibras AB). Em outros casos, os aferentes primarios
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possuem terminacdes nervosas livres que podem ser ativadas por estimulos nocivos,
atuando como nociceptores, os quais correspondem a fibras mielinizadas do tipo Ad
e fibras de pequeno diametro ndo mielinizadas (fibras C) de conducdo mais lenta
(CHICHORRO; PORRECA; SESSLE, 2017; SESSLE, 2011).

Os estimulos nocivos ativam as fibras C e A, as quais conduzem as
informacgdes sensoriais ao sistema nervoso central (SNC). Em determinadas ocasides,
0os nociceptores podem desenvolver um aumento prolongado da excitabilidade
neuronal apds uma lesao tecidual ou inflamagao, provocando disparos continuos
(espontéaneos) e tornando-se mais responsivos a estimulos nocivos, ou podem até
mesmo responder a estimulos normalmente indcuos. Esse processo de sensibilizagao
periférica implica a participacdo de mediadores pro-inflamatérios como histamina,
prostaglandinas, ions hidrogénio, entre outros, e contribui para o aumento da
sensibilidade do tecido lesionado ou inflamado (CHICHORRO; PORRECA; SESSLE,
2017; IWATA; IMAMURA; HONDA; SHINODA, 2011; SESSLE, 2011). A
sensibilizagao periférica € observada clinicamente como hiperalgesia inflamatoéria e é
uma caracteristica das dores inflamatérias, observada por exemplo, apds

procedimentos cirurgicos.

Os neurbnios aferentes primarios projetam-se desde a periferia, passando pelo
ganglio do trigémeo, para o complexo de nucleos sensoriais do trigémeo, os quais
podem ser divididos em nucleo sensorial principal, nucleo mesencefalico e nucleo do
trato espinhal. O nucleo sensorial principal esta localizado no tegmento pontino
dorsolateral, o qual medeia a percepcao de estimulos por toque leve e presséo. O
nucleo mesencefalico é encontrado na jungdo da ponte com o mesencéfalo, o qual
recebe entrada predominantemente proprioceptiva de V3. O nucleo do trato espinhal
se estende desde a juncdo pontomedular até a medula cervical superior, medeia a
transmissao da informacao nociceptiva e térmica, e é formado pelos subnucleos oral,
interpolar e caudal (BATHLA; HEGDE, 2013; CHICHORRO; PORRECA; SESSLE,
2017; SESSLE, 2000; 2011). O subnucleo caudal (Vc) é responsavel pela maior parte
da transmissao nociceptiva procedente da regido orofacial, se estende desde o bulbo
até as vértebras cervicais C1-C2 e, semelhante a medula espinhal, apresenta divisdo
laminar, de forma que as proje¢cdes da maioria das fibras Ad e C alcangam
principalmente as laminas |, I, V e VI (SESSLE, 2000; 2006), motivo pelo qual também

é conhecido como corno dorsal bulbar. E majoritariamente nesta porgdo do nucleo do
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trato espinhal que os terminais centrais dos aferentes primarios fazem sinapse com
neurdnios secundarios e ocorrem os fenbmenos mais importantes de modulagao da
dor, tanto facilitagcdo quanto inibicdo, a partir das informagbes ascendentes e
descendentes de estruturas intermediarias e superiores do SNC (i.e. formacgéao
reticular, talamo, cortex) e substéncias quimicas como substancia P e glutamato
(SESSLE; YAO; NISHIURA; YOSHINO et al., 2005). Em alguns casos, especialmente
quando os estimulos nociceptivos provém de tecidos profundos da regiao orofacial,
tal como o musculo masseter, a informagao nociceptiva € processada na zona de
transigéo entre o subnucleo interpolar e o subnucleo caudal (WANG; WEI; DUBNER,;
REN, 2006). No entanto, primordialmente a informagéo nociceptiva cruza para o lado
oposto do subnucleo caudal e ascende pelos tratos oriundos da medula que terminam
no bulbo ou passam por ele em diregao ao talamo (i.e. trato trigemino-talamico ventral)
(SESSLE, 2006).

Os estimulos propioceptivos ou tateis ativam os aferentes primarios, os quais
fazem sinapse com neurénios secundarios mecanossensoriais de limiar baixo (LTM).
Ja os aferentes ativados por estimulos nocivos fazem sinapse com neurdnios de
segunda ordem do tipo nociceptivos especificos (NS) no subnucleo caudal
principalmente. Por outro lado, os neurdnios de segunda ordem de espectro dindmico
e amplo (WDR) sao ativados por estimulos de intensidade variada, desde in6cuos até
nocivos (SESSLE; YAO; NISHIURA; YOSHINO et al., 2005). Em situagbes
fisiopatoldgicas como na inflamacé&o ou les&o tecidual, os neurdnios NS e WDR sofrem
alteracdes plasticas de maneira que sao mais facilmente excitaveis pelos estimulos
nociceptivos, fendmeno denominado sensibilizacdo central (LATREMOLIERE;
WOOLF, 2009). Essas alteragdes plasticas incluem um aumento do campo receptivo
e das respostas a estimulos nocivos, bem como uma diminui¢ao do limiar de ativagao.
Os neurdnios WDR e NS fazem sinapse majoritariamente com neurdnios terciarios
especificos em areas taldmicas para posteriormente conduzir a informacao
nociceptiva ao cértex somatossensorial (SESSLE; YAO; NISHIURA; YOSHINO et al.,
2005). A modulagao das entradas nociceptivas ocorrem ao nivel do tronco cerebral,
talamo e cértex, como resultado do contexto, experiéncia, estresse, ansiedade, estado
emocional e atencao entre outros, o que contribui para as diferencas interindividuais
na sensacgao dolorosa relatada apés um estimulo nocivo (CHICHORRO; PORRECA,;
SESSLE, 2017).



21

Céortex «----. .

V1 :
Nucleo do trato
espinhal

Medula
. espinhal

ESQUEMA 1: SISTEMA TRIGEMINAL. O nervo trigémeo esta constituido por trés ramificagbes que
inervam a face e cabega: o ramo oftalmico (V1), o ramo maxilar (V2) e o ramo mandibular (V3). Os
corpos neuronais se encontram no ganglio do trigémeo (GT), do qual emergem as projegbes centrais
que conectam com o complexo de nucleos sensoriais do trigémeo, composto pelo nucleo sensorial
principal, nucleo mesencefalico e nucleo do trato espinhal. Dentre eles, o Ultimo € composto pelos
subnucleos: oral (Vo), interpolar (Vi) e caudal (Vc). Os aferentes ativados por estimulos nocivos
terminam em neurdnios predominantemente localizados no subnucleo caudal, o qual transmite a
informacgao nociceptiva para diversas areas centrais implicadas nas fung¢des de percepg¢ao e modulagao
de dor. Produzido com biorender.com.

Diversas estruturas centrais que fazem parte da rede neuronal do
processamento da dor (pain matrix), como por exemplo o coértex pré-frontal (CPF),
amigdala, nucleo accumbens (NAc) e substancia cinzenta periaqueductal (PAG),
estao implicadas na dor afetiva e motivacional. A este respeito, o CPF cobre a por¢ao
anterior do lobo frontal. Situa-se rostralmente a area 6 de Brodmann, incluindo aquela
na superficie orbital, e ¢é particularmente bem desenvolvida em primatas,
especialmente no homem (ONGUR; PRICE, 2000). Adicionalmente, é a estrutura
responsavel pelas fungdes executivas, como planejamento, solugdo de problemas e
controle social, e tem a capacidade de representar informacdes que nao estado
atualmente no ambiente, e esse conhecimento baseado em experiéncias € usado para
guiar de forma inteligente pensamentos e condutas, agdes e emogdes, incluindo a
inibicdo de pensamentos, distragdes, acdes e sentimentos inadequados (BUSHNELL;
CEKO; LOW, 2013; GOLDMAN-RAKIC, 1996; PORRO; BARALDI; PAGNONI;
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SERAFINI et al., 2002; QU; KING; OKUN; LAl et al., 2011). Além disso, o CPF pode
ser dividido em medial (CPFm), orbitofrontal, ventrolateral, dorsolateral e caudal.
Outra importante estrutura envolvida no processamento de dor afetiva € a amigdala,
uma estrutura em forma de améndoa situada no lobo temporal medial que faz parte
do sistema limbico e € composta por varios nucleos anatdmica e funcionalmente
distintos: o nucleo lateral (AL), o nucleo basolateral (ABL), nucleo acessorio basal,
nucleo medial e nucleo central (ACe). Desempenha um papel fundamental na
avaliagdo emocional dos estimulos sensoriais, na aprendizagem emocional e na
memaoria, bem como nos disturbios afetivos, incluindo ansiedade e depressao (DAVIS,
1998; LEDOUX, 2000; ZALD, 2003). Por outro lado, o NAc, considerado uma extenséo
ventral do corpo estriado, é mais demarcado em humanos do que em roedores ou
primatas, e integra as informacgbes relacionadas ao processamento cognitivo,
sensorial e emocional (BECERRA; BORSOOK, 2008; CHANG; POLLEMA-MAYS;
CENTENO; PROCISSI et al., 2014). Diferentemente, a PAG, que corresponde a uma
estrutura chave na propagac¢ao e modulagao da dor, participa do aspecto afetivo de
dor, da atencdo em relagdo a dor e da expectativa de dor, tanto nas respostas
simpaticas como também no aprendizado e execu¢ao de comportamentos defensivos
e aversivos (BASBAUM; FIELDS, 1978; BEHBEHANI, 1995; BENARROCH, 2012;
MILLAN, 2002). Essas estruturas centrais participam do processamento da dor aguda

e sao fativeis de modificagdes plasticas na dor crénica.

1.2 DORES OROFACIAIS AGUDAS

A dor aguda ocorre apds uma leséo que se caracteriza por ser bem localizada,
cessando normalmente apds recuperacao do tecido. Ela possui fungcédo protetora,
sendo um sinal de alarme para o organismo e é de natureza nociceptiva, originada
apods estimulacdo dos neurdnios sensoriais de forma quimica, mecanica ou térmica
(LOESER; MELZACK, 1999). Na evolugao dos quadros algicos agudos, de modo
geral, ha reducao gradual da intensidade da dor relacionada a resolugcéo do processo
inflamatdrio e cicatrizagdo da area lesada (CHAPMAN; VIERCK, 2017).

Um exemplo de dor aguda é a dor pods-operatéria, a qual persiste até a
recuperacao do 6rgao e/ou tecido. Diversas cirurgias afetam o sistema trigeminal, por
exemplo a remocao de terceiros molares, cirurgias ortognaticas e cirurgias 0sseas
para inser¢gao de implantes dentéarios entre outras, as quais geralmente sao tratadas

farmacologicamente com anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) e analgésicos
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opioides (PERGOLIZZI; MAGNUSSON; LEQUANG; GHARIBO et al., 2020). Um dos
riscos associados a realizagdo de procedimentos cirurgicos é a cronificagdo da dor.
Embora seja mais prevalente em grandes cirurgias, também ocorre em cirurgias
odontolégicas, sendo a prevaléncia nestes casos de 5 a 13% (SCHUG;
LAVAND'HOMME; BARKE; KORWISI et al., 2019). Outros fatores que aumentam o
risco de cronificagdo de dor apdés um procedimento cirurgico incluem o tempo de
cirurgia acima de 3 horas, dano intraoperatério do nervo, uso de anestésicos
inalatérios, uso de altas doses de opioides, adultos jovens, mulheres, fatores
genéticos (i.e. polimorfismos de canais Na* ou Ca?* dependentes de voltagem), medo
e ansiedade pela cirurgia, presenga de outras condi¢gbes dolorosas, dor intensa antes
do procedimento e controle insatisfatério da dor apds a cirurgia (PAK; YONG; KAYE;
URMAN, 2018). Portanto, o controle da dor aguda é importante ndo s6 para
proporcionar o bem-estar do paciente durante a recuperacdo, mas também para

reduzir o risco de cronificagcao da dor.

1.3 DORES OROFACIAS CRONICAS

Considera-se que um paciente apresenta dor crénica quando o mesmo
apresenta dor persistente ou recorrente por mais de 3 meses, ou além do periodo de
recuperacado tecidual (DAHLHAMER; LUCAS; ZELAYA; NAHIN et al., 2018). O
controle da dor crénica é desafiador e exige esforgos multidisciplinares. Além disso,
impacta na vida do paciente, visto que frequentemente o paciente desenvolve
disturbios emocionais e € exposto a maior risco de dependéncia a drogas (YANG;
CHANG, 2019). Uma forma de dor crénica € a dor neuropatica, que resulta da lesao
ou disfungcdo de estruturas centrais ou periféricas do sistema nervoso e esta
caracterizada por promover dor em queimagao, choque ou pontada, que pode se
manifestar espontaneamente, ser provocada por estimulos normalmente indcuos ou
ainda estar associada a uma sensibilidade exacerbada a estimulos nocivos
(FINNERUP; SINDRUP; JENSEN, 2007; WANG; LIANG; ZHOU; XU et al., 2012).

No que concerne as dores de origem neuropatica craniofacial, a neuralgia do
trigémeo (NT) é a mais prevalente, com faixa de incidéncia global de 0,03% a 0,3%
(DE TOLEDO; REUS; FERNANDES; PORPORATTI et al., 2016) e em 90% dos casos
ocorre em pessoas acima de 40 anos (EL-TALLAWY; FARGHALY; RAGEH,;
SHEHATA et al., 2013), afetando trés mulheres para cada homem (EL-TALLAWY;
FARGHALY; RAGEH; SHEHATA et al., 2013; MAARBJERG; GOZALOV; OLESEN;
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BENDTSEN, 2014). A NT é definida como “dor subita, geralmente unilateral, severa,
de curta durag&o que acomete um ou mais ramos do nervo trigémeo” (ZAKRZEWSKA,;
LINSKEY, 2014) e caracteriza-se por dores severas, agudas e lancinantes, do tipo
choque elétrico, seguidas por um periodo refratario (BENOLIEL; ELIAV; IADAROLA,
2001; VAN KLEEF; VAN GENDEREN; NAROUZE; NURMIKKO et al., 2009). Os
episddios de dor normalmente sdo desencadeados por estimulacdo de areas
especificas, chamadas zonas de gatilho, localizadas na area inervada pelo nervo
trigémeo (LIU; DAI; E; WANG et al., 2010). Na maioria dos casos ha o envolvimento
de apenas um ramo, principalmente o maxilar, em cerca de 30% dos casos 0s ramos
maxilar e mandibular estdo envolvidos e raramente observa-se o envolvimento do
ramo oftalmico ou casos de NT bilateral (VAN KLEEF; VAN GENDEREN; NAROUZE;
NURMIKKO et al., 2009). Contudo, a etiologia e os mecanismos subjacentes a NT ndo
estdo totalmente esclarecidos. Todavia, a forma classica da NT ocorre pela
compressao neurovascular na entrada das raizes do nervo trigémeo devido a uma
anormalidade anatémica, produzindo consequentemente a desmielinizagao das fibras
nervosas que resultam em disparos ectopicos (DEVOR; AMIR; RAPPAPORT, 2002;
JANNETTA, 1967; ZAKRZEWSKA; MCMILLAN, 2011). Os estimulos
desencadeadores dos ataques de dor incluem o ato de falar, escovar os dentes,
barbear, comer, beber, o leve toque na face, entre outros (EL-TALLAWY; FARGHALY;
RAGEH; SHEHATA et al., 2013; THOMAS; VILENSKY, 2014). Atualmente, o
tratamento farmacologico baseia-se no uso de anticonvulsivantes (MONTANO;
CONFORTI; DI BONAVENTURA; MEGLIO et al., 2015; ROZEN, 2004), sendo a
carbamazepina o farmaco de primeira escolha (CAMPBELL; GRAHAM; ZILKHA,
1966). No entanto, o emprego destes farmacos é limitado pelos efeitos adversos

relacionados ao uso prolongado ou ao controle insatisfatorio da dor.

1.4 ASPECTO AFETIVO DA DOR OROFACIAL

A sensacao dolorosa € desagradavel e aversiva, facilitando o aprendizado e a
tomada de decisdes, tornando-se assim, uma experiéncia emocional. Por outro lado,
essas caracteristicas acarretam em muitos casos transtornos emocionais,
especialmente quando a dor é persistente. Particularmente, a dor orofacial afeta
importantes 6rgaos sensoriais (i.e. olhos, nariz, ouvidos e boca), além da pele facial e

o couro cabeludo, interferindo em fungdes vitais e atividades sociais que proporcionam
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bem-estar tais como conversar com amigos ou participar de uma refeicao familiar
(RENTON; YILMAZ, 2011). Desta forma, a dor orofacial implica adversidades
especificas, visto que a face possui abundante inervacéo e extensa representagao
somatossensorial no SNC. Isto produz um importante impacto psicolégico porque
interfere na expresséao facial de emogdes, como por exemplo alegria ou admiragao
(HONDA; HANDA; FUKUDA; KOUKITA et al., 2018; LAVIGNE; SESSLE, 2016;
SHUEB; NIXDORF; JOHN; ALONSO et al., 2015). Neste sentido, ha evidéncias
crescentes de que a dor orofacial esta associada a maior incidéncia de ansiedade,
depressao e disturbios do sono, os quais afetam significativamente o bem-estar dos
pacientes (HARTMANN; WELTE-JZYK; AL-NAWAS; DAUBLANDER, 2019;
LAVIGNE; SESSLE, 2016; RODRIGUEZ; SAKURAI; XU; CHEN et al., 2017; WU; HU;
LU; CHEN et al., 2015). Adicionalmente, pacientes que sofrem de NT apresentam
marcante redugio na qualidade de vida, uma vez que passam a evitar qualquer tarefa
cotidiana que possa gerar uma crise de dor (VAN KLEEF; VAN GENDEREN;
NAROUZE; NURMIKKO et al., 2009).

1.5  SISTEMA DOPAMINERGICO E DOR

A dopamina é um neurotransmissor do SNC com propriedades excitatérias
tipicas da familia das catecolaminas. Sua biossintese €& produzida pela
descarboxilagdo enzimatica da L-3,4-dihidroxifenilalanina  (L-dopa) pela
descarboxilase do aminoacido aromatico e limitada pela agcdo da enzima tirosina
hidroxilase (TH) (DAUBNER; LE; WANG, 2011). O sistema dopaminérgico é
responsavel por muitas fungdes cerebrais, incluindo motivagdo, punicdo e
recompensa (AUGUSTIN; LOEWINGER; O'NEAL; KRAVITZ et al., 2020; CHEN;
BARONIO; SEMENOVA; ABDURAKHMANOVA et al., 2020; DEGROOT; ZHAO-
SHEA; CHUNG; KLENOWSKI et al., 2020), bem como participa do controle da dor
cronica (LI; LIU; LU; TAO, 2019), inclusive de origem trigeminal (ABDALLAH;
MONCONDUIT; ARTOLA; LUCCARINI et al., 2015).

Na via mesolimbica, as entradas dopaminérgicas provém das regides
cerebrais inervadas pela area tegmental ventral (ATV) e estédo envolvidas nas fungdes
executivas, afetivas e motivacionais, e projetam para areas centrais que incluem o
NAc, CPF, cértex cingulado anterior (CCA) e amigdala (IKEMOTO, 2010). Dentre as
estruturas mesolimbicas, o NAc desempenha um papel fundamental na motivagao e
recompensa (IKEDA; FUNAYAMA; TATENO; FUKAYAMA et al, 2019).
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Adicionalmente, evidéncias demonstram que a dor crbnica esta associada a uma
mudanga na sinalizagao entre o NAc e outras estruturas mesolimbicas (APKARIAN,;
BUSHNELL; TREEDE; ZUBIETA, 2005; BUSHNELL; CEKO; LOW, 2013; KUCYI;
DAVIS, 2015). Além disso, o sistema mesolimbico desempenha um papel importante
na percepgao e modulagdo dos sintomas da dor cronica. Neste sentido o uso de
drogas dopaminérgicas para compensar a deplegdo de dopamina no SNC de
pacientes com dor crbénica tem sido estudado e tem mostrado resultados promissores
(HADDAD; PUD; TREISTER; SUZAN et al., 2018; HOLMAN; MYERS, 2005;
SERAFINI; PRYCE; ZACHARIOU, 2020; STUGINSKI-BARBOSA; RODRIGUES;
BIGAL; SPECIALI, 2008). Dessa maneira sugere-se que o alivio da dor pode ser
sinalizado como uma recompensa por meio dos neurénios dopaminérgicos da ATV

(Esquema 2), o que é considerado um potencial alvo terapéutico.

--------- » ( Naoativa ATV ) ---3<-» N&o hd liberagéo de DA
| ESTIMULO ) _ ... [ Reproduzir Reforgo Experiéncia
e 7 experiéncia /77" \ positivo/negativo ) <= prazerosa

- Comida " P
- Bebida Bt gl Aliva ATV IR + Liberagédo de DA

- Atividade

- Droga de abuso . Via mesolimbica
- Analgesia

ESQUEMA 2: MECANISMOS DO SISTEMA DE RECOMPENSA. Estimulos que ativam a area
tegmental ventral (ATV), incluindo drogas analgésicos que aliviam a dor, ativam os neurbnios
mesolimbicos com consequente liberagdo de dopamina (DA) no nicleo accumbens e produzem uma
experiéncia prazerosa (recompensa) que causa um reforgo positivo ou negativo (supressao da dor)
para repetir essa experiéncia. Produzido com biorender.com.

1.6 MODELOS ANIMAIS

Os roedores possuem um sistema trigeminal semelhante aos seres humanos,
permitindo através deles o estudo dos mecanismos fisiopatoldgicos da dor orofacial,
bem como seu tratamento. Embora as inuUmeras limitagdes de modelos animais para
mimetizar a experiéncia complexa da dor humana sejam bastante reconhecidas, a dor

€ fundamentalmente aversiva em animais e em seres humanos (BECERRA;
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BREITER; WISE; GONZALEZ et al., 2001; NAVRATILOVA; XIE; OKUN; QU et al.,
2012). Os modelos animais foram desenvolvidos para elucidar os mecanismos
subjacentes a dor aguda e crénica, bem como para permitir a avaliagao pré-clinica de

drogas com potencial analgésico.
1.6.1 Formalina orofacial

A formalina é um irritante quimico composto por formaldeido diluido em solugao
de cloreto de sodio 0.9% e cuja administragdo causa les&o tecidual (CLAVELOU;
PAJOT; DALLEL; RABOISSON, 1989), inflamacao (ROSLAND; TJOLSEN; MAHLE;
HOLE, 1990; WHEELER-ACETO; PORRECA; COWAN, 1990) e dor (OKAMOTO;
IMBE; TASHIRO; KUMABE et al., 2004). A injecdo subcutanea de formalina é
frequentemente utilizada como estimulo nocivo na face de animais de experimentagcao
(CHICHORRO; LORENZETTI; ZAMPRONIO, 2004; CLAVELOU; PAJOT; DALLEL;
RABOISSON, 1989), visto que mimetiza algumas caracteristicas da dor inflamatéria
orofacial em seres humanos (CLAVELOU; DALLEL; ORLIAGUET; WODA et al.,
1995). A formalina administrada no labio superior dos animais promove uma resposta
de grooming facial (i.e. os movimentos de limpeza facial bilateral com as patas
dianteiras) (DALLEL; RABOISSON; CLAVELOU; SAADE et al., 1995), e se
caracteriza por apresentar um periodo de atividade motora imediata e outro tardio,
separados por um periodo quiescente (CLAVELOU; PAJOT; DALLEL; RABOISSON,
1989; DUBUISSON; DENNIS, 1977). A resposta imediata, denominada primeira fase,
€ de curta duracdo (3 minutos) e depende da ativagao direta dos nociceptores
mielinizados e ndo mielinizados pela acdo da formalina (DUBUISSON; DENNIS,
1977). Posteriormente segue um periodo de baixa atividade motora que corresponde
a fase quiescente, a qual dura em torno de 12 minutos (CHICHORRO; LORENZETTI;
ZAMPRONIO, 2004) e se deve possivelmente a uma inibigdo da transmissao
nociceptiva promovida pelo neurotransmissor acido gammaminobutirico (GABA)
mediante ativagao dos receptores GABAA (KANEKO; HAMMOND, 1997). Finalmente,
a fase tbnica tardia, denominada segunda fase, € marcada por uma resposta motora
prolongada (15-20 minutos) que depende da sensibilizagdo central causada pela
atividade continua das fibras aferentes (TJOLSEN; BERGE; HUNSKAAR; ROSLAND
et al., 1992). Diversos estudos tém demonstrado que a resposta comportamental é
sensivel a farmacos com propriedades analgésicas de diversas classes, incluindo

opioides e anestésicos locais, em ambas as fases, e anti-inflamatorios esteroidais e
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AINEs na segunda fase (BARROSO; ARAYA; DE SOUZA; ANDREATINI et al., 2019;
CLAVELOU; PAJOT; DALLEL; RABOISSON, 1989; DE OLIVEIRA; ARAYA;
GAMBETA; FERREIRA et al., 2019; RABOISSON; DALLEL, 2004). Contudo, pouco
tem sido investigado sobre as alteragdes sensoriais e afetivas ndo imediatas que

persistem apds a administracdo de formalina.

1.6.2 Modelo de dor pos-operatoria

O ato cirdrgico gera um trauma que resulta em alteragbes fisiologicas e
emocionais que, se nao adequadamente controladas, predispdem os pacientes a
complicagbes que podem prolongar a internagédo, sendo a dor um dos fatores mais
impactantes na recuperacao do individuo. Por esse motivo, a dor pés-operatéria tem
sido considerada um importante marcador vital do paciente no periodo imediato que
segue a cirurgia (MORONE; WEINER, 2013). Assim, modelos de dor pés-operatéria
tém se desenvolvido com o propésito de estudar a fisiopatologia e possiveis terapias
para o tratamento da dor pds-cirurgica. O modelo de dor pds-operatoria na regiao
orofacial consiste na realizagdo da incisdo na mucosa oral, o que induz hiperalgesia
térmica e mecanica na face ap6s 24 horas e perdura por 72 a 120 horas apos o
procedimento cirurgico (URATA; SHINODA; HONDA; LEE et al., 2015). No entanto,
nao ha relatos da presenca de dor espontanea, tbnica ou estudos que avaliem o

componente afetivo da dor neste modelo.

1.6.3 Modelo de dor neuropatica trigeminal

O nervo infraorbital em roedores alcanga um tamanho importante em relacao
ao restante dos nervos periféricos do animal, pois é responsavel por transmitir as
informacdes das vibrissas, da pele que as circunda, parte do nariz, arcada dentaria
superior e parte posterior da cavidade oral (FINK; KISH; BYERS, 1975). De fato,
constitui quase toda a divisdo maxilar do nervo trigémeo e consiste em 18-25
fasciculos que contém cerca de 20.000 fibras mielinicas e cerca de 13.000 fibras
amielinicas distribuidas ao longo do nervo e que em conjunto, apresenta um grande
tamanho (JACQUIN; HESS; YANG; ADAMO et al., 1984). Este fato permite a
manipulagéo cirurgica de maneira facil e reprodutivel, razdo pela qual, por meio da
constricao foi desenvolvido um modelo de dor neuropatica em roedores para o estudo
da NT em humanos (VOS; STRASSMAN; MACIEWICZ, 1994). Esse modelo reproduz

varios aspectos da NT, inclusive hipersensibilidade a estimulos térmicos e mecanicos
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(CHICHORRO; ZAMPRONIO; CABRINI; FRANCO et al., 2009; CHICHORRO;
ZAMPRONIO; RAE, 2006; CHICHORRO; ZAMPRONIO; SOUZA; RAE, 2006;
IMAMURA; KAWAMOTO; NAKANISHI, 1997; VOS; MACIEWICZ, 1991). Apods a
constricdo do nervo infraorbital (CION), os ratos exibem mudangas nas respostas
evocadas e no comportamento espontaneo. Essas alteragcbes comportamentais
ocorrem em duas fases. No estagio inicial (primeiros 10-12 dias apds a cirurgia), os
ratos apresentam aumento da resposta de grooming facial (VOS; STRASSMAN,;
MACIEWICZ, 1994) e diminuicao do tempo de resposta apds estimulagao da regiao
inervada pelo nervo infraorbital com temperaturas de frio e calor nocivas,
respectivamente (CHICHORRO; ZAMPRONIO; CABRINI; FRANCO et al., 2009;
CHICHORRO; ZAMPRONIO; SOUZA; RAE, 2006). Posteriormente (a partir do dia 10
ap6s a cirurgia) o grooming facial é progressivamente reduzido, embora persista
aumentado em relagdo ao lado controle (VOS; STRASSMAN; MACIEWICZ, 1994). A
hiporresponsividade ao estimulo mecéanico inicial é substituida abruptamente (por
volta do dia 15) pela hiperresponsividade ispilateral e contralateral que perdura por
até 120 dias (CHICHORRO; ZAMPRONIO; RAE, 2006). Contudo, poucos estudos tém
avaliado a dor ndo evocada (ou seja, espontanea) e o aspecto afetivo da dor em

modelos de dor neuropatica trigeminal.

1.7 AVALIACAO DA DOR OROFACIAL EM ROEDORES

Os roedores sao comumente usados para estudar os mecanismos
fisiopatolégicos da dor, no entanto a dor ndo pode ser medida diretamente em animais,
motivo pelo qual foram desenvolvidos métodos que quantificam comportamentos
"semelhantes a dor" ou nocicepg¢ao (MOGIL, 2009). Esses métodos comportamentais
podem ser divididos em nocicepgao evocada e nocicepg¢ao ndo evocada por estimulo
(espontanea ou ténica), com base no uso de um estimulo externo aplicado que tem o
potencial de causar dano ao tecido (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010).

1.7.1 Avaliacdo da nocicepgao evocada

A determinacdo do limiar nociceptivo baseia-se na avaliagdao da resposta
comportamental dos animais a aplicagdo de um estimulo nocivo que pode ser de
natureza quimica, térmica ou mecanica. Existem diversas substancias quimicas que

podem induzir respostas nociceptivas agudas, sendo que neste estudo foi utilizada a
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formalina (descrita no item 1.6.1). Por outro lado, a hiperalgesia a estimulos térmicos
pode ser avaliada em nociceptores previamente sensibilizados. No caso da
estimulacéo orofacial por calor em roedores, a temperatura aplicada € em torno de
50°C a uma distancia de 1 cm da face do rato, e a resposta nociceptiva é avaliada
pelo tempo que o animal leva para retirar a cabecga, atacar a fonte de calor ou fazer
um movimento rapido das vibrissas (CHICHORRO; ZAMPRONIO; CABRINI;
FRANCO et al., 2009). Finalmente, o estimulo mecénico pode ser subdividido em
dinamico, o qual é gerado por escovagao (com um cotonete, pincel ou bola de
algodao), puntiforme (estimulagdo pelo toque) e estatico, o que é promovido por
pressao constante e continua, ou de intensidade crescente (DEUIS; DVORAKOVA;
VETTER, 2017). A este respeito, utilizamos um estimulo puntiforme ao aplicar
filamentos de von Frey de forgcas variadas na area de inser¢cao das vibrissas para
avaliacdo da hiperalgesia mecanica na regiao orofacial (ver descricdo detalhada dos

métodos utilizados no item 3.2).

1.7.2 Determinagao da nocicepg¢ao nao evocada

A determinacao da dor espontanea (i.e. ndo evocada) em roedores é dificil de
quantificar. No entanto, alguns métodos tém sido utilizados, incluindo a escala de
Grimace, ensaios de escavacao, analise de marcha, distribuicao de peso (TAPPE-
THEODOR; KUNER, 2014), entre outros. A dor espontanea é um sintoma frequente
de varias condigdes dolorosas em humanos, portanto sua avaliagdo em modelos
animais de dor contribui para aumentar o aspecto translacional da pesquisa em dor
(MOGIL, 2009). Neste sentido, nos ultimos anos tem sido utilizado o teste de
preferéncia/aversao condicionada ao lugar (CPP/CPA) com o intuito de detectar a
presenca de dor tdnica nos animais em diferentes modelos (KING; VERA-
PORTOCARRERO; GUTIERREZ; VANDERAH et al., 2009; NAVRATILOVA; XIE;
KING; PORRECA, 2013). O teste de CPP permite avaliar os aspectos motivacionais
da dor, de forma que a busca do alivio da dor € uma forte motivagéo. Assim, o alivio
de um estado ténico aversivo é recompensador, servindo como um reforgo negativo
que pode ser usado para condicionar o comportamento (KING; VERA-
PORTOCARRERO; GUTIERREZ; VANDERAH et al., 2009; OKUN; DEFELICE;
EYDE; REN et al., 2011; OKUN; LIU; DAVIS; REN et al., 2012; QU; KING; OKUN; LAl
et al., 2011). Diversos estudos tem empregado de forma consistente o teste do CPP

para detectar a presenca de dor tdnica em diferentes modelos, tais como a dor pés-
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incisional intraplantar (NAVRATILOVA; XIE; OKUN; QU et al., 2012), a dor tonica
cefélica induzida pela administracdo de mediadores inflamatérios na duramater
(DEFELICE; EYDE; DODICK; DUSSOR et al., 2013) bem como a presencga de dor
tbnica em ratos apds toracotomia e cirurgia de retirada da costela (HUNG; WANG;
STRICHARTZ, 2015) e em ratos com dor neuropatica apds 6 dias da les&o do nervo
tibial (PAN; YU; FISCHER; KRAMER et al., 2016) ou no décimo quinto dia apés CION
(NONES; CLAUDINO; FERREIRA; DOS REIS et al., 2017). Desta forma, o teste de
CPP utiliza o aspecto aversivo da dor como uma forte motivagéo para a busca por seu
alivio, e assim, revelar a presenca de dor ténica presente em condi¢gdes dolorosas,

indiretamente através do pareamento com drogas analgésicas.

1.7.3 Quantificacdo de vocalizagdes ultrassonicas

Adicionalmente, tem sido proposto que a identificagcdo das vocalizagdes
ultrassbénicas (USV) espontaneas em resposta a uma situagao dolorosa € uma nova
abordagem que poderia corresponder a expressao de um componente afetivo da dor
(BARROSO; ARAYA; DE SOUZA; ANDREATINI et al., 2019; HANEY; MICZEK,
1994).

A vocalizacdo em roedores consiste em um padrdo de vogal extenso das
emissdes nas faixas de frequéncias audiveis e ultrassénicas. As frequéncias audiveis
para o ser humano representa uma comunicagao heteroespecifica que € utilizada na
confrontacdo direta com o predador para sinalizar perigo ou ameaga (LITVIN;
BLANCHARD; BLANCHARD, 2007). Contrariamente, as USV s&do emitidas na
comunicacao intraespecifica (BLANCHARD; BLANCHARD; AGULLANA; WEISS,
1991) e podem ser classificadas em 40 kHz; 22 kHz e 50 kHz. As USV de 40 kHz sao
realizadas unicamente por filhotes na ansiedade e/ou angustia por separacao da mae
e da ninhada (SIMOLA, 2015). Em adultos, vocalizagdes entre 22-28 kHz (Esquema
3), denominadas USV de 22 kHz ou aversivas, estdo associadas a comportamentos
frequentemente relacionados a situagbes de estresse ou perigo imediato (DINH;
LARKIN; GATLIN; PIEPMEIER, 1999; JOURDAN; ARDID; CHAPUY; ESCHALIER et
al., 1995), como durante uma briga de machos (LORE; FLANNELLY; FARINA, 1976;
SALES, 1972), durante a abstinéncia da morfina (VIVIAN; MICZEK, 1993), ou na
expectativa de um estimulo aversivo inevitavel ou apds a aplicagcao deste estimulo
(GHISELLI; LARIVIERE, 1977; KALTWASSER, 1990; VIVIAN; MICZEK, 1991).
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ESQUEMA 3: IMAGEM REPRESENTATIVA DE UMA VOCALIZAGCAO ULTRASSONICA DE 22 kHz.
Espectrograma gerado pelo programa Avisoft Bioacoustics.

Por outro lado, as emissdes de USV na faixa dos 50 kHz, com frequéncia
variavel de 35 a 70 kHz (Esquema 4), ocorrem em varios contextos comportamentais
positivos como as emissdes produzidas por ratos jovens ao brincar (KNUTSON,;
BURGDORF; PANKSEPP, 1998), assim como por adultos machos e fémeas durante
o acasalamento (THOMAS; BARFIELD, 1985) e apos a ejaculagao de ratos machos
adultos (BARFIELD; GEYER, 1972). Essas USV, também nomeadas apetitivas, séo
subdividas em tipos: as flat e as de frequéncia modulada (FM). As flat possuem
frequéncia de som constante, tem sido identificadas como as USV emitidas mais
frequentemente, e podem indicar uma chamada de contato para interagdo social
(WOHR; HOUX; SCHWARTING; SPRUIJT, 2008). As USV de FM podem se
manifestar na expectativa de uma recompensa ou por motivagao e incluem as dos
tipos step (em degraus), mixed (mistas) ainda as tril (emissdes geralmente indicativas
de alto grau de motivagédo) (BRUDZYNSKI, 2015; KUCHNIAK; WYSZOGRODZKA,;
CHRAPUSTA; CZARNA et al., 2019).

Alguns estudos mostraram que os roedores emitem USV em resposta a um
estimulo doloroso. Um destes estudos demonstrou que ratos com incisao intraplantar
apresentaram um aumento da emissao de USV de 22 kHz 6 e 24 horas ap0ds a inciséao,
as quais foram diminuidas apds o tratamento com naproxeno (LIM; KIM; HAN; KIM,
2014). Também foi demonstrado que a administragdo de bradicinina induz a emisséo
de USV de 22 kHz em modelo de migranea, as quais foram reduzidas com
sumatriptano (BOBADE; BODHANKAR; ASWAR; MOHAN et al., 2015). No entanto,
nao existem dados sobre a emissdo de USV em diferentes modelos de dor orofacial,

bem como de sua caracterizagado em situagdes de dor aguda e cronica.
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ESQUEMA 4: IMAGEM REPRESENTATIVA DAS VOCALIZACOES ULTRASSONICAS DE 50 kHz.
Emissbes de frequéncia modulada, as quais incluem os subtipos mixed, step e trill, e as emissdes
sociais do subtipo flat, obtidas com o programa Avisoft Bioacoustics.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A experiéncia de dor humana engloba multiplas modalidades de estimulo,
distintos mecanismos moleculares e componentes sensoriais, motores, emocionais e
motivacionais. Contudo, a pesquisa em dor nos animais geralmente se limita a
avaliacdo da nocicepgdo, negligenciando os componentes afetivo e motivacional.
Diante disso, o estudo tem a finalidade de caracterizar as respostas sensoriais e 0s
comportamentos associados ao aspecto afetivo da dor em diferentes modelos, com o
intuito de fornecer ferramentas adicionais para a pesquisa experimental da dor
orofacial. Adicionalmente, pretendemos investigar o envolvimento do sistema

mesolimbico e as areas cerebrais implicadas na dor orofacial persistente.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar no teste da formalina orofacial:

v A resposta nociceptiva imediata;
v O decurso temporal da hiperalgesia térmica;
v As variagbes temporais na emissio das USV;,

v" O desenvolvimento do comportamento do tipo ansioso em diferentes periodos.

Avaliar no modelo de dor pés-operatéria:

O decurso temporal da hiperalgesia mecénica e térmica;
O decurso temporal do comportamento de grooming facial espontaneo;
As variagdes temporais na emissao das USV;,

A presenca de comportamento do tipo ansioso apds a incisdo da mucosa oral;

NN

O efeito da morfina na hiperalgesia térmica e mecanica, no CPP, no

comportamento do tipo ansioso e na emissao das USV,

<\

A participagao do sistema dopaminérgico mesolimbico;

v' A ativacao neuronal de areas cerebrais implicadas no processamento doloroso.
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Avaliar modelo de dor neuropatica trigeminal:

v A presenca de hiperalgesia mecanica;

v O desenvolvimento do comportamento do tipo ansioso;
v A emissao de USV;

v A participagdo do sistema dopaminérgico mesolimbico;

v A ativacao neuronal de areas cerebrais implicadas no processamento doloroso.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 Animais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar machos pesando 250 a 300 g (60
dias de idade) e fornecidos pela colénia da Universidade Federal do Parana (UFPR),
para procedimentos experimentais realizados entre 7:00 e 19:00 horas, respeitando
pelo menos 48 horas de aclimatacao ao ambiente antes do inicio dos experimentos.
Os animais foram mantidos em grupos de 3 a 4 por caixa, a temperatura controlada
(22 £ 1 °C) em um ciclo claro/escuro de 12 horas com ragao e agua a vontade. Todos
os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes da UFPR e da
Universidade de Calgary, bem como foram seguidas as regulamentag¢des brasileiras
e canadenses sobre bem-estar animal, tendo sendo previamente aprovados pelos
comités de Etica (CEUA / BIO-UFPR; # 1057; AC18-0003, respectivamente). Todos
os esforgos foram feitos para minimizar o numero de animais utilizados e reduzir seu

estresse e sofrimento.

3.1.2 Drogas, doses e reagentes

Os ratos foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal de uma solugéo
de cetamina (90 mg/kg; Vetica Laboratérios de Produtos Veterinarios, Sdo Paulo,
Brasil) e xilazina (10 mg/kg; Rhobifarma Ind. Farmacéutica, Sao Paulo, Brasil), ou via
inalatoria com ifofluorano 5% (Abbott laboratories, USA). Formalina (2,5%/50 uL; s.c.
labio superior; Alphatec, Brasil), sulfato de morfina (2,5 mg/Kg; s.c.; Merck S.A, Sao
Paulo, Brasil) e 4-difenilacetoxi-n-metilpiperidina metiodida (Anfetamina, 1 mg/Kg; s.c.;
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) foram diluidas em solugao salina estéril. Para
a quantificagédo da expressao de c-Fos e TH, por imunohistoquimica (IHQ), foram
utilizados os anticorpos monoclonais primarios anti-Fos de coelho (Abcam,
AB190289) e anti-TH de camundongo (Sigma-Aldrich, T1299), e anticorpos
secundarios de cabra anticoelho, Alexa Fluor 488 e anticamundongo Alexa Fluor 546
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, CA, A21206 e A11030). Para a quantificacao de
expressdo de TH por Western blot (WB), foram utilizados anticorpo monoclonal
primario anti-TH de camundongo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, T1299) e anticorpo
secundario (conjugado anti-lgG HRP de camundongo; Jackson ImmunoResearch,
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West Grove, PA). O controle de carregamento utilizado foi a-tubulina (Abcam,
Cambridge, MA, 1: 5000). As doses foram baseadas em estudos anteriores e
experimentos piloto em nosso laboratério (BARROSO; ARAYA; DE SOUZA;
ANDREATINI et al., 2019; CHICHORRO; LORENZETTI; ZAMPRONIO, 2004;
WRIGHT; DOBOSIEWICZ; CLARKE, 2012).

3.2 METODOS

3.2.1 Teste da formalina orofacial

O teste de formalina orofacial foi realizado segundo Chichorro e colaboradores
(CHICHORRO; LORENZETTI; ZAMPRONIO, 2004), com pequenas modifica¢des. Os
animais foram colocados individualmente em uma caixa acrilica de observagéo (30
cm x 20 cm x 20 cm) por 10 minutos para ambientagao e entdo receberam uma injegéo
subcutanea de solugéo salina (0,9%, 50 pL) ou formalina (2,5%, 50 pL) no labio
superior direito usando uma agulha hipodérmica (12,7 mm x 0,33 mm). Imediatamente
apos a injegao foram devolvidos a caixa de observagao para quantificagdo, com um
cronbmetro, do tempo que cada animal passou realizando o comportamento de
grooming facial bilateral com as patas dianteiras. O tempo dispendido neste
comportamento foi quantificado a cada periodo de 3 minutos, totalizando um tempo

de avaliacdo de 30 minutos.

3.2.2 Incisdo da mucosa oral

Os animais foram anestesiados previamente com cloridrato de cetamina e de
xilazina por via intraperitoneal. Apds o estabelecimento da anestesia, com ajuda de
instrumentos cirurgicos, a boca do animal foi mantida aberta e em seguida foi realizada
uma incisdo (aproximadamente 10 mm de comprimento por 2 mm de profundidade)
na mucosa oral direita utilizando um bisturi com Iamina 15 (URATA; SHINODA,;
HONDA,; LEE et al., 2015). Posteriormente foi realizado um ponto de sutura no meio
da incisdo com fio de seda agulhado 4.0. Os animais do grupo falso-operado foram
igualmente anestesiados mantidos durante um minuto com a boca aberta na mesma
posicdo sem executar a incisdo. Ao término da cirurgia os animais foram

acondicionados em sala aquecida até a completa recuperagéo da anestesia (ARAYA;
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BARROSO; TURNES; RADULSKI et al., 2020), e entdo foram transferidos ao biotério

do laboratério.

3.2.3 Constricdo do nervo infraorbital

A indugcdo da dor neuropatica facial foi realizada mediante uma cirurgia de
CION conforme o método proposto inicialmente por VOS e colaboradores (VOS;
STRASSMAN; MACIEWICZ, 1994) e modificado posteriormente por Chichorro e
colaboradores (CHICHORRO; ZAMPRONIO; SOUZA; RAE, 2006). Os animais
previamente anestesiados com cloridrato de cetamina e de xilazina por via
intraperitoneal, foram submetidos a tricotomia do local e a assepsia com alcool iodado.
Ap0s o estabelecimento da anestesia, foi realizada uma incisédo na pele abaixo do olho
direito, cerca de 3 mm posterior a inser¢cao das vibrissas. Os musculos elevador do
labio superior e masseter superficial anterior foram afastados para que a porgéao rostral
do nervo infraorbital fosse exposta proxima a fissura infraorbital. O nervo infraorbital
foi dissecado dos tecidos adjacentes, e em seguida foram realizadas duas amarras
frouxas, separadas em aproximadamente 2 mm, com fio de seda 4.0 ao redor do feixe
nervoso. Os tecidos foram suturados com o mesmo tipo de fio agulhado usado para a
confecgdo das amarras. Os animais do grupo falso-operado foram submetidos ao
mesmo procedimento cirurgico, entretanto o feixe nervoso ndo foi submetido a
constrigcdo. Ao término da cirurgia os animais foram mantidos em sala aquecida até a

completa recuperacao da anestesia.

3.2.4 Avaliacao da hiperalgesia ao calor

Os ratos foram levados a sala de experimentacado pelo menos uma hora antes
do inicio dos experimentos. Para avaliagdo da hiperalgesia ao calor, cada animal foi
contido com uma méo do experimentador e com a mao livre foi aproximada uma fonte
de calor radiante (50 °C), posicionada a 1 cm da area de insercao das vibrissas do
lado direito da face, ipsilateral a cirurgia. Em seguida, foi quantificado o tempo de
reagdo para que os animais afastassem vigorosamente a cabega da fonte ou
apresentassem movimentos rapidos e consecutivos das vibrissas (CHICHORRO;
ZAMPRONIO; CABRINI; FRANCO et al., 2009). Foram incluidos nos experimentos
apenas os animais que apresentaram respostas entre 9 e 20 segundos. O tempo de

corte de 20 segundos para esse teste foi estipulado para evitar danos teciduais.
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3.2.5 Quantificagao de grooming espontaneo

Os animais foram colocados em caixas de observacao de acrilico medindo 30
cm?® durante 10 minutos para ambientagdo. Em seguida foi registrado o tempo
despendido na realizagdo de grooming facial bilateral com as patas dianteiras durante
10 minutos (KOPRUSZINSKI; DOS REIS; RAE; CHICHORRO, 2019). Todas as

avaliagdes foram realizadas no periodo da manha entre 9:00 e 11:00 horas.

3.2.6 Avaliacdo da hiperalgesia mecénica

Os animais foram habituados individualmente nas caixas de observacao
durante 2 horas previamente ao inicio do experimento. Em seguida, foram aplicados
de maneira crescente 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 regido de inser¢ao das
vibrissas no lado direito da face, ipsilateral a cirurgia. Cada filamento foi aplicado por
3 vezes consecutivas, com um intervalo de aproximadamente 3 segundos entre cada
aplicagao. O limiar de resposta a estimulacdo mecanica correspondeu ao filamento
que evocou por duas vezes comportamentos de retirada rapida da cabega ou reacdes
de ataque/escape (CHICHORRO; ZAMPRONIO; RAE, 2006). Foram incluidos nos
experimentos apenas os ratos que nao apresentaram, na etapa de pré-selecao,
comportamentos nociceptivos com a aplicacédo de todos os filamentos, de forma que

o limiar mecanico foi igual ou superior a 8,0 g.

3.2.7 Teste de preferéncia condicionada ao lugar

O protocolo foi realizado de acordo com o descrito por KING e colaboradores
(KING; VERA-PORTOCARRERO; GUTIERREZ; VANDERAH et al, 2009) e
conduzido em sala sem iluminagdo. O equipamento utilizado consistiu de uma caixa
de madeira com 3 compartimentos ou camaras diferentes separados por 2 divisorias
moveis com e sem aberturas (10 x 7 cm) que permitiram ou nao, o livre acesso dos
animais entre os compartimentos, respectivamente. Os dois compartimentos de
condicionamento (36,5 x 31 x 25 cm) apresentaram diferentes pistas visuais e tateis.
Um deles, de cor preta com piso em madeira lisa e paredes laterais com listras
brancas horizontais, e outro, de cor preta com piso em vidro transparente texturizado
e paredes laterais com listras brancas verticais. O compartimento central “neutro” (31

x 10 x 25 cm) de cor preta, separou as duas camaras de condicionamento e
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permaneceu iluminado (luz branca acoplada, 13 watts) durante a execugdo de todos
os testes. Os experimentos foram realizados em 3 fases: pré-condicionamento,
condicionamento e teste. No primeiro dia (pré-condicionamento), os animais foram
colocados individualmente no compartimento neutro e permaneceram com livre
acesso entre os compartimentos de condicionamento durante 15 minutos. Ao final de
cada sessdo, 0s animais retornaram para as caixas e as camaras foram higienizadas
com papel toalha embebido em agua. Os 15 minutos de pré-condiconamento foram
gravados com auxilio de uma camera de video posicionada acima das camaras e
acoplada a um computador para posterior analise do tempo que cada animal
permaneceu em cada uma das camaras, e assim, se verificou a inexisténcia de
preferéncia inicial. Os ratos que permaneceram mais do que 720 ou menos do que
180 segundos em uma unica camara foram eliminados do teste. Na sequéncia, os
dados foram contrabalanceados para garantir que a média dos tempos de
permanéncia entre as camaras nao tivessem diferenga entre os grupos e os animais
foram designados as respectivas camaras para pareamento com morfina, respeitando
os grupos experimentais. No segundo dia (condicionamento), os animais receberam
salina e apdés 30 minutos foram colocados na camara designada durante 30 minutos
(sem livre acesso entre os compartimentos). Quatro horas mais tarde, os mesmos
animais receberam morfina e apoés 30 minutos foram colocados na camara oposta
durante 30 minutos. No terceiro dia (teste) os animais foram novamente colocados na
camara neutra com livre acesso entre os compartimentos durante 15 minutos que
também foram gravados para posterior quantificagdo. Um aumento no tempo de
permanéncia no dia teste na camara pareada com morfina comparado ao tempo de

permanéncia nesta mesma camara no pré-condicionamento foi indicativo de CPP.

3.2.8 Avaliacdo do comportamento do tipo ansioso

Para avaliagao do comportamento do tipo ansioso os animais foram submetidos
ao teste do LCE conforme descrito por PELLOW e colaboradores (PELLOW; CHOPIN;
FILE; BRILEY, 1985) com iluminacdo da sala a 40 lux, utilizando um aparato de
madeira elevado a 50 cm do chao, o qual apresenta 4 bracos, sendo 2 abertos e 2
fechados com um cruzamento entre os bragos uma area central de 10 cm?2. Os animais
foram colocados individualmente no centro do aparato e observados durante 5
minutos que foram registrados para avaliagao dos deslocamentos. Foi contabilizado o
tempo em que cada animal permaneceu nos bragos abertos e fechados, bem como o
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numero de entradas em cada braco, sendo considerada entrada quando o animal
ultrapassou com as 4 patas as delimitagbes de cada brago. Uma redugao significativa
na porcentagem do tempo despendido ou do numero de entradas nos bragos abertos,
em relagdo ao grupo de comparagao, indicou a ocorréncia de comportamento do tipo
ansioso. O numero total de entradas nos bracos fechados foi quantificado para
avaliagcao da atividade locomotora. Os animais passaram apenas uma vez pelo LCE,
sendo necessario grupos independentes de animais para repetir o procedimento em

periodos de tempo diferentes.

3.2.9 Quantificagdo da emisséo de vocalizagdes ultrassénicas

As emissdes de USV de 22 kHz e 50 kHz foram quantificadas de acordo com o
descrito por LIM e colaboradores (LIM; KIM; HAN; KIM, 2014) com algumas
modificagdes. O experimento foi realizado em sala acustica com iluminagao a 40 lux.
Cada animal foi colocado individualmente em uma caixa de acrilico (30 cm?3®) com
maravalha e um microfone ultrasénico (CM16 Avisoft Bioacoustics, Berlin, Alemanha),
sensivel a frequéncias entre 15-180 kHz, foi colocado a uma distédncia de 45 cm do
chao da caixa de movimentagao permitindo a captagcédo das USV. O programa Avisoft
Recorder (versao 2.95; Avisoft Bioacoustics), permitiu a gravacéo e posterior analise
do espectrograma (Avisoft SAS Lab Pro versdo 4.34 Avisoft Bioacoustics), de
frequéncia de 488 kHz e com resolucao 0,512 ms, das USV emitidas pelo animal. A
analise foi realizada de forma manual (BARROSO; ARAYA; DE SOUZA; ANDREATINI
et al, 2019; PEREIRA; ANDREATINI; SCHWARTING; BRENES, 2014;
SCHWARTING; JEGAN; WOHR, 2007).

3.2.10 Quantificagdo da expressao de tirosina hidroxilase por PCR quantitativo em
tempo real

Os ratos foram decapitados sob anestesia inalatéria com isofluorano seguido
da coleta a -4 °C do tecido cerebral contendo os NAc, o qual foi imediatamente
armazenado a -80 °C. O &acido ribonucleico (RNA) total foi extraido com o kit de
extracdo NucleoSpin RNA Il (Macherey-Nagel, EUA) e quantificado usando um
NanoDrop. A sintese de acido desoxirribonucleico complementar (cDNA) de primeira
fita (a partir de 0,2 pg de RNA total por 12 yL de mistura de reagao) foi realizada
usando o kit de transcri¢cao reversa de cDNA de alta capacidade (QuantiTec Reverse

transcription kit - Applied Biosystems, Life Technologies, EUA). A amplificacdo por
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PCR, em ftriplicado para cada amostra, foi realizada usando os primers de Tagman
Gene Expression Assay (Applied Biosystems) para o gene alvo TH e [B-actina
(Rn00562500_m1 e Rn00667869 _m1, respectivamente) com o TagMan® Universal
PCR Master Mix no aparato QuantStudio 3 (Applied Biosystems) e software
QuantStudio Design and analysis software v1.4.3. A etapa de ativagéo da polimerase
a 95 °C por 10 minutos foi seguida por 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 60 segundos
a 60 °C. Os niveis especificos de mRNA foram calculados ap6s a normalizagao do
MRNA de B-actina em cada amostra usando o método do ciclo de limiar ou Ct (i.e. o
ACt para cada amostra foi obtido do Ct de TH e subtraido do Ct de B-actina) e
comparados entre os grupos experimentais e de controle (JAGODIC; PATHIRATHNA,;
NELSON; MANCUSO et al., 2007).

3.2.11 Quantificagao da expresséao de tirosina hidroxilase por Western blot

Os ratos foram sacrificados por decapitacdo sob anestesia profunda com
inalagao de isoflurano no dia 3 ou 15 apds o procedimento de incisao intraoral ou
CION, juntamente com os respectivos grupos controle falso-operados. Os cérebros
foram excisados em gelo seco e armazenados a -80 °C de acordo com um estudo
anterior (FAN; GANDINI; ZHANG; CHEN et al.,, 2017). O NAc foi dissecado,
bilateralmente, com uma bidpsia de puncao padrao, com uma extensao de tecido de
0,15 cm de didmetro de ambos os lados. As amostras de tecido contendo o NAc foram
lisadas em tampao de ensaio de radioimunoprecipitagdo (RIPA) modificado: Tris 50
mM, NaCl 100 mM, Triton X-100 0,2% (vol / vol), NP-40 0,2% (vol / vol), acido
dietilenodiaminotetracético (EDTA) 10 mM mais um coquetel inibidor de protease
(Thermo Scientific™A32965), pH 7,5. Os lisados foram preparados agitando as
amostras por 30 minutos a 4 °C, e por centrifugacado a 13.000 rpm por 20 minutos
também a 4 °C. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos e a
quantificagdo da proteina seguiu o método de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA). Em
seguida, as amostras (60 mg) foram fervidas em tampao de amostra Laemmli por 10
minutos e separadas em eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida a 10% e
transferidas para membrana de difluoreto de polivinilideno de 0,45 mm (Merck-
Millipore, Darmstadt, Alemanha). Para prevenir a ligagdo ndo especifica, o bloqueio
das membranas foi realizado com 0,1% de solugao salina tamponada com tris e tween
20 (TBST, pH 7,6) contendo 5% de leite desnatado durante 30 minutos. Apds lavagem
4 vezes por 10 minutos com 10 mL de TBST, as membranas foram incubadas com
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um anticorpo monoclonal anti-TH de camundongo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
T1299) em uma diluicdo de 1: 2500 durante a noite a 4 °C. O anticorpo secundario
conjugado com peroxidase de raiz forte (HRP- Horseradish peroxidase) anti-IgG de
camundongo (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) foi diluido em leite
desnatado a 5% em solugdo TBST (1: 5000) e incubado por 1 hora sob agitagdo. O
controle de carregamento utilizado foi a-tubulina (Abcam, Cambridge, MA, 1: 5000). A
reacao foi registrada com scanner LI-COR (98-14229, Biosciences, Canada), e a
analise de densitometria foi realizada usando o programa ImagedJ (National Institutes
of Health).

3.2.12 Quantificacdo da expressao de c-Fos e tirosina hidroxilase por
imunohistoquimica

Os animais foram submetidos a perfusao transcardiaca com paraformaldeido
4% sob anestesia profunda com inalagéo de isoflurano no terceiro dia apds a cirurgia
de incisdo ou no décimo quinto dia apdés CION, junto com os respectivos grupos
controle falso-operados. Os cérebros foram submersos em paraformaldeido a 4%
durante a noite e depois transferidos para uma solucédo de sacarose a 30% durante 3
dias. Subsequentemente, um bloco de tecido foi feito com Tissue-Tek em gelo seco e
armazenado a -80 °C. Fatias no NAc de 30 mm foram obtidas com corte em criostato,
em sequéncia foram lavadas 3 vezes com solucdo salina tamponada com fosfato
seguido do bloqueio por 2 horas com uma solu¢do contendo 0,5% de albumina de
soro bovino, 10% de soro de cabra normal e 0,3% de Triton X-100 em solugao salina
tamponada com fosfato. As se¢des foram entdo incubadas com anticorpo primario
anti-TH ou anti-cFos durante a noite a 4 °C e lavadas 3 vezes (mesma solu¢ao acima)
antes da incubagao com anticorpo secundario por 2 horas a temperatura ambiente.
Apos a lavagem 3 vezes em solugao salina tamponada com fosfato, os cortes foram
montados em laminas. Todas as imagens foram capturadas digitalmente com uma
camera de 8 bits, dando assim valores de nivel de cor (intensidade) de 0 a 255. A
imunocoloragao foi visualizada usando uma lente objetiva de abertura numérica 40 x
0,4 em um sistema confocal Zeiss LSM510META, velocidade de execugao 6. ImageJ
(National Institutes of Health) foi usado para quantificar a intensidade de fluorescéncia.
Este protocolo foi adaptado de Huang e colaboradores (HUANG; GADOTTI; CHEN;
SOUZA,; et al., 2019).
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3.2.13 Protocolos experimentais

Experimento 1: Avaliagdo de alteragbes nos componentes sensorial e afetivo da dor

induzida por formalina orofacial

Os animais foram separados aleatoriamente em 2 grupos experimentais, os
animais do grupo controle receberam uma injegdo subcutanea de salina no labio
superior direito e o outro grupo recebeu formalina injetada da mesma maneira.
Imediatamente apds foram colocados nas caixas de observagao para quantificagao
do tempo de grooming bilateral facial concomitante a avaliacdo da emissao de USV,
que neste caso foi de 30 minutos. A determinacao da medida basal de cada animal foi
realizada por duplicata para calculo da média, e nos 4 dias seguintes foi avaliado o
decurso temporal da hiperalgesia ao calor. Grupos independentes de animais foram
submetidos a anadlise da emissdo de USV (durante 10 minutos) seguido
imediatamente do teste LCE, no dia 1 ou no dia 3 apds a injegéo de salina ou formalina
(ESQUEMA 5).

Grooming + USV | iCE | Decurso temporal

| Formalina/ | _@.-—bl Hiperalgesia

| — :
salina ‘ 30 min ; (5 min) (Dial Dia2 Dia3 Diad | a5 calor
Formalina / -—_bl Hiperalgesia |— 5 usv —— LCE
salina | Dial . 30 calor | 4h | {10 min) imediatamente . (5 min}
Formalina / :--—-—# Hiperalgesia | usv :,,_,, l LCE
zalina | Dia3 ao calor 4h | (10 min) |imediatamente | {5 min)

ESQUEMA 5: PROTOCOLOS PARA INVESTIGACAO DAS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS
INDUZIDAS POR FORMALINA OROFACIAL. USV: Vocalizagao ultrassbénica. LCE: Labirinto em cruz
elevado.

Experimento 2: Avaliagdo de alteragées nos componentes sensorial e afetivo da dor

no modelo de dor pos-operatoria

Grupos independentes de ratos foram avaliados em diferentes periodos apds
a incisdao da mucosa oral, para determinar o decurso temporal da hiperalgesia
mecanica (dias 1, 3, 5 e 7) e ao calor, e grooming facial espontaneo (dias 1, 3 e 5). A
resposta basal dos animais ao estimulo mecanico e térmico foi registrada previamente

a cirurgia. O grupo de animais que foi submetido a avaliacdo de grooming espontaneo,
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no periodo da tarde foi submetido ao registro espontaneo de USV nos dias 1, 3 e 5
apods a incisdo. Grupos independentes de animais foram submetidos a avaliacdo do
comportamento do tipo ansioso, no teste LCE, no terceiro dia apds a incisdo da

mucosa oral comparado com o respectivo grupo falso-operado (ESQUEMA 6).

Decursotemporal . Hlperalgesta
Dial Dia3 DIaS Dia7 mecanica

Basal + incisdo
da mucosa oral

Basal + incis3o Decurso temporal [ _ Hiperalgesia ao calor
damucosaoral |Dial Dia3 Dias | ~Grooming (10 min)
- USV (10 min)

Basal + incisao
da mucosa oral

— LCE \
Dia3 (5 min)

ESQUEMA 6: PROTOCOLOS PARA]NVESTIGACAO DAS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS NO
MODELO DE DOR POS-OPERATORIA. USV: Vocalizacdo ultrassonica. LCE: Labirinto em cruz
elevado.

Experimento 3: Efeito da morfina nas alteragcbes sensoriais e afetivas induzidas por
incisdo da mucosa oral

O efeito da morfina na hiperalgesia, dor tdnica, comportamento do tipo ansioso
e USV foi determinado em grupos independentes de animais no terceiro dia apds a
incisdo da mucosa oral. Inicialmente foi determinada a resposta basal aos estimulos
mecanico e térmico. Em seguida, grupos independentes de animais foram submetidos
a incisdao da mucosa oral ou falso-operado, e no terceiro dia foi avaliado o efeito
analgésico da morfina, como controle positivo, na hiperalgesia ao calor ou mecéanica.
Esse teste permitiu identificar o pico analgésico para, desta maneira, estipular o tempo
de condicionamento no teste do CPP. O teste de CPP foi realizado em um grupo
independente de animais no modelo de dor pds-operatdria e teve inicio no dia 1 apos
a cirurgia com o pré-condicionamento, seguido no dia seguinte pelo condicionamento
com morfina e teste no terceiro dia apds a cirurgia. O efeito da morfina também foi
avaliado na emissao de USV seguido do LCE em grupos independentes de animais
(ESQUEMA 7).
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ESQUEMA 7: PROTOCOLOS DE INVESTIGAGAO DO EFEITO DA MORFINA NAS ALTERACOES
SENSORIAIS E AFETIVAS NO MODELO DE DOR POS-OPERATORIA. Vocalizagédo ultrassénica
(USV). Labirinto em cruz elevado (LCE).

Experimento 4: Avaliagdo de alteragbes nos componentes sensorial e afetivo da dor

induzida por constrigdo do nervo infraorbital.

No décimo quinto dia apdés a CION, foi constatado em ratos do grupo falso-
operado e CION a presencga de hiperalgesia mecanica, e as altera¢gdes na emissao de
USV seguido do comportamento do tipo ansioso. A medida basal para determinar o

limiar mecanico foi realizada previamente a cirurgia (ESQUEMA 8).

‘ e S usv LCE
\ Basal + CION | Toas ' Hiperalgesia mecanica Zh (10 min) 1 imediatamente | (5 min)

ESQUEMA 8: PROTOCOLO PARA INVESTIGACAO DAS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS NO
MODELO DE DOR NEUROPATICA TRIGEMINAL. Vocalizagdo ultrassénica (USV). Labirinto em cruz
elevado (LCE).

Experimento 5: Avaliagdo da participacdo da dopamina em modelos de dor orofacial

Com o intuito de identificar o envolvimento do sistema motivacional, foi
investigado o efeito da anfetamina na emissdo de USV uma vez instaurada a

nocicepgao tanto no terceiro dia apds a incisdo da mucosa oral como no décimo quinto
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dia apds a CION. No dia 3 apds a incisdo da mucosa oral e no dia 15 apds a CION,
foram coletados os cérebros dos animais e seus respectivos animais controle, a fim
de quantificar a expressdo de TH no NAc, e assim identificar possiveis alteracbes na
funcado dopaminérgica mesolimbica em animais com dor persistente. Para isto, foram
utilizadas as técnicas de RT-PCR, Western blot e imunohistoquimica, em grupos
independentes de animais (ESQUEMA 9).

| (TJ

‘ Incisdo da mucosa oral / CION | B!

Dia 3/Dia 15 (10 min)
%

Salina/ Anfetamina, s.c.

1

‘ Incisdo da mucosa oral / CION |

N | Coleta de tecido ‘ Expressdo de TH
Dia3/Dial5s | cerebral (RT-PCR; WB; IHQ)

¢

v 5
eutanasia

ESQUEMA 9: PROTOCOLOS DE INVESTIGACAO DA PARTICIPACAO DA DOPAMINA EM
MODELOS DE DOR OROFACIAL: Vocalizagéo ultrassonica (USV). Constrigdo do nervo infraorbital
(CION). Tirosina hidroxilase (TH). Reagao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). Western
blot (WB). Imunohistoquimica (IHQ).

Experimento 6: Identificacdo de areas cerebrais ativadas em modelos de dor orofacial

Considerando que no terceiro dia apds a cirurgia de incisdo da mucosa oral e
no décimo quinto dia apds a CION, os animais apresentaram hiperalgesia persistente
e dor tdnica, foi determinada a ativagao neuronal, mediante a expressao de c-Fos por
imunohistoquimica, em diversas areas cerebrais (i.e. CPF, Ace, ABL, NAc, PAG e Vc)

relevantes no processamento de dor (ESQUEMA 10).

- ' Coleta de tecido , E] =
Incisdo da mucosa oral / CION ] ’ ]—b’ EXPFESSHO de G:H0S

| Dia 3/ Dia 15"1, 2h fr cerebral (IHQ)

Estimulagdo térmica / mecénica eutanasia

ESQUEMA 10: PROTOCOLO DE INVESTIGAGAO DA ATIVIDADE NEURONAL EM MODELOS DE
DOR OROFACIAL. Constricao do nervo infraorbital (CION). Imunohistoquimica (IHQ).
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3.2.14 Analise estatistica e apresentacio de resultados

A analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida do teste post hoc de
Bonferroni foi realizada para analise os testes de USV e CPP; ANOVA de duas vias
com medidas repetidas seguida pelo teste post hoc de Bonferroni foi usada para
analisar o decurso temporal de grooming e hiperalgesia aos estimulos térmicos e
mecanico, bem como para os dados individuais de CPP segundo a condigao (i.e. falso-
operado/operado), e/ou tratamento (solugao salina/morfina) e/ou tempo, como fatores
independentes. As analises do comportamento do tipo ansioso, RT-PCR, Western blot
e intensidade da imunofluorescéncia foram realizadas usando o teste t de Student
bicaudal ndo pareado ou ANOVA de uma via seguido do teste de post hoc Bonferroni.
Todos os dados foram expressos como média + e.p.m., e os resultados foram
considerados estatisticamente significativos se P < 0,05. GraphPad Prism versao 6
para Windows foi usado para analise estatistica dos dados (GraphPad Software, San
Diego, CA).
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4 RESULTADOS

41 AVALIACAO DOS COMPONENTES SENSORIAL E AFETIVO DA DOR APOS
INJECAO DE FORMALINA OROFACIAL

A administragao de formalina (2,5 %/50 uL) no labio superior direito dos animais
provocou uma resposta comportamental bifasica classica observada pelo
comportamento de grooming facial (Figura 1A), correspondendo a primeira fase de 0-
3 minutos e a segunda fase de 12-27 minutos (Figura 1B) imediatamente apds a
injecdo. A administragdo de salina (50 pL) ndo induziu aumento significativo do

comportamento de grooming.

A laténcia para a resposta ao estimulo por calor foi determinada previamente
(i.e. resposta basal) a administracdo de formalina ou salina, a qual se mostrou
semelhante em ambos grupos. A administragcado de salina no Iabio superior n&o alterou
o limiar nociceptivo dos animais quando expostos ao calor radiante no decorrer dos 5
dias de observagao, entretanto a injecdo de formalina promoveu uma reducéo da
laténcia para resposta durante os 3 primeiros dias subsequentes a administragcéao
(Figura 2).

A avaliacdo da emissao de USV apds a administragao de salina ou formalina
demonstrou que os ratos do grupo controle emitiram USV do tipo flat principalmente,
algumas USV de FM e raramente emitiram USV de 22 kHz. No entanto, a
administracao de formalina induziu um aumento significativo de emissdes em 22 kHz.
Por outro lado, ndo houve diferengas significativas no numero total, bem como nos
subtipos emitidos de 50 kHz pelos dois grupos experimentais (Figura 3A). As emissdes
um dia apds a injecdo, no qual os animais de ambos 0s grupos experimentais emitiram
USV de 50 kHz, ndo apresentaram diferengas significativas no numero total e nos
subtipos (Figura 3B). No terceiro dia apds a inje¢ao, ndo houve emissao de 22 kHz;
no entanto, o grupo tratado com formalina demonstrou uma importante redugdo no
numero total de USV, e especificamente do subtipo flat (Figura 3C) ao ser comparado

com o grupo tratado com salina.

A analise do comportamento do tipo ansioso no teste do LCE apds a injecao de
salina ou formalina no labio superior ndo apresentou diferenca significativa logo apos
a administracdo. Ambos os grupos apresentaram porcentagem de tempo de

permanéncia (Figura 4A) e numero de entradas (Figura 4B) nos bragos abertos
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semelhantes. Apos 24 horas da administragdo, ambos 0s grupos experimentais ndo
apresentaram alteragdo significativa da porcentagem do tempo de permanéncia
(Figura 4D) e do numero de entradas (Figura 4E) nos bragos abertos do LCE. No
terceiro dia ap6s a injecao de salina ou formalina, os animais tratados com formalina
demonstraram uma importante redugdo da porcentagem do tempo de permanéncia
(Figura 4G) e do numero de entradas (Figura 4H) nos bragos abertos do LCE
comparado aos ratos tratados com salina. Por outro lado, a determinacéo da atividade
locomotora pelo numero de entradas nos bragos fechados n&o evidenciou diferenga

significativa nos dois grupos experimentais (Figura 4C, 4F e 4l).
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FIGURA 1: COMPORTAMENTO NOCICEPTIVO IMEDIATO INDUZIDO POR FORMALINA
OROFACIAL. A injecao subcutanea no labio superior direito de salina (50 uL) ou formalina (2,5 %/50
pL) foi realizada imediatamente antes da avaliagdo comportamental. (A) Comportamento de grooming
facial avaliado durante 30 minutos, em periodos consecutivos de 3 minutos cada. (B) Grooming facial
cumulativo na fase 1 (0-3 minutos) e na fase 2 (12-27 minutos). Os valores representam a média +
e.p.m. de 8 animais. * indica P<0,05, versus grupo falso-operado (ANOVA de duas vias seguida do
teste de post hoc de Bonferroni, painel A; Teste t de Student bicaudal ndo pareado, painel B).
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FIGURA 2: DECURSO TEMPORAL DA HIPERALGESIA AO CALOR APOS FORMALINA
OROFACIAL. A avaliagdo da laténcia para resposta a aplicagdo do estimulo térmico em diferentes
periodos apds a injecdo no labio superior direito de salina (50 pL, s.c.) ou formalina (2,5 %/ 50 pL, s.c.)
ocorreu antes da administracdo (basal, BL) e nos 4 dias consequentes (D1-D4). A seta indica o
tratamento com formalina. Os valores representam a média + e.p.m. de 7-8 animais. * indica P<0,05,
versus grupo salina (ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida do teste de post hoc de
Bonferroni). A seta indica o momento da administracdo da formalina.
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FIGURA 3: CARACTERIZAGCAO DA EMISSAO DAS VOCALIZACOES ULTRASSONICAS APOS
FORMALINA OROFACIAL. A quantificacdo das vocalizagbes ultrassbnicas (USV) emitidas
espontaneamente foi determinada em diferentes periodos de tempo apd6s a administragédo de salina (50
pL, s.c.) ou formalina (2,5 %/ 50 pL, s.c.) no labio superior direito. (A) Avaliacdo das emissdes
imediatamente, (B) um dia e (C) trés dias ap6s a administragdo. O tempo de avalia¢ao foi de 30 minutos
(A) e 10 minutos (B e C). Os valores representam a média + e.p.m. de 8 animais. * indica P<0,05,
versus grupo salina (ANOVA de duas vias seguida do teste de post hoc de Bonferroni).
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FIGURA 4. COMPORTAMENTO DO TIPO ANSIOSO EM DIFERENTES PERIODOS APOS A
FORMALINA OROFACIAL. O comportamento do tipo ansioso foi avaliado no teste do labirinto em cruz
elevado (LCE) em diferentes periodos de tempo apdés a administragdo de salina (50 pL, s.c.) ou
formalina (2,5 %/ 50 pL, s.c.) no labio superior direito. O tempo de avaliacdo foi de 5 minutos
imediatamente apds a colocacédo do animal no centro do LCE. (A, D e G) Porcentagem do tempo de
permanéncia nos bracos abertos. (B, E e H) Porcentagem do numero de entradas nos bragos abertos
do LCE. (C, F e I) Numero de entradas nos bragos fechados do LCE para avaliacdo da atividade
locomotora. Todos os pardmetros foram registrados no periodo imediato (A, Be C),dia1 (D,EeF)e
dia 3 (G, H e |) apdés a administracdo da formalina. Os valores representam a média £ e.p.m. de 8
animais. * indica P<0,05, versus grupo salina (Teste t de Student bicaudal ndo pareado).
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4.2 CARACTERIZACAO DAS ALTERACOES SENSORIAIS E AFETIVAS NO
MODELO DE DOR INCISIONAL POS OPERATORIA

A dor pos-operatoria orofacial, promovida através da incisdo da mucosa oral
direita dos animais promoveu diversas alteragdbes nos componentes sensoriais e
comportamentos afetivos associados a essa condicdo. E oportuno destacar
inicialmente que animais do grupo falso-operado nao apresentaram alteragdes
significativas em nenhum dos parametros avaliados (Figuras 5, 6 e 7).

Uma alteracao sensorial observada apos a incisao intraoral foi a hiperalgesia a
estimulos mecanicos e térmicos, com mudanga significativa da resposta a partir do
primeiro dia apods a incisdo. Com relagao a estimulagdo mecanica, os animais do grupo
falso-operado mantiveram o limiar mecanico constante ao longo dos 7 dias avaliados,
entretanto a incisdo na mucosa oral induziu uma redu¢ado do mesmo nos dias 1, 3e 5
apos a cirurgia, ou seja hiperalgesia mecanica (Figura 5A). Com relagéo a estimulagao
térmica ao calor, os animais do grupo falso-operado ndo sofreram alteragdo na
laténcia para a resposta frente ao calor nocivo durante os 5 dias avaliados, enquanto
que o grupo operado mostrou uma diminuicdo da resposta nos dias 1 e 3 apos a
incisdo, ou seja hiperalgesia ao calor (Figura 5B). A incisdo da mucosa oral também
induziu o aumento do grooming facial, uma alteracdo sensorial sem estimulagao
aguda adicional sugestiva de comportamento nociceptivo espontaneo. Esse
comportamento foi avaliado no dia 0 (i.e. medida basal), € nos dias 1, 3 e 5 apds
incisdo intraoral, sendo que o grupo que foi submetido a incis&o intraoral apresentou
um aumento significativo da resposta apenas no dia 3 apds a cirurgia quando
comparado com o grupo falso-operado (Figura 5C).

A analise da emissdao de USV revelou que no primeiro dia apds a incisao
intraoral os ratos do grupo controle emitiram apenas vocalizagbes de 50 kHz.
Entretanto, os ratos do grupo operado apresentaram uma redugao na emissao do
numero total de 50 kHz, bem como foram observadas algumas USV de 22 kHz, sem
diferencga estatistica com o grupo falso-operado (Figura 6A). Da mesma forma, no
terceiro dia apds a cirurgia, os animais operados apresentaram uma redugao das USV
de 50 kHz totais e do subtipo flat, sem emissao de 22 kHz (Figura 6B). Diferentemente,
no quinto dia apds a incisdo as USV observadas foram semelhantes em ambos os
grupos experimentais (Figura 6C).
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Outro parametro associado a dor afetiva avaliado foi o comportamento do tipo
ansioso. No terceiro dia apds a incisao intraoral, os ratos operados apresentaram uma
reducao da porcentagem do tempo permanecido nos bragos abertos (Figura 7A), bem
como do numero de entradas nos bragos abertos (Figura 7B) do LCE. A atividade
locomotora foi determinada pelo numero de entradas nos bragos fechados do LCE, e
os resultados mostraram que n&o houve diferengas significativas entre os grupos
(Figura 7C).

Tendo em vista os resultados descritos acima, foi estabelecido o dia 3 apds a

incisao para a realizacao dos experimentos subsequentes.
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FIGURA 5: DECURSO TEMPORAL DE ALTERACOES SENSORIAIS APOS INCISAO DA MUCOSA
ORAL. As avaliagdes da resposta a estimulagdo mecéanica e térmica por calor, bem como do grooming
facial espontaneo foram realizadas antes (basal, BL) e nos dias consecutivos e alternados (D1, D3, D5
e D7) ap6s a incisdo da mucosa oral ou falso-operado. (A) Decurso temporal da avaliagao do limiar
mecanico frente a aplicacdo do lado ipsilateral dos filamentos de Von Frey. (B) Decurso temporal da
avaliagao da laténcia para resposta apds a aproximagao do lado ipsilateral de uma fonte de calor
radiante. (C) Decurso temporal da avaliagdo do comportamento de grooming espontaneo. Os valores
representam a média + e.p.m. de 9-12 animais. * indica P<0,05, versus grupo falso-operado (ANOVA
de duas vias para medidas repetidas seguida do teste de post hoc de Bonferroni. A seta indica o
momento da incisdo da mucosa oral.
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FIGURA 6: CARACTERIZACAO DA EMISSAO DAS VOCALIZACOES ULTRASSONICAS APOS
INCISAO DA MUCOSA ORAL. A quantificagdo das vocalizagbes ultrassénicas (USV) emitidas
espontaneamente foi determinada em dias consecutivos e alternados apds a incisao da mucosa oral
ou falso-operado. (A) Um dia, (B) trés dias e (C) cinco dias apés cirurgia. O tempo de avaliagéo foi de
10 minutos imediatamente apds colocagao do animal na caixa de gravacao. Os valores representam a
média + e.p.m. de 6-8 animais. * indica P<0,05, versus grupo falso-operado (ANOVA de duas vias
seguida do teste de post hoc Bonferroni).
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FIGURA 7: COMPORTAMENTO DO TIPO ANSIOSO APOS INCISAO DA MUCOSA ORAL. O
comportamento do tipo ansioso foi avaliado no teste do labirinto em cruz elevado (LCE) no terceiro dia
apos a incisdo da mucosa oral ou falso-operado. O tempo de avaliagéo foi de 5 minutos imediatamente
apos a colocagdo do animal no centro do LCE. (A) Porcentagem do tempo de permanéncia. (B)
Porcentagem do numero de entradas nos bragos abertos do LCE. (C) Numero de entradas nos bragos
fechados do LCE para avaliagéo da atividade locomotora. Os valores representam a média + e.p.m. de
10 animais. * indica P<0,05, versus grupo falso-operado (Teste t de Student bicaudal ndo pareado).
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4.3 EFEITO DA MORFINA NAS ALTERACOES SENSORIAIS E AFETIVAS NO
MODELO DE DOR POS-OPERATORIA

Todas as avaliagdes foram realizadas no terceiro dia apds a incisdo da mucosa
oral. E pertinente ressaltar que os animais do grupo falso-operado e o veiculo utilizado
(salina 1 mL/Kg; s.c.), ndo apresentaram alteragdes significativas em nenhuma das
respostas comportamentais avaliadas (Figuras 8, 9, 10 e 11).

Com relagdo ao estimulo térmico por calor, os ratos do grupo falso-operado
apresentaram uma laténcia para a resposta estavel na exposi¢cao ao calor, no entanto
0s animais operados demonstraram uma redugdo na resposta que permaneceu
durante as 6 horas avaliadas no tratamento com salina (1 mL/Kg; s.c.). Por outro lado,
o pré-tratamento com morfina (2,5 mg/Kg; s.c.) foi capaz de aumentar a laténcia de
resposta a estimulagdo térmica aos 30 minutos e permaneceu aumentada
significativamente durante 1 hora ap6s a injecao (Figura 8A). Da mesma forma, na
estimulacdo mecanica os animais do grupo falso-operado apresentaram elevado
limiar de resposta ao estimulo mecanico que foi significativamente diminuido no grupo
incisao tratado com salina, contudo o pré-tratamento com morfina incrementou o limiar
mecanico aos 30 minutos e permaneceu significativamente elevado durante 1 hora
apos a injecao (Figura 8B).

O teste de CPP permitiu verificar a presenca de dor espontadnea no modelo de
dor pés-operatéria através do tratamento sistémico com morfina (2,5 mg/Kg; s.c.; 30
min). Para isto, com base nos experimentos anteriores, foi definido o inicio do
pareamento com morfina apés 30 minutos da administragdo. Cabe destacar que os
animais de ambos os grupos apresentaram tempo similar de permanéncia inicial nas
duas cameras do aparato, indicando a inexisténcia de preferéncia prévia (i.e. na
medida basal; Figura 9B). Apos o condicionamento com morfina, os animais do grupo
submetido a incisdo apresentaram aumento do tempo de permanéncia na camara
pareada com a droga no dia do teste em comparagdo com o dia do pré-
condicionamento (Figura 9A). Adicionalmente, os animais que sofreram cirurgia de
incisao intraoral apresentaram um incremento do tempo de permanéncia na camara
pareada com morfina em relagdo a camara pareada com salina (Figura 9B). E
importante ressaltar que os animais do grupo falso-operado nao apresentaram

diferencas significativas, no tempo dispendido na camara (Figuras 9A e 9B).



61

Outro parametro avaliado foi o comportamento do tipo ansioso, comportamento
este associado a dor afetiva. Os animais operados apresentaram uma redug¢ao da
porcentagem do tempo de permanéncia (Figura 10A) e do numero de entradas (Figura
10B) nos bragos abertos do LCE quando comparados com os animais falso-operado,
indicando a presenga do comportamento do tipo ansioso 3 dias apos incisdo da
mucosa oral. O tratamento com morfina (2,5 mg/Kg; s.c.) promoveu um aumento
significativo da porcentagem tempo permanecido nos bragos abertos (Figura 10A), no
entanto ndo alterou a porcentagem do numero de entradas nos bragos abertos do
LCE. A atividade locomotora, avaliada pelo numero de entradas nos bracos fechados
do LCE, foi similar nos grupos falso-operado e incisdo, e adicionalmente, o tratamento
com morfina nao promoveu alteracao da atividade locomotora (Figura 10C).

Outro comportamento associado a dor afetiva que foi avaliado foram as
vocalizagdes ultrassénicas. No tratamento com salina (1 mL/Kg; s.c.) os animais falso-
operado emitiram USV de 50 kHz, especialmente do tipo flat, entretanto a inciséo
produziu uma reducdo no total de 50 kHz e das flat (Figura 11). O tratamento com
morfina (2,5 mg/Kg; s.c.) promoveu uma importante redu¢ao das USV tanto no grupo
falso-operado quanto no grupo operado, apesar disso, ndo alterou significativamente

os subtipos de 50 kHz emitidos (Figura 11).
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FIGURA 8: EFEITO DA MORFINA NA HIPERALGESIA TERMICA E MECANICA APOS INCISAO DA
MUCOSA ORAL. A medida basal (BL) ao estimulo térmico ou mecénico foi determinada antes da
incisdo da mucosa oral ou falso-operado. No terceiro dia apds a cirurgia foi comprovado o
desenvolvimento de hiperalgesia (tempo 0) e seguidamente foi administrada salina (1 mL/Kg; s.c.) ou
morfina (2,5 mg/Kg; s.c.) para avaliagéo do efeito antinociceptivo. (A) Decurso temporal da avaliagdo
da laténcia para resposta apos a aproximagao do lado ipsilateral de uma fonte de calor radiante. (B)
Decurso temporal da avaliagédo do limiar mecénico frente a aplicagao do lado ipsilateral dos filamentos
de Von Frey. Os valores representam a média £ e.p.m. de 7 animais. * indica P<0,05, versus grupo
falso-operado (ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida do teste de post hoc de
Bonferroni). A seta indica o momento da incis&o intraoral.



63

A & Pré-condicionamento
Pés-condicionamento
*
500 - '
< 400+ L T
©
£
£ 300+
(6]
€ 200
o
&
S 1004
'_ 1
0- tulmieshulonlioy
Falso-operado Inciséo
B &H Pareamento com salina
Pareamento com morfina
*
500- !
< 400- T o
o
g -
£ 300~
(8]
€ 200+ —
(@)
3
S 100+
|_
0-
Basal Falso-operado Incisao

FIGURA 9: TESTE DE PREFERENCIA CONDICIONADA AO LUGAR APOS INCISAO DA MUCOSA
ORAL. No dia seguinte a incis&o intraoral ou falso-operado, os animais foram submetidos ao teste de
preferéncia condicionada ao lugar (CPP). No dia 1 apés a cirurgia foi realizado o pré-condicionamento
para determinacdo da medida basal, no dia 2 foi realizado o pareamento com salina (1 mL/Kg; s.c.; 30
minutos) de manha e morfina (2,5 mg/Kg; s.c.; 30 minutos) a tarde, e no dia 3 foi realizado o teste. (A)
Avaliagédo do tempo de permanéncia apresentado na mesma camara antes e apés o pareamento com
morfina. (B) Tempo de permanéncia apresentado por grupo experimental antes (basal) e apoés o
pareamento. Os valores representam a média + e.p.m. de 13-16 animais. * indica P<0,05, versus grupo
falso-operado (ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida do teste de post hoc de
Bonferroni).
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FIGURA 10: EFEITO DA MORFINA NO COMPORTAMENTO DO TIPO ANSIOSO APOS INCISAO DA
MUCOSA ORAL. O comportamento do tipo ansioso foi avaliado no teste do labirinto em cruz elevado
(LCE) no terceiro dia apds a incisdo da mucosa oral ou falso-operado. O tempo de avaliagao iniciou 30
minutos ap6s a administragédo de salina (1 mL/Kg; s.c.) ou morfina (2.5 mg/Kg; s.c.) com duragao de 5
minutos. (A) Porcentagem do tempo de permanéncia. (B) Porcentagem do numero de entradas nos
bragos abertos do LCE. (C) Numero de entradas nos bragos fechados do LCE para avaliagdo da

.o JORT] . . * . .
atividade locomotora. Os valores representam a média £ e.p.m. de 8 animais. = indica P<0,05, versus

grupo falso-operado, e #indica P < 0,05 versus o grupo falso-operado tratado com morfina (ANOVA de
uma via seguida do teste de post hoc de Bonferroni).
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FIGURA 11: EFEITO DA MORFINA NAS VOCALIZACOES ULTRASSONICAS APOS INCISAO DE
MUCOSA ORAL. A quantificagdo das vocalizagbes ultrassdnicas (USV) emitidas espontaneamente
apos a administragao de salina (1 mL/Kg, s.c.) ou morfina (2,5 mg/Kg, s.c.) foi determinada no terceiro
dia ap6s a incisdo de mucosa oral ou grupo falso-operado. O inicio do teste comegou apds 15 minutos
da administragédo da droga e o tempo de avaliagdo foi de 10 minutos. Os valores representam a média
+ e.p.m. de 8 animais. * indica P<0,05, versus grupo falso-operado tratado com salina (ANOVA de duas
vias para medidas repetidas seguida do teste de post hoc de Bonferroni).
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4.4 AVALIACAO DA PARTICIPACAO DOPAMINERGICA MESOLIMBICA NO
MODELO DE DOR OROFACIAL POS-OPERATORIA

As avaliagbes foram realizadas no terceiro dia apds a incisdo da mucosa oral.
Os animais falso-operados (salina 1 mg/Kg; s.c.) emitiram USV de 50 kHz e
especialmente do tipo flat, no entanto, a incisao intraoral produziu uma reducao do
numero total de 50 kHz e das flat. Por outro lado, o tratamento com anfetamina (1
mg/Kg; s.c.; ANF) promoveu um importante aumento das USV no grupo operado
quando comparado com os grupos falso-operado e incisdo tratados com salina, no
entanto ndo houve alteracdo nos subtipos de 50 kHz observados (Figura 12A).
Adicionalmente, a porcentagem dos subtipos emitidos apdés administragdo da
anfetamina no terceiro dia apds a incisdo da mucosa oral também foram apresentados
através do grafico circular (Figura 12B). Os animais de grupo falso-operado e tratados
com veiculo (salina 1 mL/Kg; s.c.), ndo apresentaram alteragdes significativas nas

respostas comportamentais avaliadas (Figuras 12).

Para avaliacdo indireta da atividade dopaminérgica no NAc, a expressao da TH
foi determinada, através de 3 técnicas diferentes. Inicialmente foi utilizada a técnica
de RT-PCR em tempo real, na qual a expressdo de RNA mensageiro da enzima TH,
através da estimacado da diferenca do Ct, foi semelhante em ambos os grupos
experimentais (Figura 13B). Outra técnica utilizada foi o Western Blot, que revelou
uma reducgao da expressao proteica da TH no NAc dos animais que sofreram a inciséo
em comparagdo com o0s animais do grupo falso-operado (Figura 14A e 14B).
Finalmente, a expressdo da TH foi determinada através da técnica de
imunohistoquimica, na qual foi quantificada a intensidade de fluorescéncia da
imunocoloragao referente as fibras dopaminérgicas expressas no NAc shell. O
resultado revelou uma redugédo da imunofluorescéncia do grupo incisao quando

comparado com o grupo controle (Figura 15A e 15B).
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FIGURA 12: EFEITO DA ANFETAMINA NAS VOCALIZACOES ULTRASSONICAS APOS INCISAO
DE MUCOSA ORAL. A quantificagcdo das vocalizagdes ultrassonicas (USV) emitidas espontaneamente
apos a administragao de salina (1 mL/Kg, s.c.) ou anfetamina (1 mg/Kg; s.c.; ANF.) foi determinada no
terceiro dia apds a incisdo de mucosa oral ou falso-operado. O inicio do teste comegou apds 15 minutos
da administragéo da droga e o tempo de avaliagéo foi de 10 minutos. (A) Numero de USV emitidas. (B)
Porcentagem dos subtipos dos subtipos de USV de 50 kHz emitidos, sendo a totalizagdo apresentada
abaixo de cada grafico. Os valores representam a média + e.p.m. de 9-10 animais. * indica P<0,05,
versus grupo falso-operado tratado com salina, e # indica P < 0,05, versus grupo incisdo tratado com
salina (ANOVA de duas vias seguida do teste de post hoc de Bonferroni).

Total=390.1
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FIGURA 13: REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT-PCR) PARA TIROSINA
HIDROXILASE APOS INCISAO DA MUCOSA ORAL. Os ntcleos accumbens (NAc) de animais no
terceiro dia apoés incisdo da mucosa oral ou falso-operado, foram removidos e processados para RT-
PCR. A expressdo de tirosina hidroxilase (TH) foi determinada pela quantificagdo do seu RNA
mensageiro. (A) Imagem ilustrativa do tecido coletado ipsi e contralateral do nicleo accumbens (NAc).
(B) Diferenca do ciclo de limiar (Ct) de RNA mensageiro da TH expresso no NAc. Os valores

representam a média + e.p.m. de 4 animais. Nao foi detectada diferenga significante entre os dois
grupos (Teste t de Student bicaudal ndo pareado; P > 0,05).
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FIGURA 14: NIVEIS DE EXPRESSAO DE TIROSINA HIDROXILASE NO NUCLEO ACCUMBENS
APOS INCISAO DA MUCOSA ORAL. Os nucleos accumbens (NAc) de animais no terceiro dia apés
incisdo da mucosa oral ou falso-operado, foram removidos e processados para Western Blot. (A)
Imagem demonstrativa da transferéncia da corrida do gel por eletroforese. (B) Niveis de expresséo de
tirosina hidroxilase (TH) em relacdo ao controle (a-tubulina) nos NAc processados. A quantificacdo da
intensidade dos sinais das bandas foi determinada por densitometria utilizando o software Image J. Os
valores representam a média = e.p.m. de 8 animais. * indica P<0,05, versus grupo falso-operado (Teste

t de Student bicaudal ndo pareado).
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FIGURA 15: EXPRESSAO DE TIROSINA HIDROXILASE EM FIBRAS DOPAMINERGICAS NO
NUCLEO ACCUMBENS APOS INCISAO DA MUCOSA ORAL. Os nucleos accumbens (NAc) de
animais no terceiro dia apds incisdo da mucosa oral ou falso-operado, foram removidos e processados
para imunohistoquimica. As imagens foram visualizadas por microscopia confocal. (A) Visualizagédo de
uma imagem ilustrativa do NAc shell do lado ipsilateral de um animal de grupo falso-operado e do grupo
incisdo. (B). Intensidade de fluorescéncia da tirosina hidroxilase (TH) expressa nas fibras
dopaminérgicas. Os valores representam a média + e.p.m. de 7-8 animais. * indica P<0,05, versus
grupo falso-operado (Teste t de Student bicaudal ndo pareado). A quantificagdo da intensidade da
fluorescéncia foi determinada utilizando o software Image J. Aumento de 40x e escala 100 pym.
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45 AVALIACAO DA ATIVIDADE NEURONAL EM AREAS CEREBRAIS
IMPLICADAS NO PROCESSAMENTO DE DOR ASSOCIADA A INCISAO DA
MUCOSA ORAL

A determinacdo da expressdo de c-Fos por imunohistoquimica serviu para
identificar as alteragdes na ativagdo neuronal nas areas cerebrais selecionadas
associadas a dor orofacial apds a incisdo da mucosa oral. E relevante ressaltar que
todos os animais, incluindo os do grupo falso-operado, foram estimulados com calor
nocivo na regido da area de insergao das vibrissas no terceiro dia apds a incisdo da
mucosa oral, entre 1 e 2 horas antes da coleta do tecido.

Os animais do grupo falso-operado apresentaram baixa ativagao de neurdnios
que expressam a proteina c-Fos tanto do lado ipsi quanto contralateral em todas as
areas centrais avaliadas. No entanto, os animais operados demonstraram uma maior
ativacao desses neurdnios de forma ipsilateral no cortex pré-frontal medial (Figura 16A
e 17A; CPFm), no nucleo accumbens shell (Figura 16A, 17B e 18; NAc shell), na
amigdala basolateral (Figura 16C e 17 C; BLA), na amigdala central (Figura 16D e
17D; ACe), na substancia cinzenta periaqueductal ventromedial (Figura 16E e 17E;
PAG), e no subnucleo caudal do trigémeo (Figura 16F e 17F; VVc). Apenas nesta ultima
area o aumento da atividade neuronal foi observado ipsi e contralateralmente.

Adicionalmente, na figura 18 se pode observar que a imunocoloragao conjunta
no NAc de animais no terceiro dia apds a incisao intraoral ou falso-operado, da
expressao de c-Fos e TH. Enquanto que as amostras de tecido dos ratos falso-
operado apresentaram baixa ativacdo neuronal e alta expressdo de TH, as dos
animais do grupo incisdo demonstraram alta ativagdo neuronal e baixa expressao de

fibras dopaminérgicas TH-positivas.
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FIGURA 16: EXPRESSAO DE c-Fos EM AREAS CEREBRAIS IMPLICADAS NO PROCESSAMENTO
DE DOR APOS INCISAO DA MUCOSA ORAL. As areas cerebrais de animais no terceiro dia ap6s
incisdo da mucosa oral ou falso-operado, as quais incluem o cértex pré-frontal medial (A; mPFC),
nucleo accumbens shell (B; NAc shell), amigdala basolateral (C; BLA), amigdala central (D; ACe),
substancia cinzenta periaqueductal (E; PAG), e subnucleo caudal do trigémeo (F; Vc¢), foram removidas
e processadas para imunohistoquimica. Os valores representam a média + e.p.m. de 4 animais. * indica
P<0,05, versus grupo falso-operado (ANOVA de uma via seguida do teste de post hoc de Bonferroni).
A quantificagdo dos nulcleos neuronais que expressam c-Fos foram determinados utilizando o software

Image J.
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FIGURA 17: IMAGEM ILUSTRATIVA DA EXPRESSAOQ DE c-Fos IPSILATERAL NO TERCEIRO DIA
APOS INCISAO DA MUCOSA ORAL. As areas cerebrais de animais no terceiro dia apds incisdo da
mucosa oral ou falso-operado, as quais incluem o coértex pré-frontal medial (A; mPFC), nucleo
accumbens shell (B; NAc shell), amigdala basolateral (C; BLA), amigdala central (D; CeA), substancia
cinzenta periaqueductal (E; PAG), e subnucleo caudal do trigémeo (F; Vc), foram removidas e
processadas para imunohistoquimica. As imagens da expressao de c-Fos nos nucleos neuronais foram
visualizados do lado ipsilateral com microscopia confocal. Aumento de 40x e escala de 100 um.
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FIGURA 18: IMUNOCOLORACAO CONJUNTA DA EXPRESSAO DE c-Fos E TIROSINA
HIDROXILASE NO NUCLEO ACCUMBENS APOS INCISAO DA MUCOSA ORAL. Os nucleos
accumbens (NAc) de animais no terceiro dia ap0s incisao da mucosa oral ou falso-operado, foram
removidos e processados para imunohistoquimica. As imagens ilustram a imunocoloragao dos nucleos
neuronais do NAc do lado ipsilateral que expressam c-Fos (verde) e das fibras dopaminérgicas que
expressam tirosina hidroxilase (vermelho) em animais falso-operado (A) e incisdo (B) foram
visualizados com microscopia confocal. Aumento de 40x e escala de 100 um.



75

46 CARACTERIZACAO DAS ALTERACOES SENSORIAIS E AFETIVAS NO
MODELO DE DOR NEUROPATICA TRIGEMINAL

A CION resultou em diversas mudangas nos componentes sensoriais e afetivos
da dor. E pertinente destacar que os animais do grupo falso-operado n&o
apresentaram alteragdes significativas em nenhum dos parémetros avaliados (Figuras
19, 20 e 21) e que todos os testes experimentais foram avaliados no décimo quinto
dia apos a CION.

Na avaliagcao da reatividade a estimulagcdo mecanica, foi observado que a
medida basal da resposta foi similar nos grupos falso-operado e constrito, entretanto
no décimo quinto dia apds a CION houve uma alteracdo sensorial observada pela
diminui¢ao do limiar mecanico em comparagao com 0s animais controle, indicativa de

hiperalgesia mecéanica (Figura 19).

Com relacao aos parametros afetivos, os dados mostram que animais
constritos apresentaram uma reducdo da porcentagem do tempo de permanéncia
(Figura 20A) e do numero de entradas (Figura 20B) nos bragos abertos do LCE
quando comparados com os animais do grupo falso-operado, indicando a presenca
do comportamento do tipo ansioso 15 dias apds a CION. Por outro lado, o numero de
entradas nos bragos fechados do LCE foi semelhante em ambos os grupos, indicando

auséncia de alteracdo da atividade locomotora (Figura 20C).

Outra modificagdo do comportamento associado a dor afetiva apés CION foi a
quantificacdo de USV. Todos os animais vocalizaram apenas USV de 50 kHz, e
primordialmente do subtipo flat. Os animais constritos demonstraram uma importante
reducao do numero total de emissdes na frequéncia de 50 kHz, especialmente do
subtipo flat (Figura 21).
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FIGURA 19: HIPERALGESIA MECANICA APOS CONSTRICAO DO NERVO INFRAORBITAL. A
medida basal (BL) ao estimulo mecénico foi determinada antes da constricdo do nervo infraorbital
(CION) ou falso-operado. No décimo quinto dia (D15) apds a cirurgia foi comprovado o desenvolvimento
de hiperalgesia mecénica frente a aplicagado do lado ipsilateral a CION dos filamentos de Von Frey. Os
valores representam a média + e.p.m. de 10 animais. * indica P<0,05, versus grupo falso-operado
(ANOVA de duas vias seguida do teste de post hoc de Bonferroni).
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FIGURA 20: COMPORTAMENTO DO TIPO ANSIOSO APOS CONSTRICAO DO NERVO
INFRAORBITAL. O comportamento do tipo ansioso foi avaliado no teste do labirinto em cruz elevado
(LCE) no décimo quinto dia apds a constricdo do nervo infraorbital (CION) ou falso-operado. O tempo
de avaliagdo foi de 5 minutos imediatamente ap6s a colocagdo do animal no centro do LCE. (A)
Porcentagem do tempo de permanéncia. (B) Porcentagem do nimero de entradas nos bragos abertos
do LCE. (C) Numero de entradas nos bragos fechados do LCE para avaliagdo da atividade locomotora.
Os valores representam a média + e.p.m. de 10 animais. * indica P<0,05, versus grupo falso-operado
(Teste t de Student bicaudal ndo pareado).
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FIGURA 21: VOCALIZACOES ULTRASSONICAS APOS CONSTRICAO DO NERVO INFRAORBITAL.
A quantificagdo das vocalizagdes ultrassdnicas (USV) emitidas espontaneamente ocorreu no décimo
quinto dia apds a constrigdo do nervo infraorbital (CION) ou falso-operado. O tempo de avaliagao foi de
10 minutos imediatamente apds colocagéo da caixa de gravagéo. Os valores representam a média +
e.p.m. de 7-8 animais. * indica P<0,05, versus grupo falso-operado (ANOVA de duas vias seguida do
teste de post hoc de Bonferroni).
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47 AVALIACAO DA PARTICIPACAO DOPAMINERGICA MESOLIMBICA NO
MODELO DE DOR NEUROPATICA TRIGEMINAL

O experimento com anfetamina foi realizado com o intuito de verificar o
envolvimento dopaminérgico na emissdo de USV associadas a dor neuropatica
trigeminal, uma vez que o tratamento sistémico com anfetamina produz um aumento
da liberagao de dopamina no sistema mesolimbico. O tratamento com anfetamina (1
mg/Kg; s.c.; ANF), no décimo quinto dia apdés a CION, né&o alterou significativamente
as emissdes de USV comparado com o tratamento com veiculo (salina 1 mL/Kg; s.c.)
nos animais do grupo falso-operado, os quais emitiram USV de 50 kHz e
especialmente do tipo flat. No entanto a CION promoveu uma redugdo consideravel
do numero total de 50 kHz e do subtipo flat no grupo tratado com veiculo (Figura 22).
Por outro lado, o tratamento com anfetamina resultou em um importante aumento das
emissdes de USV no grupo constrito em relagéo ao grupo falso-operado tratado com
veiculo (Figura 22A). Apesar disso, a administracdo de anfetamina n&o alterou os
subtipos de 50 kHz emitidos, que adicionalmente, foram apresentados através do

grafico circular em forma de porcentagem (Figura 22B).

Além disso, a expressao da TH foi determinada no mesmo periodo, através de
3 técnicas diferentes, para avaliagao indireta da atividade dopaminérgica no NAc apés
a CION. Inicialmente foi utilizada a técnica de RT-PCR em tempo real, na qual a
expressdo de RNA mensageiro da enzima TH, através da estimagéo da diferenga do
Ct, foi semelhante em ambos os grupos experimentais (Figura 23B). Outra técnica
utilizada foi o Western Blot, que revelou uma redugao da expresséao proteica da TH no
NAc dos animais constritos comparado com os animais falso-operado (Figura 24A e
24B). Finalmente, a expressdo da TH foi determinada com a técnica de
imunohistoquimica, na qual foi quantificada a intensidade de fluorescéncia da
imunocoloragdo referente as fibras dopaminérgicas expressas no NAc shell. O
resultado revelou uma reducédo da imunofluorescéncia do grupo CION comparado

com o grupo controle (Figura 25A e 25B).
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FIGURA 22: EFEITO DA ANFETAMINA NAS VOCALIZACOES ULTRASSONICAS APOS
CONSTRICAO DO NERVO INFRAORBITAL. A quantificagdo das vocalizacdes ultrassénicas (USV)
emitidas espontaneamente apds a administragdo de salina (1 mL/Kg, s.c.) ou anfetamina (1 mg/Kg;
s.c.; ANF) foi determinada no décimo quinto dia apés a constricdo do nervo infraorbital (CION) ou falso-
operado. O inicio do teste comegou apds 15 minutos da administracdo da droga e o tempo de avaliagéo
foi de 10 minutos. (A) Numero de USV emitidas. (B) Porcentagem dos subtipos de USV de 50 kHz
emitidos, sendo a totalizagdo apresentada abaixo de cada gréafico. Os valores representam a média +
e.p.m. de 6-8 animais. * indica P<0,05, versus grupo falso-operado tratado com salina, e # indica
P<0,05, versus grupo versus o grupo CION tratado com salina (ANOVA de duas vias seguida do teste
de post hoc de Bonferroni).
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FIGURA 23: REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT-PCR) PARA TIROSINA
HIDROXILASE APOS CONSTRICAO DO NERVO INFRAORBITAL. Os nucleos accumbens (NAc) de
animais no décimo quinto dia apds a constrigdo do nervo infraorbital (CION) ou falso-operado, foram
removidos e processados para RT-PCR. A expressao de tirosina hidroxilase (TH) foi determinada pela
quantificagdo do seu RNA mensageiro. (A) Imagem ilustrativa do tecido coletado ipsi e contralateral do
nucleo accumbens (NAc). (B) Diferenga do ciclo de limiar (Ct) de RNA mensageiro da TH expresso no
NAc. Os valores representam a média + e.p.m. de 5 animais. * indica P<0,05, versus grupo falso-

operado (Teste t de Student bicaudal ndo pareado).
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FIGURA 24: NIVEIS DE EXPRESSAO DE TIROSINA HIDROXILASE NO NUCLEO ACCUMBENS
APOS CONSTRICAO DO NERVO INFRAOTBIRAL. Os nucleos accumbens (NAc) de animais no
décimo quinto dia apds constricdo do nervo infraobrital (CION) ou falso-operado, foram removidos e
processados para Western Blot. (A) Imagem demonstrativa da transferéncia da corrida do gel por
eletroforese. (B) Niveis de expressao de tirosina hidroxilase (TH) em relacdo ao controle (a-tubulina)
expressa nos NAc processados. A quantificagdo da intensidade dos sinais das bandas foi determinada
por densitometria utilizando o software Image J. Os valores representam a média + e.p.m. de 8 animais.
* indica P<0,05, versus grupo falso-operado (Teste t de Student bicaudal ndo pareado).
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FIGURA 25: EXPRESSAO DE TIROSINA HIDROXILASE EM FIBRAS DOPAMINERGICAS NO
NUCLEO ACCUMBENS APOS A CONSTRICAO DO NERVO INFRAORBITAL. Os nicleos accumbens
(NAc) de animais no décimo quinto dia apds constrigdo do nervo infraobrital (CION) ou falso-operado,
foram removidos e processados para imunohistoquimica. As imagens foram visualizadas por
microscopia confocal. (A) Visualizagdo de uma imagem ilustrativa do NAc do lado ipsilateral de um
animal falso-operado e CION. (B). Intensidade de fluorescéncia da tirosina hidroxilase (TH) expressa
nas fibras dopaminérgicas. Os valores representam a média + e.p.m. de 8 animais. * indica P<0,05,
versus grupo falso-operado (Teste t de Student bicaudal ndo pareado). Aumento de 40x e escala 100
pum. A quantificagédo da intensidade da fluorescéncia foi determinada utilizando o software Image J.
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48 AVALIACAO DA ATIVIDADE NEURONAL EM AREAS CEREBRAIS
IMPLICADAS NO PROCESSAMENTO DA DOR NEUROPATICA TRIGEMINAL

A expressao de c-Fos por imunohistoquimica permitiu identificar as alteragdes
na ativacdo neuronal em areas cerebrais associadas ao processamento de dor apos
a CION. E importante ressaltar que todos os animais foram estimulados
mecanicamente na regiao da area de insergao das vibrissas entre 1 e 2 horas antes
da coleta do tecido.

Os animais falso-operado apresentaram baixa ativacdo de neurdnios que
expressam a proteina c-Fos tanto do lado ipsilateral quanto contralateral em todas as
areas centrais avaliadas. No entanto, nos animais constritos foi verificada uma maior
ativacdo desses neurdnios de forma ipsi e contralateral no cértex pré-frontal medial
(Figura 26A e 27A; CPFm), no nucleo accumbens shell (Figura 26B, 27B e 28; NAc
shell), na amigdala basolateral (Figura 26C e 27C; BLA), na amigdala central (Figura
26D e 27D; ACe), na substancia cinzenta periaquedutal ventromedial (Figura 26E e
27E; PAG), e no subnucleo caudal do trigémeo (Figura 26F e 27F; Vc).

Adicionalmente na figura 28, se observa a imunocoloragdo conjunta da
expressao de c-Fos e TH no NAc de animais no décimo quinto dia apds CION ou falso-
operado. Enquanto que os ratos do grupo falso-operado apresentaram baixa ativagao
neuronal e alta expressao das fibras dopaminérgicas, os animais CION demonstraram

alta ativacado neuronal e baixa expressao de fibras dopaminérgicas.
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FIGURA 26: EXPRESSAO E c-Fos APOS CONSTRICAO DO NERVO INFRAORBITAL. As areas
cerebrais de animais no décimo quinto dia apds constricdo do nenrvo infraorbital (CION) ou falso-
operado, as quais incluem o cértex pré-frontal medial (A; mPFC), nucleo accumbens shell (B; NAc
shell), amigdala basolateral (C; ABL), amigdala central (D; ACe), substancia cinzenta periaquedutal (E;
PAG), e subnucleo caudal do trigémeo (F; Vc), foram removidas e processadas para
imunohistoquimica. Os valores representam a média + e.p.m. de 4 animais. * indica P<0,05, versus
grupo falso-operado (Teste t de Student bicaudal ndo pareado). A quantificacdo dos nucleos neuronais
que expressam c-Fos foram determinados utilizando o software Image J.
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FIGURA 27: IMAGEM ILUSTRATIVA DA EXPRESSAO DE c-Fos IPSILATERAL APOS CONSTRICAO
DO NERVO INFRAORBITAL. As areas cerebrais de animais no décimo quinto dia apds constricdo do
nervo infraorbital (CION) ou falso-operado, as quais incluem o cortex pré-frontal medial (A; mPFC),
nucleo accumbens shell (B; NAc shell), amigdala basolateral (C; BLA), amigdala central (D; ACe),
substancia cinzenta periaqueductal (E; PAG), e subnucleo caudal do trigémeo (F; Vc), foram removidas
e processadas para imunohistoquimica. As imagens da expressdo de c-Fos nos nucleos neuronais
foram visualizados do lado ipsilateral com microscopia confocal. Aumento de 40x e escala de 100 um.
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FIGURA 28: IMUNOCOLORACAO CONJUNTA DA EXPRESSAO DE c-Fos E TIROSINA
HIDROXILASE NO NUCLEO ACCUMBENS APOS CONSTRICAO DO NERVO INFRAORBITAL. Os
nucleos accumbens (NAc) de animais no décimo quinto dia apos constrigao do nervo infraorbital (CION)
ou falso-operado, foram removidos e processados para imunohistoquimia. A imunocoloragdo dos
nucleos neuronais do lado ipsilateral que expressam c-Fos (verde) e das fibras dopaminérgicas que
expressam tirosina hidroxilase (vermelho) em animais falso-operado (A) e CION (B) foram visualizados
com microscopia confocal. Aumento de 40x e escala de 100 ym.
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5 DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DE HIPERALGESIA PERSISTENTE E
CARACTERIZAGCAO DE ASPECTOS AFETIVOS NO TESTE DA FORMALINA
OROFACIAL

A injecédo de formalina induz tipicamente duas fases de resposta, a primeira
fase que reflete a ativagéo direta dos nociceptores, e a segunda fase que € causada
pela sensibilizacdo central originada pela atividade continua das fibras aferentes.
Nossos resultados mostraram que no periodo imediato apds a inje¢ao de formalina,
embora os animais apresentem o comportamento nociceptivo bifasico, ndo houve
desenvolvimento do comportamento do tipo ansioso. Este achado esta de acordo com
observagdes anteriores de que a ansiedade se desenvolve como consequéncia da
dor persistente (GAMBETA; BATISTA; MASCHIO; TURNES et al., 2018; GAMBETA,;
KOPRUSZINSKI; DOS REIS; ZANOVELI et al., 2017; ROESKA; DOODS; ARNDT;
TREEDE et al., 2008; SEMINOWICZ; LAFERRIERE; MILLECAMPS; YU et al., 2009;
ZHANG; LIU; ZHAO; TANG et al., 2017).

A avaliacdo da emissdo de USV por animais submetidos ao modelo de
formalina orofacial revelou que a inje¢do de formalina induz imediatamente, além do
comportamento nociceptivo, um aumento na emissao de USV de 22 kHz. Esses dados
corroboram estudos anteriores, nos quais a injecao da formalina causou emissdes de
22 kHz, as quais foram significativamente atenuadas pelo tratamento sistémico com
morfina (BARROSO; ARAYA; DE SOUZA; ANDREATINI et al., 2019; OLIVEIRA;
BARROS, 2006). Segundo BRUDZYNSKI, 2009 os ratos emitem USV de 22 kHz em
situagdes aversivas, pois expressam estados negativos e funcionam como chamadas
de alarme. Nesse sentido, Barroso e colaboradores (BARROSO; ARAYA; DE SOUZA;
ANDREATINI et al., 2019) sugeriram que as chamadas de 22 kHz emitidas nos
primeiros minutos apds a injegdo orofacial de formalina podem representar uma
chamada de alerta que reflete a aversividade do estimulo. De acordo com essas
observagbes, os dados do presente estudo revelam que uma Unica injecdo de
formalina no labio superior dos ratos evoca um aumento significativo de emissodes
USV a 22 kHz. Assim, a emissdo de USV tem sido considerada uma medida bem
estabelecida do estado emocional de ratos (BARROSO; ARAYA; DE SOUZA;
ANDREATINI et al., 2019; BRUDZYNSKI, 2009; CALVINO; BESSON; BOEHRER,;
DEPAULIS, 1996; MARTINO; PERKINS, 2008; SIMOLA, 2015).
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Por outro lado, nosso estudo fornece a primeira evidéncia de que a formalina
orofacial promove hiperalgesia facial persistente por trés dias apds sua administragao.
De acordo com a literatura, a inje¢cao de formalina na pata traseira do rato pode induzir
hiperalgesia que persiste por até quatorze dias, dependendo da concentragéo
empregada (AMBRIZ-TUTUTI; CRUZ; URQUIZA-MARIN; GRANADOS-SOTO, 2011;
MARTINEZ-ROJAS; BARRAGAN-IGLESIAS; ROCHA-GONZALEZ; MURBARTIAN et
al., 2014; MARTINEZ-ROJAS; GARCIA; NORIEGA-NAVARRO; GUZMAN-PRIEGO
et al., 2018; SALINAS-ABARCA; AVILA-ROJAS; BARRAGAN-IGLESIAS; PINEDA-
FARIAS et al., 2017). Com relagao aos parametros associados ao componente afetivo
da dor, nossos dados mostram que um dia apds a inje¢cado de formalina no labio, os
ratos ainda nao exibem comportamento do tipo ansioso, embora a hiperalgesia
orofacial ao calor fosse detectada neste momento, o que corrobora resultados
anteriores de que a administragdo de formalina na pata € capaz de induzir hiperalgesia
por varios dias (MARTINEZ-ROJAS; BARRAGAN-IGLESIAS; ROCHA-GONZALEZ;
MURBARTIAN et al., 2014; MARTINEZ-ROJAS; GARCIA; NORIEGA-NAVARRO;
GUZMAN-PRIEGO et al., 2018; NEMOTO; YAMADA; OGATA; NAKAGAWASA et al.,
2016; ZHANG,; YIN; HU; ZHAO et al., 2018; ZHAO; YIN; WU; DING et al., 2018). Além
disso, um dia apés a injecdo de formalina ndo ha emissao de USV a 22 kHz nem
alteracdo na emisséo de 50 kHz entre os ratos do grupo controle e os injetados com
formalina. Esta observacao reforga o papel das 22 kHz como chamadas capazes de
alertar membros da mesma espécie de possiveis situacdes de perigo ou aversivas
(WOHR; ENGELHARDT; SEFFER; SUNGUR et al., 2017). Apenas no terceiro dia
apods a formalina houve desenvolvimento do comportamento do tipo ansioso, o que
esta de acordo com observagdes anteriores apds administragao de formalina na pata
(LUO; ZHANG; LUO; ZHOU et al., 2015). Na avaliagao das USV, de forma semelhante
ao primeiro dia apds a injegao de formalina, a emissdo de 22 kHz nao foi detectada
apos 3 dias da administracéo, no entanto, este estudo fornece as primeiras evidéncias
de alterag¢des na emissao de 50 kHz ao observar uma redug¢do no numero de 50 kHz,
mais especificamente no subtipo flat. Evidéncias anteriores indicam que embora as
chamadas FM estejam associadas a recompensa e a um estado afetivo positivo, as
flat podem ter uma fungdo de coordenacgao social (BURGDORF; PANKSEPP;
MOSKAL, 2011; BURGDORF; WOOD; KROES; MOSKAL et al., 2007; WOHR;
ENGELHARDT; SEFFER; SUNGUR et al., 2017). Assim, a redugao na emissao de

flat em ratos com dor persistente sugere uma diminuicdo da comunicacao social,
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hipétese apoiada por observagdes anteriores de que a dor persistente esta
frequentemente associada a uma interacéo social reduzida no ambiente pré-clinico e
clinico (GREGOIRE; WATTIEZ; ETIENNE; MARCHAND et al., 2014; HENNE;
MORRISSEY; CONLON, 2015; PITCHER; TARUM; LEHMANN; BUSHNELL, 2019).

5.2 DESENVOLVIMENTO DE ALTERACOES SENSORIAIS E AFETIVAS APOS
INCISAO DA MUCOSA ORAL

No modelo de dor pds-operatdria, os animais apresentaram hiperalgesia
mecanica nos dias 1, 3 e 5 e hiperalgesia térmica ao calor nos dias 1 e 3 apds a
cirurgia. Esses resultados corroboram o estudo de Urata e colaboradores que mostra
o desenvolvimento de hiperalgesia mecanica por cinco dias e térmica ao calor por trés
dias apos a incisdo (URATA; SHINODA; HONDA; LEE et al., 2015). Além disso,
nossos dados demonstraram que no terceiro dia apos a incisdo da mucosa oral, houve
um aumento de grooming espontaneo em relagdo ao grupo falso-operado, sugerindo
a presenca de dor tbnica. A resposta de grooming facial é considerada uma medida
de dor espontdnea, uma vez que € diminuida por medicamentos que
comprovadamente aliviam a dor no ambiente clinico (BENOLIEL; ELIAV; IADAROLA,
2001; HIDAKA; ONO; HARANO; SAGO et al., 2011; KOPRUSZINSKI; DOS REIS;
GAMBETA; ACCO et al., 2018; SAGO; ONO; HARANO; FURUTA-HIDAKA et al.,
2012). Embora nossa investigagao tenha se limitado a 3 dias apds a incisdo, de acordo
com estudos anteriores que utilizaram o modelo de incisdo da pata, a dor tbénica,
evidenciada pelo paradigma CPP, foi detectada 24 horas, mas nao 96 horas, apos o
procedimento cirurgico (NAVRATILOVA; XIE; OKUN; QU et al., 2012). Esse achado
esta de acordo com o estudo anterior, que mostrou que no terceiro dia apds a cirurgia
de incisdo intraoral, um grupo de neurbénios no GT que inerva a mucosa bucal
expressa TRPV1 e TRPA1 de maneira significativamente aumentada quando
comparados aos animais controle (URATA; SHINODA; HONDA; LEE et al., 2015), o
que possivelmente contribuiu para a hiperalgesia facial térmica e mecanica, bem como
na dor espontanea (WANG; BRIGOLI; LIM; KARLEY et al., 2018). Por outro lado, na
avaliagdo do decurso temporal das USV, consistente com os dados do teste da
formalina, nos dias 1 e 3 apds a incisdo, nao houve emissao significativa de USV de
22 kHz. Apesar disso, os ratos operados apresentaram reducido na emissao total de
50 kHz em ambos momentos e, mais especificamente, nas flat no terceiro dia apds a

cirurgia. Esses dados reforcam a ideia de que a comunicacéao social diminui quando a
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dor persiste. Curiosamente, ndo ha diferenca significativa na emissao de USV no
grupo operado em comparagdo com o grupo falso-operado no quinto dia apds a
cirurgia, visto que da mesma forma que a hiperalgesia, essa alteragao foi transitoria.
Com base nesses resultados, em adicdo ao estudo de Urata e colaboradores, que
estabeleceram o dia 3 apds a incisdo da mucosa oral para avaliagcdo dos testes
experimentais com antagonistas de TRPV1 e TRPA1 na hiperalgesia térmica e
mecanica (URATA; SHINODA; HONDA; LEE et al., 2015), foi definido esse momento
para as avaliagbes posteriores.

Adicionalmente, o comportamento do tipo ansioso foi detectado no terceiro dia
apods a incisdo da mucosa oral. A este respeito, estudos anteriores demonstraram que
o comportamento do tipo ansioso € mais proeminente no periodo inicial (até 3 dias),
porém nao esta presente no dia 7 apds a incisdo da pata (DAI; LI; ZHANG; LI et al.,
2011; GUPTA; GAUTAM; PRASOON; KUMAR et al., 2018; LI; ZHANG; DAI; WANG
et al., 2010). Os resultados do presente estudo corroboram evidéncias prévias de que
a ansiedade se desenvolve em decorréncia da dor persistente. Nesse sentido, animais
com lesao na polpa dentaria desenvolveram comportamento do tipo ansioso (SHANG;
XU; LI; SU et al., 2015) e ratos com carcinoma facial desenvolveram hiperalgesia e
comportamento do tipo ansioso apdés a indugdo do tumor (GAMBETA;
KOPRUSZINSKI; DOS REIS; ZANOVELI et al., 2016). Mais estudos sdo necessarios
para explorar a persisténcia dessas alteracdes, bem como os fatores subjacentes aos
mecanismos e suas susceptibilidades aos tratamentos farmacoldgicos. No entanto,
com base nos presentes achados, é possivel sugerir que uma pequena lesao tecidual,
infligida pela incisdo intraoral, leva a mudangas nos aspectos comportamental e

afetivo da dor.

5.3 EFEITO DA MORFINA NAS ALTERACOES SENSORIAIS E AFETIVAS NO
MODELO DE DOR POS-OPERATORIA

Os opioides sao extensamente utilizados na analgesia apds procedimentos
operatorios, inclusive apés alguns procedimentos cirurgicos orofaciais (PERGOLIZZI;
MAGNUSSON; LEQUANG; GHARIBO et al., 2020). Além disso, seu efeito analgésico
foi bem caracterizado em modelo de incisdo na pata de ratos (TAT; JOKSIMOVIC;
KRISHNAN; COVEY et al., 2020). Em vista dessas considera¢des, usamos a morfina

como controle positivo nas avaliacdes das alteracdes sensoriais e afetivas no terceiro
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dia apods a incisdo. O resultado demonstrou que a morfina foi capaz de reduzir a
hiperalgesia mecanica e térmica por uma hora, comegando o efeito aos 30 minutos.
Isto, permitiu definir o tempo de condicionamento com morfina no teste do CPP em 30
minutos, o que esta de acordo com dados anteriores (KOPRUSZINSKI; DOS REIS;
GAMBETA; ACCO et al., 2018).

A dor tbnica foi detectada no terceiro dia apds a incisdo da mucosa oral,
indiretamente demonstrada pelo teste de CPP, no qual os ratos operados passaram
mais tempo na camara pareada com morfina. De acordo com os dados obtidos,
estudos anteriores reportaram a presenga de dor ténica apos incisdo na pata (KING;
VERA-PORTOCARRERO; GUTIERREZ; VANDERAH et al., 2009; OKUN;
DEFELICE; EYDE; REN et al., 2011). Por outro lado, a morfina apresentou efeito
ansiolitico, observado pelo aumento da porcentagem do tempo gasto nos bragos
abertos do LCE. Estudos anteriores também observaram esse efeito da morfina
quando administrado sistemicamente (MOTEVASSELI; REZAYOF; ZARRINDAST;
NAYER-NOURI, 2010; REZAYOF; ASSADPOUR; ALIJANPOUR, 2013). Além disso,
o tratamento com morfina demonstrou reduzir a hiperalgesia e o comportamento do
tipo ansioso apos a incisao na pata (LI; ZHANG; DAI; WANG et al., 2010). Na dose
usada neste estudo, a morfina ndo afetou o limiar mecanico dos ratos controle, nem
alterou a atividade locomotora observada pelo numero de entradas nos bragos
fechados do LCE, o que esta de acordo com estudos anteriores de nosso grupo
(BARROSO; ARAYA; DE SOUZA; ANDREATINI et al., 2019; KOPRUSZINSKI; DOS
REIS; GAMBETA; ACCO et al., 2018; NONES; REIS; JESUS; VERONEZ et al., 2013).
A dor afetiva € modulada em parte pelo sistema dopaminérgico mesolimbico e,
particularmente, o NAc foi reconhecido por seu papel no comportamento motivado por
recompensas. Dessa maneira, as recompensas, incluindo drogas analgésicas, ativam
0s neurbnios mesolimbico, os quais liberam dopamina no NAc e promovem uma
experiéncia prazerosa (LEKNES; TRACEY, 2008). Neste sentido, sugere-se que a
morfina aumenta a liberagao de dopamina no NAc desempenhando um papel crucial
para a CPP bem como para o efeito ansiolitico observado em nossos experimentos
(NAVRATILOVA; XIE; MESKE; QU et al.,, 2015; RIPPBERGER; VAN GAALEN;
SCHWARTING; WOHR, 2015).

Adicionalmente, observamos que a morfina aboliu praticamente todas a

emissdes de USV em ambos os grupos experimentais no terceiro dia apds a incisdo
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da mucosa oral, o que esta de acordo com estudos anteriores que constataram que a
administracdo aguda de morfina em roedores inibe a emissdo de USV de 50 kHz
(BARROSO; ARAYA; DE SOUZA; ANDREATINI et al., 2019; HAMED; TARACHA;
SZYNDLER; KRZASCIK et al., 2012; WRIGHT; DENG; CLARKE, 2012). Ademais, no
tratamento repetido com morfina foi verificado um aumento significativo de 50 kHz
apos a ultima administragcao associada a expectativa de receber a morfina (HAMED;
TARACHA; SZYNDLER; KRZASCIK et al., 2012; WRIGHT; DENG; CLARKE, 2012).
Neste sentido, a morfina é capaz de ativar os receptores opioides dos tipos mu (MOR),
kappa (KOR) e delta (DOR), no entanto, sabe-se que a ativagdo dos MOR e KOR tém
acdes opostas em uma série de sistemas centrais, incluindo aqueles mediando
recompensa, motivacdo e modulacéo da dor (PAN, 1998). Por exemplo, animais que
receberam inje¢des intra-ATV de agonistas de MOR passaram mais tempo na camara
pareada com a droga opioide no teste do CPP do que em um ambiente pareado com
solugao salina (BALS-KUBIK; ABLEITNER; HERZ; SHIPPENBERG, 1993; NADER,;
VAN DER KOOY, 1997; PHILLIPS; LEPIANE, 1980). Em contrapartida, inje¢des intra-
ATV de agonistas KOR produziram CPA (BALS-KUBIK; ABLEITNER; HERZ;
SHIPPENBERG, 1993). Tendo em vista essas consideragdes estudos posteriores
observaram, que a agao aversiva de agonistas KOR administrados sistemicamente
depende da inibicdo da liberacdo de DA dos terminais dos neurénios da ATV no NAc
(XI; STEIN, 2002) e, mais especificamente, pela inibicao direta de um subconjunto de
neurénios dopaminérgicos na ATV (MARGOLIS; HIELMSTAD; BONCI; FIELDS,
2003). Isto sugere que a ativagdo de receptores KOR mediada pela administragcéo
aguda de morfina, somado a redugéo da expressdo de TH no NAc de animais com
dor orofacial persistente, estaria contribuindo para a baixa atividade dopaminérgica

mesolimbica e consequente redug¢ao da emissao de USV de 50 kHz.

Em conjunto, nossos dados mostram que a morfina reduz os componentes
sensorial e afetivo da dor, evidenciado pela reducao da hiperalgesia, dor tbnica e
comportamento do tipo ansioso. No entanto, nao foi possivel avaliar o efeito da morfina

sobre a emissao de USV.
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54 ALTERAGCOES SENSORIAIS E AFETIVAS NO MODELO DE DOR
NEUROPATICA TRIGEMINAL

Os resultados demonstraram que animais submetidos a CION desenvolveram
hiperalgesia mecanica no décimo quinto dia apds a cirurgia, o que corrobora estudos
anteriores (CHICHORRO; ZAMPRONIO; RAE, 2006; DOS REIS; KOPRUSZINSKI;
NONES; AGUIAR et al.,, 2020; GAMBETA; BATISTA; MASCHIO; TURNES et al.,
2018; NONES; CLAUDINO; FERREIRA; DOS REIS et al., 2017). O comportamento
do tipo ansioso também foi detectado no mesmo periodo, o que esta de acordo com
resultados anteriores do nosso grupo, no qual os animais constritos apresentaram
comportamento do tipo ansioso somente apdés a instauracdo da dor crbnica
(GAMBETA; BATISTA; MASCHIO; TURNES et al., 2018). Desta maneira, sugere-se
que um controle satisfatério da dor poderia contribuir para uma reducéo no estado de

ansiedade.

Por outro lado, a redugdo da emissdo de USV de 50 kHz do subtipo flat foi
detectada quinze dias apos a CION em relacdo aos animais falso-operado, em
concordancia com estudos anteriores que observaram que em estados dolorosos
persistentes existe uma reducao significativa neste tipo de USV (BARROSO; ARAYA,;
DE SOUZA; ANDREATINI et al., 2019). A este respeito, tem sido considerado que as
USV emitidas a 50 kHz estdo associadas a maior atividade dopaminérgica no NAc,
tanto em contextos sociais como nao sociais (BURGDORF; KNUTSON; PANKSEPP;
IKEMOTO, 2001; THOMPSON; LEONARD; BRUDZYNSKI, 2006).

5.5 PARTICIPACAO DO SISTEMA DOPAMINERGICO MESOLIMBICO NA DOR
OROFACIAL PERSISTENTE

A emissao de USV de 50 kHz sinaliza para membros da mesma espécie um
estado emocional heddnico e positivo, rotulado em termos humanos como alegria,
prazer ou euforia. Essas chamadas também foram sugeridas como sendo um
homodlogo evolutivo do riso humano (PANKSEPP, 2007; PANKSEPP; BURGDOREF,
2000). Assim, emissdes de 50 kHz causaram respostas comportamentais nos animais
que as ouvem, bem como, ratos expostos a um audio gravado com emissdes de 50
kHz emitiram em resposta ao audio, um maior numero dessas vocalizagdes
(BURGDORF; KROES; MOSKAL; PFAUS et al., 2008; SEFFER; SCHWARTING;



95

WOHR, 2014; WOHR; SCHWARTING, 2007; 2009). Portanto, as USV de 50 kHz tem
sido interpretadas como um comportamento para solicitar contato social,
correspondendo a sinais que estabelecem proximidade social ou como emissao de
sinais de jogo (BARROSO; ARAYA; DE SOUZA; ANDREATINI et al., 2019; BIALY;
RYDZ; KACZMAREK, 2000; HIMMLER; KISKO; EUSTON; KOLB et al., 2014;
SEFFER; SCHWARTING; WOHR, 2014). Mais especificamente, as emissdes do
subtipo flat servem como chamadas de contato durante a interacdo social e séo
consideradas dependentes do sistema dopaminérgico mesolimbico (MULVIHILL;
BRUDZYNSKI, 2019; RIPPBERGER; VAN GAALEN; SCHWARTING; WOHR, 2015;
WOHR; HOUX; SCHWARTING; SPRUIJT, 2008). Prosseguindo essa linha de
raciocinio, nossos resultados constataram um aumento na emissao total de USV de
50 kHz e do subtipo flat apés a administracao sistémica de anfetamina nos modelos
experimentais de dor pds-operatéria e neuropatica trigeminal, em relagdo aos
respectivos grupos controle. A anfetamina pertence a classe de medicamentos
denominados B-feniletilaminas com efeito farmacolégico principal relacionado a
liberagcdo de monoaminas, entre as quais destacamos a dopamina, noradrenalina e
serotonina, o que sustenta os beneficios terapéuticos e também o seu abuso
recreativo (HEAL; SMITH; GOSDEN; NUTT, 2013). Sendo um psicoestimulante, a
anfetamina induz um aumento mais pronunciado na emissao de 50 kHz quando
aplicado sistemicamente (BRUDZYNSKI; GIBSON; SILKSTONE; BURGDOREF et al.,
2011) ou localmente no NAc (BRUDZYNSKI; SILKSTONE; KOMADOSKI; SCULLION
et al., 2011). Isto se deve aos diversos mecanismos de acdo deste farmaco que
incluem a inibicdo da recaptacdo de dopamina com consequente aumento da
concentracdo da mesma na fenda sinaptica (EASTON; STEWARD; MARSHALL;
FONE et al., 2007; FLECKENSTEIN; VOLZ; RIDDLE; GIBB et al., 2007), os efeitos
em receptores noradrenérgicos a1 (WRIGHT; DOBOSIEWICZ; CLARKE, 2012) e
serotoninérgicos 5-HT2C (WOHR; RIPPBERGER; SCHWARTING; VAN GAALEN,
2015), bem como o envolvimento da sinalizagdo da proteina fosfoquinase C
(PEREIRA; ANDREATINI; SCHWARTING; BRENES, 2014; RIPPBERGER; VAN
GAALEN; SCHWARTING; WOHR, 2015). Assim, podemos sugerir que a anfetamina
estaria produzindo um aumento na atividade dopaminérgica mesolimbica com
consequente incremento na emissdo de USV de 50 kHz. E valido mencionar que a
dose de anfetamina usada neste estudo € considerada baixa visto que n&o produz
alteracao da atividade locomotora (MATHEWS; MCCORMICK, 2007). Isso pode estar
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relacionado a n&o observacao da emissao dos subtipos de FM. Neste sentido, estudos
demonstram que a emissao de USV do subtipo trill induzida por anfetamina é
claramente dose dependente (WRIGHT; GOURDON; CLARKE, 2010; WOHR;
RIPPBERGER; SCHWARTING; VAN GAALEN, 2015).

Em consonéncia com esses achados, nossos resultados detectaram uma
reducdo da expressao da TH no NAc nos mesmos periodos experimentais nos
modelos de dor pos-operatoria e dor neuropatica trigeminal, mostrando que a dor
persistente resulta em diminuigcdo da atividade dopaminérgica do NAc. A ativagao
dopaminérgica mesolimbica com consequente liberagdo de dopamina no NAc medeia
as emocodes positivas que estao relacionadas a motivacao e emissao de USV de 50
kHz (HORI; SHIMOJU; TOKUNAGA; OHKUBO et al, 2013; SILKSTONE;
BRUDZYNSKI, 2020). Desta forma, os efeitos motivacionais de drogas de abuso
como a cocaina, anfetaminas, nicotina e psicoestimulantes sao avaliados pelo estudo
das emissdes de USV de 50 kHz (SIMOLA, 2015). Assim, os resultados corroboram
evidéncias prévias de que a dor afetiva associada a condigdes de hiperalgesia
continua, envolve o sistema dopaminérgico mesolimbico, o qual poderia ser um alvo

terapéutico em potencial para condi¢cdes de dor persistente.

5.6 ATIVAGCAO NEURONAL EM AREAS CEREBRAIS RELACIONADAS A
DOR EM MODELOS DE DOR OROFACIAL PERSISTENTE

O c-Fos constitui um fator de transcrigdo de expressao rapida, o qual é
detectado quando ha alta atividade cerebral e tem sido comumente utilizado como um
marcador para tal atividade (METZ; BANNISTER; SUTHERLAND; HAGEMEIER et al.,
1994). Ao ser polimodal, o c-Fos pode ser ativado por multiplos sinais extracelulares,
como por exemplo fatores de crescimento, bem como através da fosforilagdo de
proteinas envolvidas na sinalizacdo intermediaria de processos de plasticidade
neuronal, tal como a proteina quinase A. Dessa forma, o c-Fos esta intimamente
relacionado aos processos produzidos na formagao de novas sinapses, e portanto, a
grande atividade cerebral realizada nesses processos, servindo para identificar
subpopulagdes de neurbnios ativados em resposta a estimulos nocivos e as vias

nociceptivas relacionadas (CHUNG, 2015).

Nesse estudo foram investigadas areas cerebrais sabidamente implicadas em
estados dolorosos, tanto no modelo de dor pds-operatéria quanto no modelo de dor
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neuropatica trigeminal, a fim de verificar se as alteragbes sensoriais e afetivas,
observadas nos testes experimentais, estariam em concordancia com a atividade
neuronal. Especificamente, na transmissado nociceptiva craniofacial as entradas e
interconexdes no subnucleo caudal do trigémeo fornecem um circuito intrinseco que
permite a interacdo entre as aferéncias provenientes dos tecidos periféricos e as
projecbes descendentes originadas em diversas areas do SNC, que incluem a
formacao reticular, nucleos da rafe, area parabraquial, loco ceruleo, hipotalamo,
amigdala e coértex cerebral (incluindo pré-frontal, sensoério-motor e cingulado anterior,
entre outras), que se projetam para areas subcorticais. Inumeros mediadores
quimicos, tais como GABA, glicina, 5-HT, noradrenalina, dopamina, orexina e opioides
endégenos, direcionam os efeitos modulatérios na transmissdo nociceptiva
craniofacial nos nucleos sensoriais trigeminais, e primordialmente no subnucleo
caudal (CHICHORRO; PORRECA; SESSLE, 2017). Assim, diversos estudos acerca
da dor orofacial demonstraram ativagdo neuronal no subnucleo caudal (BIRD;
IANNITTI; CHRISTMAS; OBARA et al., 2018; CHA; SALLEM; JANG; JUNG, 2020;
CHATTIPAKORN; SIGURDSSON; LIGHT; NARHI et al, 2002; MARTINEZ;
BELMONTE, 1996; RO; CAPRA; MASRI, 2004), o que esta de acordo com os
resultados aqui obtidos, visto que houve ativacao ipsi e contralateral dessa estrutura
em ambos os modelos de dor orofacial persistente.

A dor, como outras experiéncias, esta sujeita a um processo de elaboragao de
conduta pelo CPF, o que explica, em parte, muitas das respostas individuais bem
como a maneira coletiva, social e cultural de agir e responder a dor. Assim o CPF
medial esta envolvido no aspecto afetivo da dor e sofre plasticidade durante o
desenvolvimento de dor crénica (APKARIAN; SOSA; SONTY; LEVY et al.,, 2004;
METZ; YAU; CENTENO; APKARIAN et al., 2009). Desta maneira, dados clinicos
relataram uma hiperatividade no CPF em pacientes com dor crénica quando aplicada
estimulacdo térmica nociva, o que fornece evidéncias diretas do seu papel na
fisiopatologia desta condigdo (APKARIAN; THOMAS; KRAUSS; SZEVERENY!I, 2001;
NAKATA; TAMURA; SAKAMOTO; AKATSUKA et al., 2008). Especificamente, o CPF
medial desempenha uma fung¢do relevante nos sistemas de dor e recompensa
(DOSSANTOS; MOURA; DASILVA, 2017; ONG; STOHLER; HERR, 2019;
TZSCHENTKE, 2000), e estudos de imagem em seres humanos sugerem que 0O
sistema de recompensa e motivagcdo, bem como a conectividade com o CPF podem
participar no desenvolvimento de dor crénica (BALIKI; PETRE; TORBEY;
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HERRMANN et al.,, 2012; HASHMI; BALIKI; HUANG; BARIA et al., 2013;
NAVRATILOVA; MORIMURA; XIE; ATCHERLEY et al., 2016). Além disso, evidéncias
emergentes sugerem que a inervagao dopaminérgica no CPF medial desempenha um
papel relevante na aversdo (LAMMEL,; LIM; RAN; HUANG et al., 2012; VANDER
WEELE; SICILIANO; MATTHEWS; NAMBURI et al, 2018). Nossos resultados
demonstraram um aumento na expressao de c-Fos do lado ipsilateral apds a incisao
da mucosa oral e bilateral apés CION.

Outra area avaliada foi a amigdala, a qual é evolutivamente conservada em
roedores e humanos e desempenha fun¢des semelhantes para deteccéo de ameacas,
aprendizado aversivo e codificagdo da nocicepgao (KIMMEY; MCCALL;
WOOLDRIDGE; SATTERTHWAITE et al., 2020). Nesse sentido, ha estudos que
demonstram o papel da amigdala na emissdo de USV de 22 kHz (PARSANA;
MORAN; BROWN, 2012; SADANANDA; WOHR; SCHWARTING, 2008). Da mesma
forma, evidéncias apontam para a amigdala como um substrato neural da interagéo
entre dor e emogao (FIELDS, 2000; HAN; NEUGEBAUER, 2004; KANG; MOR; KEAY,
2021; MEAGHER; ARNAU; RHUDY, 2001; SENO; ASSIS; GOUVEIA; ANTUNES et
al., 2018). Assim, os estimulos sensoriais nociceptivos especificos da medula espinhal
e do tronco encefalico s&o recebidos pela ACe, também denominada amigdala
nociceptiva porque integra as informagdes polissensoriais e nociceptivas especificas
atribuindo significado emocional aos estimulos dolorosos). Por outro lado, os
estimulos polimodais altamente processados, incluindo as informagdes nociceptivas
do talamo e do cértex atingem a AL e ABL, respectivamente (NEUGEBAUER; LlI;
BIRD; HAN, 2004). Em contrapartida, a ACe forma conexdes diretas e indiretas
generalizadas, emitindo proje¢cdes para o talamo e areas corticais relacionadas com
componentes cognitivos e conscientes da dor, para o hipotalamo implicado nas
respostas dolorosa autonémicas e neuroenddcrinas, e para areas do tronco cerebral
que fazem parte de um sistema modulador de dor enddgeno, incluindo os circuitos
que conectam a PAG, RVM e corno dorsal da medula espinhal, as informagoes
emocionais e a modulagéao do comportamento da dor (NEUGEBAUER; LI; BIRD; HAN,
2004). Dessa forma, a ABL se integra com circuitos corticostriatais de ordem superior
(BURGOS-ROBLES; KIMCHI; IZADMEHR; PORZENHEIM et al., 2017; JANAK; TYE,
2015; JI; SUN; FU; LI et al., 2010; RAMIREZ; MOSCARELLO; LEDOUX; SEARS,
2015), enquanto que a ACe influencia amplamente os circuitos descendentes de
controle de nocicepg¢ao, como a PAG (FOX; SORENSON, 1994; OLIVEIRA; PRADO,
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2001; OZAWA; YCU; KUMAR; YEH et al.,, 2017; TOVOTE; ESPOSITO; BOTTA,;
CHAUDUN et al.,, 2016). Os resultados da ativacdo da amigdala demonstraram
igualmente, que a ABL e ACe apresentaram maior expressdo de c-Fos do lado
ipsilateral apos 3 dias da incisdo da mucosa oral e em ambos lados apds quinze dias
da CION, o que esta de acordo com outros estudos que demonstram o papel da
amigdala no componente afetivo da dor (KANG; MOR; KEAY, 2021; KIMMEY;
MCCALL; WOOLDRIDGE; SATTERTHWAITE et al., 2020; NEUGEBAUER,; LI; BIRD;
HAN, 2004; SENO; ASSIS; GOUVEIA; ANTUNES et al., 2018; ZHOU; LI; MENG,; LIU
etal., 2021).

Adicionalmente, uma area cerebral implicada no processamento do
componente afetivo da dor € o NAc que recebe estimulos excitatérios de regides
limbicas (CPF, hipocampo, amigdala, nucleos intralaminares da linha média) e projeta
eferentes para varias regides, incluindo o globo palido ventral e o tronco cerebral.
Estudos descreveram certa especificidade de conectividade aferente e eferente no
que diz respeito ao NAc shell e NAc core em ratos (GROENEWEGEN; WRIGHT;
BEIJER; VOORN, 1999) e primatas ndo humanos (MEREDITH; PATTISELANNO;
GROENEWEGEN; HABER, 1996), sugerindo que o NAc contém sistemas neuronais
com diferentes entradas e saidas que desempenham diferentes fung¢des. O NAc core,
acredita-se que medeie a ativagdo comportamental condicionada por pistas ou dicas,
como a busca de recompensa, enquanto que o NAc shell mostrou codificar as
projecdes de uma condicao comportamental (SESACK; GRACE, 2010). Assim, o NAc
pode mediar funcbes envolvidas tanto na recompensa quanto na aversao
(BERRIDGE; ROBINSON, 2003). Dor e analgesia oferecem a possibilidade para
compreender os circuitos de aversao e recompensa. Neste sentido, foi relatado que a
aversao induzida em seres humanos por um estimulo doloroso nocivo ativa regides,
incluindo o NAc, uma regido classicamente associada a recompensa (AHARON,;
BECERRA; CHABRIS; BORSOOK, 2006; BECERRA; BREITER; WISE; GONZALEZ
et al., 2001). Os dados obtidos na expressao de c-Fos correspondem a um aumento
na ativacdo do NAc shell do lado ipsilateral no terceiro dia apds a incisdo da mucosa
oral e um aumento ipsi e contralateral no décimo quinto dia apés a CION. Em vista
disso, o NAc shell integra informacbes afetivas dos neurbnios dopaminérgicos
mesencefalicos, bem como os neurénios do hipocampo ventral, da amigdala e do
cortex frontal (BRITT; BENALIOUAD; MCDEVITT; STUBER et al, 2012;
BROMBERG-MARTIN; MATSUMOTO; HIKOSAKA, 2010). Além do mais, estudos de
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imageamento cerebral em humanos sugerem que essa convergéncia no NAc é
importante tanto nos estados de dor aguda quanto da dor cronica (BALIKI; GEHA,;
FIELDS; APKARIAN, 2010; BALIKI; MANSOUR; BARIA; HUANG et al., 2013), o que
esta de acordo com os resultados aqui obtidos.

Finalmente, outra area no processamento da dor avaliada foi a PAG, que é
amplamente responsavel pela modulagdo descendente da dor, tanto na inibicdo
quanto na facilitagdo, o que pode levar a outras comorbidades associadas a dor
crbnica, como depressao e ansiedade. Existem subdivisbes dorsal, lateral e
ventrolateral (PAGvl) da PAG, e estudos iniciais examinaram as funcdes dessas
subdivisbes em comportamentos antinociceptivos e de ansiedade. A estimulagao
elétrica e farmacolodgica das areas dorsal e lateral produziram reagdes tais como correr
e pular, enquanto a PAGvI mostrou participar mais diretamente na analgesia (FARDIN;
OLIVERAS; BESSON, 1984). A este respeito, a PAGvl é composta por uma populagéo
diversa de neurénios, incluindo células glutamatérgicas, GABAérgicas, serotonérgicas
e dopaminérgicas, e tem sido identificada como um dos principais locais de supressao
da dor induzida por opioides enddégenos e analgesia profunda mediada por
estimulagéo elétrica (FIELDS, 2004; HOSOBUCHI; ADAMS; LINCHITZ, 1977).
Adicionalmente, a PAGvVI participa no processamento nociceptivo espinhal mediado
por proje¢cdes descendentes provenientes do RVM (BASBAUM; FIELDS, 1979;
WATERS; LUMB, 2008). Embora a PAGvI tenha sido extensivamente estudada por
seu papel na modulacado descendente da dor enddogena (BASBAUM; FIELDS, 1978;
MORGAN; WHITTIER; HEGARTY; AICHER, 2008; TOVOTE; ESPOSITO; BOTTA;
CHAUDUN et al., 2016; VAUGHAN; INGRAM; CONNOR; CHRISTIE, 1997), existe
uma subpopulagdo de neurbnios que modulam a neurotransmissao inibitoria
conhecidos por modular comportamentos nociceptivos, uma vez que a microinjegao
de um agonista GABA produz efeitos pronociceptivos, enquanto a administragdo de
antagonistas GABA produz efeitos antinociceptivos a estimulos nocivos (BUDAI;
FIELDS, 1998; MOREAU; FIELDS, 1986; MORGAN; CLAYTON; LANE, 2003). Em
concordancia com esses achados, os resultados na expressao de c-Fos, da mesma
forma que nas estruturas anteriores, indicam um aumento da atividade neuronal na
PAGuvVI do lado ipsilateral de ratos no terceiro dia apds a incisdo da mucosa oral, e em

ambos os lados no décimo quinto dia apés a CION.



101

O conjunto de resultados deste presente trabalho demonstra que apos 3 dias
da incisdo da mucosa oral, ha um aumento na atividade neuronal, predominantemente
ipsilateral das areas centrais avaliadas associadas a dor pds-operatoria. Em relagao
a dor neuropatica trigeminal, o aumento na atividade neuronal é bilateral,
evidenciando a sensibilizacdo central. Tendo em vista estes resultados, podemos
sugerir que mesmo apos alguns dias de hiperalgesia persistente, ocorrem alteragdes
plasticas que podem estar implicadas, ao menos em parte, na manutencao do estado
doloroso bem como nas alteragdes relacionas ao aspecto afetivo, tais como ansiedade
e redugdo da interacdo social. Além disso, esses dados fornecem caracteristicas
adicionais de ambos os modelos, 0 que aumenta a validacdo dos mesmos para o

estudo translacional destas condig¢des.

57 COMPARACAO ENTRE OS PRINCIPAIS ACHADOS RELACIONADOS AO
COMPONENTE AFETIVO NOS DIFERENTES MODELOS DE DOR OROFACIAL

O modelo de formalina orofacial € considerado um modelo de dor aguda, no
qual a primeira fase corresponde a dor aguda produzida pela ativagdo direta dos
nociceptores e a segunda fase, a sensibilizagdo central (CLAVELOU; PAJOT;
DALLEL; RABOISSON, 1989). Frequentemente o teste da formalina é utilizado para
a avaliagcao do efeito analgésico de drogas na primeira ou segunda fase, totalizando
um tempo de avaliagdo em torno aos 30 minutos imediatos apds a inje¢cao de formalina
no labio (BARROSO; ARAYA; DE SOUZA; ANDREATINI et al., 2019; CLAVELOU;
PAJOT; DALLEL; RABOISSON, 1989; DE OLIVEIRA; ARAYA; GAMBETA;
FERREIRA et al., 2019; RABOISSON; DALLEL, 2004). No entanto, nosso resultado é
a primeira evidéncia de hiperalgesia persistente por 3 dias apos a inje¢ao de formalina
no labio, permitindo através deste modelo o estudo do componente afetivo da dor. Por
outro lado, o modelo de incisdo da mucosa oral € um modelo de dor aguda poés-
operatdria, o qual se caracteriza por promover hiperalgesia térmica e mecanica que
perdura de 3 e 5 dias, respectivamente, com reducédo gradativa da intensidade da
mesma conforme a recuperagao do tecido acontece (URATA; SHINODA; HONDA,;
LEE et al., 2015). Contrariamente, o modelo de CION corresponde a um modelo de
dor neuropatica trigeminal, caracterizado por produzir hiperalgesia mecanica bilateral
por até 120 dias (CHICHORRO, 2006) e comportamento do tipo ansioso apds
instauracao da hiperalgesia mecanica (GAMBETA; BATISTA; MASCHIO; TURNES et

al., 2018), o qual mimetiza caracteristicas da dor crénica.
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As emissdes de USV de 22 kHz foram detectadas apenas no modelo de
formalina orofacial no periodo imediato apés a injecdo de formalina. Neste sentido, as
USV de 22 kHz sdo emitidas por ratos machos em situagdes de estresse ou perigo
iminente, ja que possuem uma fungao de alerta para os membros da mesma espécie
(BLANCHARD; BLANCHARD; AGULLANA; WEISS, 1991). Estudos anteriores tém
demonstrado que a inje¢do de formalina na pata ou no labio dos animais provoca a
emissao de USV de 22 kHz nos primeiros minutos apds a administracao (OLIVEIRA
e BARROS, 2006; BARROSO; ARAYA; DE SOUZA; ANDREATINI et al., 2019), mais
especificamente na primeira fase da formalina quando administrada no labio de ratos
machos (BARROSO; ARAYA; DE SOUZA; ANDREATINI et al., 2019). Por outro lado,
nos modelos de incisdo intraoral e CION é necessaria a administragao sistémica de
drogas anestésicas para iniciar o procedimento cirurgico, o que poderia interferir na
apreciagdo do componente aversivo da dor no periodo imediato apds as cirurgias.
Entretanto, é valido mencionar que na dor operatdria induzida por incisao na pata foi
detectado um aumento das USVs aversivas 6 e 24 horas depois do procedimento
(LIM; KIM; HAN; KIM, 2014).

As emissdes de USV de 50 kHz, especialmente do subtipo flat foram reduzidas
apods instauracédo da hiperalgesia persistente e presenca do comportamento do tipo
ansioso nos 3 modelos experimentais de dor orofacial. As flat sdo as USV de 50 kHz
mais frequentemente emitidas, visto que possuem um papel importante na
comunicacao e coordenagao social (WOHR; HOUX; SCHWARTING; SPRUIJT, 2008).
Esses achados permitem sugerir que, assim como ocorre na clinica, os animais que
por varios dias permanecem com hiperalgesia apresentam comportamento do tipo
ansioso e interagdo social diminuida (GREGOIRE; WATTIEZ; ETIENNE; MARCHAND
et al., 2014; HENNE; MORRISSEY; CONLON, 2015; PITCHER; TARUM; LEHMANN;
BUSHNELL, 2019). Desta forma, a quantificagdo das USV emitidas espontaneamente
podem ser utilizadas para avaliar o componente afetivo da dor, no entanto, mais

estudos sao necessarios para esclarecer o mecanismo associado a dor afetiva.

A atividade dopaminérgica mesolimbica tem sido associada as emissdes de 50
kHz, incluindo o subtipo flat (MULVIHILL; BRUDZYNSKI, 2019; RIPPBERGER; VAN
GAALEN; SCHWARTING; WOHR, 2015; WOHR; HOUX; SCHWARTING; SPRUIJT,
2008). O estudo atual demonstrou que nos periodos de tempo avaliados nos modelos

cirurgicos, os quais foram determinados pela instauragao da hiperalgesia em presenca
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do comportamento do tipo ansioso e redugao das USV flat, houve uma reducéo da
expressao de TH no NAc nos animais operados em relacdo aos respectivos falso-
operados. Esses dados, indiretamente sugerem que a atividade dopaminérgica na via
da ATV para o NAc esta reduzida em presenga de dor persistente. Entretanto,
observamos algumas diferengas entre os modelos. O tratamento sistémico com
anfetamina promoveu um aumento mais pronunciado da emissdo de USV de 50 kHz
do subtipo flat em animais submetidos a incisdo da mucosa oral em relagdo aos
animais CION. Esse achado sugere que ha uma maior atividade dopaminérgica
mesolimbica em ratos no terceiro dia apds a incisao intraoral que nos ratos no décimo
quinto dia apds a CION. Além disso, no modelo de incisdo intraoral n&o foi observada
uma reducao significativa no teste de RT-PCR no modelo de dor pds-operatoria,
contrariamente ao modelo de CION. No entanto, em ambos os modelos houve uma
diminuicdo da expressao de TH nos ensaios de WB e IHQ. Esses resultados reforgam
a ideia de que a reducdo da atividade dopaminérgica mesolimbica € mais sutil no
modelo de dor pos-operatoria que no modelo de dor neuropatica trigeminal, o que

pode estar associado as caracteristicas da dor e sua persisténcia em cada modelo.

A atividade neuronal nas areas cerebrais avaliadas (i.e. CPFm, ACe, ABL, NAc
shell e PAG), com excegao do Vc que apresentou ativagao bilateral em ambos os
modelos cirurgicos, foi do lado ipsilateral no modelo de dor pds-operatdria e bilateral
no modelo de dor neuropatica trigeminal. Dados prévios do nosso grupo mostraram
que no modelo de dor pdés operatéria ndo foi detectada hiperalgesia do lado
contralateral a incisdo ou hiperalgesia na pata, o que sugere que nao ha
desenvolvimento de sensibilizagdo central (ARAYA; BARROSO; TURNES;
RADULSKI et al., 2020). Entretanto, no modelo de CION, a hiperalgesia mecanica
persiste por varios meses e é detectada nos lados ipsi- e contralateral ao
procedimento. Portanto, € bastante provavel que ocorra o desenvolvimento de
sensibilizagao central neste modelo, o que poderia estar relacionado com a ativagao
bilateral das estruturas centrais que foram avaliadas. Desta maneira, os dados do
presente estudo acrescentam caracteristicas dos modelos para o estudo translacional

destas condicbes dolorosas.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que a dor orofacial persistente, induzida por formalina,
incisao intraoral ou CION, leva ao desenvolvimento de alteragées comportamentais e
afetivas persistentes, incluindo hiperalgesia térmica e mecanica, dor ténica,
comportamento do tipo ansioso e reducédo das USV sociais (TABELA 1). De acordo
com a literatura atual, algumas dessas alteragbes podem estar relacionadas a uma
alteracdo da via dopaminérgica mesolimbica, o que também foi demonstrado neste
estudo. Além disso, os dados corroboram evidéncias recentes de que a analise de
emissdes de USV pode ser usada como uma medida adicional do componente afetivo
da dor, visto que as emissdes sociais se mostraram reduzidas apos hiperalgesia
persistente. No entanto mais estudos s&o necessarios para esclarecer os mecanismos
associados a esta condicdo. Assim, os dados obtidos enfatizam a importancia do
controle satisfatério da dor no ambiente clinico e incentivam o desenvolvimento de
novos estudos visando determinar a persisténcia dessas alteragées, bem como

explorar substratos neuronais comuns para as alteragdes comportamentais e afetivas.

TABELA 1: PRINCIPAIS ALTERAGOES SENSORIAIS E AFETIVAS ASSOCIADAS A DOR
OROFACIAL PERSISTENTE.

PARAMETROS FORMALINA INCISAO CION
Hiperalgesia persistente t t t
Comportamento do tipo ansioso t t t

Vocalizagbes ultrassbnicas 1 50 kHz 150 kHz 150 kHz
Atividade dopaminérgica mesolimbica ND { i

Os simbolos Tl e ND indicam presencga, redugao e nao determinado, respectivamente.

Em conclusao, o presente estudo acrescenta evidéncias de que a dor orofacial
persistente, mesmo que por poucos dias, pode causar plasticidade neuronal, a qual
esta relacionada com a expressao comportamental e afetiva da dor, e sugere que as
mudancas em ambos esses aspectos estdo relacionadas a redugao da atividade

dopaminérgica mesolimbica.
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ANEXO 1 — Publicagao referente a padronizacdo do modelo de incis&o.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: There is increasing evidence that the toll-like receptor 4 (TLR4) signaling pathway contribute to development of

Toll-like receptor 4 hyperalgesia in the trigeminal system. The aim of the present study was to investigate the role of TLR4 in the

Lps ] _ trigeminal ganglion (1G) in facial hyperalgesia induced by injection of Lipopolysaccharide (LPS) or intraoral

inT;: Fatlie pain it cosal incision, which is an arofacial postoperative pain model, in male Wistar rats. The TLR4 antagorist (LPS-
15

RS, 20 jig/10 pL) was administrated 30 min before LPS injection into the TG (10 pg/10 pl) or oral micosa (10
ug/50 ul). In the postoperative pain model, rats were treated with LPS-RS (20 pg/10 pl) into the TG for three
consecutive days after the incision. Facial heat and mechanical hyperalgesia were assessed hourly after LPS
injection or intraoral incision. In addition, expression of NFxB was assessed in the TG on day 3 after intraoral
meision. Our results showed that blockade of TLR4 in the TG atterniated facial heat and mechanical hyperalgesia
induced by LPS or by mucosal inciston, and that both cond itions are associated to increase of phosphorylated
NFxB in the TG. In conclusion, the present study sugeests that activation of TLR4-NFeB signaling pathway in the
TG contributes to the development of facial heat and mechanical hyperalgesia and may contribute to pain in
mflammatory oral conditions,

NFcB
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Abstract \
Acute pain that persists for a few days is associated with a reduction in patients' quality of life. Orofacial persistent pain promotes
psychological disorders such as anxiety, impairs daily essential activities such as eating, and results in decreased social interaction.
Here, we investigated whether rats subjected to orofacial formalin injection or intraoral incision surgery display persistent facial heat
hyperalgesia, ongoing pain, amdety-like behavior, and changes in ultrasonic vocalization. Orofacial formalin injection or intracral
incision caused facial heat hyperalgesia for 3 days compared with saline-injected and sham animals. In addition, both expermental
groups showed a reduction in the nurnber of entries and in the time spent in the openarms in the elevated plus maze test on day 3,
suggesting that anxiety -ike behavior developed as a consequence of persistent pain. At this time point, both groups also displayed
a reduction in the number of 50-kHz calls, specifically in the flat subtype, which suggests a decrease in social communication.
Moreover, on day 3 after surgery, systemnic morphine produced robust conditioned place preference in rats subjected to intracoral
incision compared with sham, and the formergroup also presented increased spontansous facial grooming, revealing the presence
of ongoing pain. Finally, Westem blotand immunohistochemistry analysis showed a reduction in tyrosine hydroxylase expression in
the nucleus accumbens, which may reflect a decrease in mesolimbic dopaminergic activity. Altogether, the results demonstrate that
acuteorofacial pain causes prolonged changes in behavioral and affective pain components, which may be related to dopaminergic
changes in the nucleus accumbens.
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