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RESUMO 
 

 

ENVOLVIMENTO DAS CININAS NA DOR DO TIPO FIBROMIALGIA 

INDUZIDA POR RESERPINA E O EFEITO DOS INIBIDORES DA ENZIMA 

CONVERSORA DE ANGIOTENSINA I EM CAMUNDONGOS 
 

AUTORA: INDIARA BRUSCO 

ORIENTADORA: SARA MARCHESAN DE OLIVEIRA 
 

  

A fibromialgia é uma doença crônica potencialmente incapacitante caracterizada por dor generalizada 

e uma série de comorbidades como a hipertensão, além de não possuir patofisiologia específica ou 

tratamento apropriado. Evidências têm demonstrado a contribuição das cininas e seus receptores B1 e 

B2 em condições dolorosas crônicas. Adicionalmente, o uso de drogas inibidoras da enzima conversora 

de angiotensina I (ECA) por pacientes hipertensos tem sido associado com uma potencialização de 

sintomas dolorosos. Desta forma, nós investigamos o envolvimento dos receptores B1 e B2 de cininas 

na dor tipo fibromialgia induzida por reserpina e o efeito dos inibidores da ECA sobre essa dor. Para a 

indução do modelo de fibromialgia camundongos Swiss machos receberam uma injeção subcutânea de 

reserpina (1 mg/kg, s.c.) uma vez por dia por 3 dias consecutivos. Parâmetros nociceptivos como 

alodínia mecânica e ao frio e nocicepção espontânea, além do teste de burrowing, tigmotaxia, nado 

forçado e força muscular, foram avaliados em um dia após a última administração de reserpina. O 

papel dos receptores B1 e B2 de cininas foi investigado usando camundongos nocaute ou antagonismo 

farmacológico. Adicionalmente, a expressão dos receptores de cininas e os níveis de bradicinina e 

monoaminas foram analisados no nervo ciático, medula espinhal e córtex cerebral dos animais. O 

efeito dos inibidores da ECA foi avaliado sobre os parâmetros nociceptivos (alodínia mecânica e ao 

frio e nocicepção espontânea) em animais previamente tratados com reserpina e também tratados com 

antagonistas dos receptores de cininas. Os níveis de bradicinina, assim como a atividade da ECA e da 

cininase I também foram mensurados. Camundongos nocaute para o receptor B1 e B2 de cininas 

preveniram o desenvolvimento de alodínia mecânica induzida por reserpina. O antagonismo desses 

receptores também reduziu a alodínia mecânica e ao frio e a nocicepção espontânea induzida por 

reserpina. A reserpina alterou os comportamentos de tigmotaxia, burrowing, nado forçado e força 

muscular dos camundongos. Além disso, a reserpina aumentou a expressão dos receptores B1 and B2 

de cininas e os níveis de bradicinina, assim como reduziu os níveis de monoaminas em estruturas 

periféricas e centrais. Os inibidores da ECA enalapril e captopril aumentaram a alodínia mecânica 

induzida por reserpina e esse aumento foi prevenido pelos antagonistas dos receptores B1 e B2 de 

cininas. Doses submáximas de substância P e bradicinina causaram nocicepção espontânea e 

aumentaram a alodínia mecânica em animais tratados com reserpina. A administração de reserpina 

associada com inibidores da ECA aumentou os níveis de bradicinina e inibiu a atividade da ECA em 

estruturas envolvidas na modulação da dor. Evidenciamos que as cininas e seus receptores B1 e B2 

estão envolvidos na dor do tipo fibromialgia. Além disso, podemos sugerir que a terapia com 

inibidores da ECA em pacientes hipertensos e com fibromialgia requer uma análise cuidadosa, uma 

vez isso poderia potencializar seus sintomas dolorosos. Logo, o tratamento da hipertensão em 

pacientes com fibromialgia poderia incluir classes de medicamentos anti-hipertensivos diferentes de 

inibidores da ECA. Nossos resultados também apontam que antagonistas dos receptores de cininas 

podem ser promissores para aliviar a dor de pacientes com fibromialgia. 

Palavras-chave: Alodínia Mecânica, Alodínia ao Frio, Nocicepção Espontânea, Monoaminas, 

Enalapril. 
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ABSTRACT 

 
KININS INVOLVEMENT IN THE RESERPINE-INDUCED 

FIBROMYALGIA-LIKE PAIN AND THE EFFECT OF ANGIOTENSIN I 

CONVERSING ENZYME INHIBITORS IN MICE 

 

AUTHOR: INDIARA BRUSCO 

ADVISOR: SARA MARCHESAN DE OLIVEIRA 
 

Fibromyalgia is a chronic disease potentially disabling, characterized by widespread pain and a 

range of comorbidities as hypertension, besides not having specific pathophysiology or 

appropriate treatment. Evidence has demonstrated the contribution of kinins and their B1 and B2 

receptors in chronic painful conditions. Additionally, the use of angiotensin I converting enzyme 

(ACE) inhibitor drugs by hypertensive patients has been associated with a potentiation of painful 

symptoms. Thus, we investigated the involvement of kinin B1 and B2 receptors in the reserpine-

induced fibromyalgia-like pain and the effect of ACE inhibitors on this pain. For the induction of 

fibromyalgia model, male Swiss mice received one subcutaneous injection of reserpine (1 mg/kg, 

s.c.) once daily for 3 consecutive days. Nociceptive parameters such as mechanical and cold 

allodynia and spontaneous nociception, besides burrowing, thigmotaxis, forced swimming, and 

muscle strength test were evaluated at one day after the last reserpine administration. The role of 

kinin B1 and B2 receptors was investigated using knockout mice or pharmacological antagonism. 

Additionally, kinin B1 and B2 receptors expression and the bradykinin and monoamines levels 

were analyzed in the sciatic nerve, spinal cord and cerebral cortex of the animals. The effect of 

ACE inhibitors was evaluated on nociceptive parameters (mechanical and cold allodynia and 

spontaneous nociception) in animals previously treated with reserpine and also treated with kinin 

receptor antagonists. The bradykinin levels, as well as the activity of ACE and kininase I also 

were measured. Knockout mice for the B1 and B2 kinin receptor prevented the reserpine-induced 

mechanical allodynia. The antagonism of kinin B1 and B2 receptors also reduced the mechanical 

allodynia, the cold allodynia, and the spontaneous nociception reserpine-induced. The reserpine 

altered thigmotaxis, burrowing, forced swimming, and grip strength behavior of the mice.  

Moreover, reserpine increased the kinin B1 and B2 receptors expression and the kinin levels, as 

well as, reduced the monoamines levels in peripheral and central structures. The ACE inhibitors 

enalapril and captopril increased the reserpine-induced mechanical allodynia and this increase was 

prevented by kinin B1 and B2 receptor antagonists. Submaximal doses of substance P and 

bradykinin caused spontaneous nociception and increased mechanical allodynia in animals treated 

with reserpine. The reserpine administration associated with ACE inhibitors increased and 

bradykinin levels and inhibited the ACE activity in structures involved in the pain modulation. 

We evidence that kinins and their B1 and B2 receptors are involved in the fibromyalgia-like pain. 

In addition, we can suggest that therapy with ACE inhibitors in hypertensive patients and with 

fibromyalgia requires a careful analysis since this could potentiate their painful symptoms. Thus, 

hypertension treatment in patients with fibromyalgia could include classes of antihypertensive 

drugs diferents from ACE inhibitors. Our results indicate that kinin receptor antagonists may be 

promising drugs for relieving the pain of patients with fibromyalgia including those in treatment 

with ACE inhibitors. 

Key words: Mechanical Allodynia, Cold Allodynia, Spontaneous Nociception, Monoamines, 

Enalapril. 
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS  

 

5-HT - Serotonina 

12 –HETE - Ácido 12-hidroxieicosatetraenóico  

12 – LOX – 12 lipoxigenase 

A - Amigdala 

AA - Ácido araquidônico 

Ala - Alanina 

ANOVA - Análise de Variância 

Arg - Arginina 

ARRIVE - Animal Research: Reporting in vivo Experiments 

ASIC - Canal iônico sensível a ácido (do inglês “Acid-sensing ion channels”) 

B - basal 
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-/- - Nocaute para o receptor B1 de cininas 

B2
-/- - Nocaute para o receptor B2 de cininas 

Bk - Bradicinina 

BR1 - Receptor B1 
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CB – Canabinoide 

CCK - Colecistoquinina 
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CGRP - Peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (do inglês “Calcitonin Gene-Related 

Peptide”) 

Cl-- Cloreto 

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

COM – Carboxipeptidase M 

DA - Dopamina 

DABk - Des-Arg9-Bradicinina  

DAG - Diacilglicerol 
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DNIC - Controle inibitório nocivo difuso da dor (do inglês “Diffuse Noxious Inhibitory 

Control of pain”) 

ECA - Enzima Conversora De Angiotensina I 

ERK - proteína quinase regulada por sinal extracelular (do inglês “Extracellular signal-

regulated kinases”) 
EULAR- Liga Europeia Contra o Reumatismo (do inglês “European League     Against 

Rheumatism”) 

FAPGG - (N- [3- (2-Furyh) -Acriloil] -L-Phenyl alanyl glycyl glycine) 

FDA - Food and Drug Administration – U.S. 

Fen - Fenilalanina  

GABA - Ácido gama-aminobutírico 

g - Gramas 

Gli - Glicina 

Glu - Glutamato 

H - Hipotálamo 

h - Horas 

His - Histidina 
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IASP- Associação Internacional para Estudo da Dor (do inglês “International Association for 

the Study of Pain”) 

ICD – Classificação Internacional de Doenças (do inglês “International Classification of 

Diseases”) 

I.p. - Intraperitoneal 

I.pl. - Intraplantar 

I3P - Inositol-3-fosfato 
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Kg – Quilograma 

K+ - Potássio 
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1 INTRODUÇÃO 

A fibromialgia é uma doença crônica que prevalece em 2 a 8% da população mundial 

(CLAUW, 2014). Ela é classificada como dor primária crônica cujo principal sintoma é a dor 

generalizada caracterizada por hiperalgesia, alodínia e dor espontânea (REHM et al., 2010; 

CHOY, 2015; TREEDE et al., 2015; 2019). Os sintomas também incluem hipertensão, fadiga, 

depressão, problemas de memória e distúrbios do sono (CLAUW, 2015; ARNOLD; 

GEBKE; CHOY, 2016). A fibromialgia é, portanto, uma doença potencialmente incapacitante 

que resulta em altos custos médicos e grave redução da qualidade de vida dos pacientes, uma 

vez que seu diagnóstico e tratamento são um grande desafio para médicos e pacientes 

(DOPPLER et al., 2015; ARNOLD; GEBKE; CHOY, 2016; MACFARLANE et al., 2017). 

A fisiopatologia da fibromialgia permanece incompletamente compreendida 

(DOPPLER et al., 2015). No entanto, alguns estudos indicam anormalidades no sistema 

nervoso central, como disfunção da via descendente inibitória da dor mediada pela depleção 

de monoaminas (CLAUW, 2015) e sensibilização central (CHOY, 2015), além de alterações 

periféricas como disfunção de fibras nervosas pequenas (DOPPLER et al., 2015; TAGUCHI 

et al., 2015) e inflamação neurogênica (LITLLEJOHN, 2015). A inflamação neurogênica 

resulta da liberação de neuropeptídios pró-inflamatórios como bradicinina, a partir de células 

inflamatórias periféricas, e substância P liberada de fibras C como parte de um reflexo axonal 

periférico (BLANCO et al., 2010; LITTLEJOHN, 2015).  

Ambos os peptídeos bradicinina e substância P são mediadores neuro-inflamatórios 

envolvidos na sensibilização periférica e central como as que ocorrem na fibromialgia (de 

MOS et al., 2009; LITTLEJOHN, 2015; LITTLEJOHN; GUYMER 2018). A substância P 

contribui para o aumento da excitabilidade dos neurônios no corno dorsal, e 

consequentemente com o aumento da transmissão da dor a partir da medula espinhal para 

regiões cerebrais (BORSOOK; SAVA, 2009; CHOY, 2015; CLAUW, 2015). Ainda, a 

substância P contribui para a sensibilização periférica, uma vez que ela pode ser liberada após 

a ativação antidrômica de fibras C peptidérgicas, iniciada por reflexos axonais ou da raiz 

dorsal (LITTLEJOHN, 2015). É importante notar que níveis aumentados de substância P têm 

sido encontrados no fluido espinhal de pacientes com fibromialgia (CHOY, 2015).  

Já a bradicinina parece contribuir para a patogênese da dor musculoesquelética crônica 

(PINHEIRO et al., 2013), uma característica da fibromialgia (CLAUW, 2014). A bradicinina 

é um peptídeo endógeno envolvido em processos inflamatórios e dolorosos via ativação do 

receptor B2 de cininas, enquanto seus metabólitos ativos também induzem tais processos por 

agir sobre o receptor B1 de cininas (LEEB-LUNDBERG et al., 2005; DUTRA, 2017). A 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arnold%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26817567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arnold%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26817567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gebke%20KB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26817567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choy%20EH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26817567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arnold%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26817567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arnold%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26817567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choy%20EH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26817567
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ativação desses receptores causa comportamento nociceptivo espontâneo, alodínia mecânica e 

ao frio (BRUSCO et al., 2017a) e hiperalgesia térmica (FERREIRA et al., 2002) em humanos 

e animais experimentais (CALIXTO et al., 2004), tanto em modelos de dor aguda como 

crônica (BRUSCO et al., 2017a; QUINTÃO et al., 2008; SILVA et al., 2016).  

Além disso, como a enzima conversora de angiotensina I (ECA) degrada a substância 

P e a bradicinina, o uso de drogas inibidoras da ECA tem sido associado a um aumento do 

risco de desenvolvimento de condições dolorosas crônicas e dor generalizada, por impedir a 

degradação desses peptídeos (BORSOOK; SAVA 2009; de MOS et al., 2009). Dados pré-

clínicos e clínicos também demonstram que os inibidores da ECA aumentam o risco para o 

desenvolvimento de dor da gota (CHOI, 2012; SILVA et al., 2016) e síndrome de dor regional 

complexa (de MOS et al., 2009; BORSOOK; SAVA, 2009), além de aumentar a sensibilidade 

para a dor de dente (GUASTI et al., 2002) e dor muscular (BOIX et al., 2005) e induzir uma 

potencialização da hipersensibilidade dolorosa induzida por quimioterapia (BRUSCO et al., 

2017a). 

Evidências indicam que os inibidores da ECA facilitam e potencializam a progressão 

de mecanismos neuro-inflamatórios, uma vez que eles reduzem o limiar de ativação de 

neurônios periféricos e centrais (de MOS et al., 2009; BORSOOK; SAVA, 2009). Além de 

prevenir a degradação dos neuropeptídios, tais efeitos dos inibidores da ECA também podem 

estar relacionados à interação com os receptores B1 e B2 de cininas (BOIX et al., 2005; 

NEGRAS et al., 2015; DUTRA et al., 2017). Isto porque, inibidores da ECA podem atuar 

como agonistas alostéricos diretos do receptor B1 de cininas (ERDÖS; TAN; SKIDGEL, 

2010; NEGRAES et al., 2015) e como potencializadores alostéricos indiretos da atividade das 

cininas no receptor B2 por interações com a ECA na superfície celular onde ambos estão 

colocalizados (CHEN et al., 2006; ERDÖS; TAN; SKIDGEL, 2010). 

Os inibidores da ECA são uma das classes de drogas mais comumente usadas para 

tratar a hipertensão (MANCIA et al., 2013), a qual é uma comorbidade frequente da 

fibromialgia presente em 12-40% destes pacientes, além de ser um dos diagnósticos mais 

comuns (34,8%) pelos quais esses pacientes são admitidos em hospitais (HAVILAND; 

BANTA; PRZEKOP, 2011). Desta forma, este estudo teve como primeiro objetivo avaliar o 

envolvimento dos receptores B1 e B2 de cininas na patogênese da dor do tipo fibromialgia 

induzida por reserpina. Em seguida investigamos o efeito dos inibidores da ECA sobre o 

sintoma de dor do tipo fibromialgia induzido por reserpina e o envolvimento das cininas sobre 

esse efeito. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 2.1 DOR E NOCICEPÇÃO 

 

A dor é uma experiência individual subjetiva que envolve a percepção de um estímulo 

aversivo onde cada indivíduo aprende a descrevê-la baseado em suas próprias experiências 

(SILVA; RIBEIRO-FILHO, 2011; NAVRATILOVA; PORRECA, 2014). Além disso, a dor 

envolve componentes sensoriais, afetivos, cognitivos e sociais (WILLIAMS; CRAIG, 2016). 

O termo dor é classicamente definido pela Associação Internacional para o Estudo da Dor 

(“IASP”-International Association for the Study of Pain) como “uma experiência sensorial e 

emocional desagradável, associada a uma lesão tecidual real ou potencial, ou descrita em 

termos de tal lesão” (IASP, 2012). Já a nocicepção é um termo fisiológico que se refere ao 

componente sensorial da dor e compreende os processos neurais de codificação e 

processamento dos estímulos nocivos (LOESER; TREEDE, 2008; NAVRATILOVA et al., 

2013). Enquanto a dor é uma sensação subjetiva, a nocicepção pode ser medida em 

parâmetros objetivos (SANDKÜHLER, 2013). 

A origem da dor e seu duplo papel como uma função fisiológica fundamental e por 

outro lado, como uma doença debilitante tem fascinado os cientistas durante séculos 

(KUNER, 2010). A sensação dolorosa, por sua natureza aversiva inerente, contribui para uma 

função vital do sistema nervoso que é fornecer informações sobre a ocorrência ou ameaça de 

alguma lesão (RINGKAMP et al., 2013). Desta forma, a capacidade de detectar estímulos 

nocivos é essencial para a sobrevivência e bem-estar de um organismo (WOOLF, 2010; 

YEKKIRALA et al., 2017). A dor, portanto, é um recurso fundamentalmente desagradável, 

mas de proteção, uma vez que sua aversão, ou seja, sua dimensão afetiva faz com que o 

indivíduo retire seu membro afetado de estímulos prejudiciais evitando um dano ainda mais 

grave às áreas lesadas (NAVRATILOVA; PORRECA, 2014).  

O papel fisiológico da dor é dramaticamente ilustrado por indivíduos que sofrem de 

anomalias congênitas, como mutações do gene SCN9, o qual codifica o canal de sódio Nav1.7. 

Tais mutações podem retardar a inativação do canal levando a hiperexcitabilidade que origina 

duas condições extremas de dor (eritromelalgia familiar ou doença de dor extrema 

paroxística). Ainda, outras mutações nesse gene podem causar hipoexcitabilidade tornando os 

indivíduos insensíveis a dor, isto é, incapazes de detectar estímulos dolorosos (DEVO, 2013). 

Essas pessoas não sentem dor frente a objetos pontiagudos, calor de chamas ou mesmo 

desconforto associado a lesões internas, como um osso quebrado por exemplo. Como 
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resultado, eles não adotam comportamentos de proteção adequados contra essas condições, 

muitas das quais podem ser fatais (BASBAUM et al., 2009). 

 Porém, mesmo que a dor normalmente funcione como uma resposta de alerta e de 

caráter adaptativo, ela pode se tornar um sintoma debilitante (WOOLF, 2010). Essa condição 

surge quando a dor que ocorre após uma lesão aguda persiste além do processo natural de 

cura e se estende além de sua utilidade de proteção (NAVRATILOVA; PORRECA, 2014). 

Neste caso, a dor é maladaptativa e acredita-se resultar do funcionamento anormal do sistema 

nervoso e por isso apresenta um caráter patológico (GRACE et al., 2014; YEKKIRALA et al., 

2017). Desta forma, ela pode levar a implicações em diversos níveis como psicológico e 

emocional, social, fisiológico e também econômico (KING; FRASER, 2013; 

NAVRATILOVA; PORRECA, 2014). 

Em relação ao tempo de duração, a dor pode ser classificada como aguda ou crônica. 

A dor aguda tem início recente, duração limitada e geralmente possui uma causa identificável, 

sendo restrita ao local da lesão e abolida após sua resolução (READY; EDWARDS, 1992; 

RUSSO; BROSE, 1998; KUNER, 2010). Essa dor apresenta função biológica de preservação 

da integridade e da defesa, sendo consequência de uma lesão ou iminência de lesão tecidual 

(JULIUS; BASBAUM, 2001). Já a dor crônica geralmente persiste além do tempo de cura de 

uma lesão, geralmente em decorrência da plasticidade neuronal que ocorre durante alguma 

doença e mantém a dor mesmo após a resolução da lesão. Frequentemente, a dor crônica pode 

não ter causa claramente identificável podendo surgir até mesmo na ausência de qualquer 

gatilho prévio (ASHBURN; STAATS, 1999; KUNER, 2010; MACINTYRE, 2010; READY; 

REDWARDS, 1992; RUSSO; BROSE, 1998). Além disso, essa dor é a causa principal que 

leva à incapacidade e intensa redução da qualidade de vida dos pacientes sendo um grande 

desafio na prática clínica (JULIUS; BASBAUM 2001; KUNER, 2010). Ainda, a dor crônica 

pode estar associada com prejuízos afetivos e cognitivos, tais como ansiedade, depressão, 

anedonia e déficits de aprendizagem (NAVRATILOVA; PORRECA, 2014). 

Quanto aos mecanismos moleculares e celulares operados isoladamente ou em 

combinação, tanto no sistema nervoso periférico quanto central, a dor pode ainda ser 

classificada como nociceptiva, inflamatória ou neuropática (SCHOLZ; WOOLF, 2002). A dor 

nociceptiva é aquela que está associada à proteção fisiológica do organismo em circunstâncias 

que podem causar dano potencial aos tecidos (WOOLF, 2010). Este tipo de dor ocorre 

somente em resposta a estímulos nocivos que ativam neurônios de alto limiar e continua 

apenas na presença mantida deles. É a dor que nos alerta a estímulos como uma picada de 

agulha ou quando tocamos algo muito quente ou muito frio (TORRES et al., 2006). Ela 
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funciona como um sinal de alerta precoce essencial que, geralmente, provoca o reflexo de 

retirada do membro lesionado frente ao agente nocivo (NAVRATILOVA; PORRECA, 2014; 

STEIN, 2016). As doenças hereditárias associadas à insensibilidade congênita à dor estão 

associadas à perda da capacidade de detecção da dor nociceptiva (COX et al., 2006; INDO, 

2001), o que pode levar a lesões repetidas e auto-mutilação, demonstrando a função altamente 

adaptativa e importante deste tipo de dor (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, al., 2009). 

A segunda forma de dor, denominada dor inflamatória, é também adaptativa e tem 

função de proteção. No entanto, o imperativo muda de proteger o organismo contra um 

estímulo nocivo para agir sobre as consequências do dano, uma vez que ela ocorre em 

resposta à lesão tecidual e a inflamação subsequente (JUHL et al., 2008; COSTIGAN; 

SCHOLZ; WOOLF, 2009). Neste tipo de dor a sensibilidade sensorial é aumentada após o 

dano tecidual de maneira a auxiliar na recuperação da lesão. Para exercer essa função o 

sistema nervoso sensorial sofre uma profunda mudança na sua capacidade de resposta 

passando a ser ativado também por entradas inócuas de baixo limiar. Agora, além de ocorrer 

dor espontânea (dor em repouso devido a descargas espontâneas de neurônios nociceptivos), 

estímulos que normalmente eram inócuos passam a produzir dor (alodínia) e respostas a 

estímulos que já eram nocivos passam a ser exageradas e prolongadas (hiperalgesia) 

(COLLOCA et al., 2017; COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; HE et al., 2017; JUHL et 

al., 2008).  

A dor inflamatória é causada pela ativação do sistema imune e por lesão ou infecção 

tecidual. Mediadores inflamatórios podem ativar diretamente os neurônios sensoriais que 

inervam o tecido lesionado evocando dor, ou podem agir em conjunto para produzir uma 

sensibilização do sistema nervoso somatossensorial. Esta forma de dor é uma das 

características principais da inflamação (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; WOOLF, 

2010) e normalmente desaparece após a resolução da lesão tecidual inicial. No entanto, em 

doenças crônicas tais como na artrite reumatoide e gota a dor persiste durante tanto tempo 

quanto a inflamação é ativa. Logo, a dor inflamatória quando crônica apresenta caraterísticas 

patológicas (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; TANEJA; DELLA PASQUA; 

DANHOF, 2017). 

Finalmente, há a dor neuropática que é relativamente comum, não protetora, 

caracterizada por plasticidade maladaptativa do sistema nervoso e, portanto, patológica 

(COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; WOOLF, 2010). Ela é uma dor que não se 

configura por um sintoma de alguma doença, mas sim um estado de doença do sistema 

nervoso periférico ou central. A dor neuropática surge como uma consequência direta de uma 
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lesão ou doença que afeta o sistema somatossensorial, incluindo as fibras periféricas e 

neurônios centrais, alterando sua estrutura e função (WOOLF, 2010; COLLOCA et al., 2017).  

Além disso, a amplificação sensorial anormal faz com que a dor neuropática possa 

persistir de maneira independente da lesão ou doença inicial. Essa dor pode ser evocada por 

estímulos de baixa e alta intensidade resultando em sintomas como hipersensibilidade 

mecânica ou térmica caracterizada por alodínia ou hiperalgesia, dor espontânea e sensação de 

dormência, formigamento ou queimação principalmente nas extremidades distais 

(COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; COLLOCA et al., 2017). A dor neuropática central 

pode resultar de lesão medular, acidente vascular cerebral ou esclerose múltipla. Já a dor 

neuropática periférica resulta de traumas mecânicos, doenças metabólicas como o diabetes, 

produtos químicos neurotóxicos e infecção, bem como, é o sintoma sensorial associado ao 

próprio câncer ou ao tratamento quimioterápico, entre outros (COSTIGAN; SCHOLZ; 

WOOLF, 2009). 

Para que a dor nociceptiva, inflamatória e neuropática e também um toque suave seja 

detectado pelo indivíduo, é necessário a ativação de fibras aferentes primárias. Assim, 

baseando-se em critérios anatômicos e funcionais, diferentes tipos de fibras neuronais são 

capazes de conduzir os estímulos sensoriais a partir da periferia para as regiões centrais 

(BASBAUM et al., 2009; GOLD, 2013). Esses neurônios sensoriais são as fibras aferentes 

primárias Aβ, Aδ e fibras C, que possuem diferentes propriedades permitindo-lhes responder 

e transmitir diferentes tipos de informações sensoriais (D’MELLO; DICKENSON, 2008). As 

fibras Aβ são fibras mielinizadas, de grande diâmetro, e por isso apresentam velocidade de 

condução muito rápida dos potenciais de ação (30-100 m/s). Essas fibras detectam estímulos 

de baixo limiar (não-nocivos) e normalmente respondem ao toque leve sendo responsáveis 

por transmitir a informação táctil e a propriocepção (postura do corpo no espaço). Apesar de 

estas fibras serem especializadas na detecção de estímulos inócuos como o tato, elas também 

são capazes de transmitir impulsos nervosos nociceptivos após uma lesão nervosa, por 

exemplo, como ocorre na dor neuropática (BASBAUM et al 2009; D’MELLO; 

DICKENSON, 2008; GRACE et al., 2014; JULIUS; BASBAUM, 2001; WEST et al., 2015). 

Já as fibras Aδ possuem médio diâmetro, são levemente mielinizadas e com 

velocidade de condução rápida (12-30 m/s), porém considerada mais lenta do que as fibras 

Aβ, e também apresenta um maior limiar de ativação. Existem duas classes principais de 

fibras Aδ, ambas respondem a estímulos mecânicos, porém podem ser diferenciadas quanto à 

resposta ao calor ou como são afetadas por lesões teciduais. Por outro lado, as fibras C são 

fibras não mielinizadas, de pequeno diâmetro e por isso possuem velocidade de condução 
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lenta (0,5 - 2 m/s) do estímulo doloroso, e também os maiores limiares de ativação. A maioria 

das fibras C são polimodais (respondem a estímulos térmicos, mecânicos e químicos), outras 

são mecanicamente insensíveis, mas respondem ao calor nocivo. Além disso, as fibras C são 

classificadas como peptidérgicas e não peptidérgicas. As peptidérgicas produzem e liberam 

substância P e o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), além de expressar o 

receptor de tirosina quinase de alta afinidade (TrkA) para o fator de crescimento do nervo. Já 

as fibras C não peptidérgicas apresentam locais de ligação para a isolectina B4 e expressam o 

receptor purinérgico P2X3. Tanto as fibras Aδ quanto as fibras C podem ser denominadas de 

nociceptores, os quais correspondem aos terminais periféricos dos axônios dos neurônios 

sensoriais e estão envolvidas na nocicepção mecânica, térmica ou química (BASBAUM et al., 

2009; D’MELLO; DICKENSON, 2008; GRACE et al., 2014; JULIUS; BASBAUM, 2001; 

WEST et al., 2015).  

As fibras aferentes primárias mencionadas acima se estendem da periferia ao corno 

dorsal da medula espinhal e seu corpo celular está localizado em diferentes gânglios, entre 

eles o gânglio da raiz dorsal que se dirige para o corpo em direção ao tronco e aos membros. 

A partir de cada gânglio da raiz dorsal origina-se um axônio que se divide em dois troncos, 

sendo que um deles se dirige para os tecidos periféricos originando as fibras aferentes 

primárias e o outro para a medula espinhal no caso dos nervos espinhais ou para o tronco 

encefálico no caso dos nervos cranianos (MANTYH et al., 2006; BASBAUM et al., 2009; 

TODD; KOERBER, 2013). Já gânglio do trigêmeo abriga os corpos celulares de neurônios 

que se dirigem para a face incluindo o território craniano e a cavidade oral e facial. Depois de 

entrar no trato trigeminal, a maioria dos aferentes atravessa via caudal enquanto transmite 

projeções colaterais que terminam nas subdivisões do núcleo espinhal do trigêmeo e sobre a 

medula cervical, para então, ativar os neurônios de segunda ordem (VILLANUEVA; 

NOSEDA, 2013). Ainda, há o gânglio nodoso que abriga os corpos celulares das fibras 

aferentes vagais que inervam os órgãos das cavidades torácica, abdominal e pélvica. Essas 

fibras possuem terminais centrais localizados principalmente no núcleo do trato solitário 

(GEBHAET; BIELEFELDT, 2016). 

A experiência sensorial se inicia na periferia, onde os terminais dos neurônios 

sensoriais respondem aos estímulos nocivos, convertendo a energia do estímulo em um sinal 

elétrico.  Em seguida, a informação é conduzida via potenciais de ação para o corno dorsal da 

medula espinhal, onde terminam as extremidades centrais destas fibras (D’MELLO; 

DICKENSON, 2008; GOLD, 2013). Logo, as fibras sensoriais atuam como neurônios de 
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primeira ordem conduzindo os estímulos nocivos a partir da periferia até o sistema nervoso 

central (MANTHY, 2006; GRACE et al., 2014).   

As três modalidades de estímulos nocivos que são codificadas pelos neurônios 

sensoriais são químicas, térmicas e mecânicas, variando conforme a natureza específica do 

estímulo como o tipo de produto químico, a temperatura ou as propriedades características de 

cada estímulo mecânico (GOLD, 2013). A atividade nociceptiva desses neurônios também 

pode surgir espontaneamente, ou seja, independente de algum estímulo, sob condições 

patológicas como consequência de mudanças no equilíbrio de correntes iônicas na membrana, 

por vezes resultantes da atividade ectópica neuronal (LIU et al 2002; AMIR et al 2002; 

YEKKIRALA et al., 2017). 

De qualquer forma, seja dependente ou independente de estímulo, a transdução dos 

sinais nociceptivos da periferia deve resultar na despolarização da membrana, uma vez que a 

geração do potencial de ação é necessária para a propagação das informações sensoriais para 

o sistema nervoso central (BASBAUM et al., 2009; GOLD, 2013). Um potencial gerador 

pode ser iniciado diretamente pela abertura de canais iônicos incluindo canais de receptores 

de potencial transitório (TRPA, TRPM, TRPV), canais de sódio (Nav), canais iônicos 

sensíveis a ácido (ASIC), entre outros, os quais irão alterar o potencial de membrana e, assim, 

resultar em um potencial de ação que pode ser propagado em direção ao sistema nervoso 

central (CATERINA, 1997; CATERINA; GOLD; MEYER, 2005; BINGHAM et al., 2009; 

GRACE et al., 2014).  

Um segundo mecanismo indireto envolve o fechamento de canais responsáveis por 

correntes hiperpolarizantes, como os canais de potássio. Isso resulta em um aumento na 

permeabilidade da membrana para a corrente despolarizante, que pode ser suficiente para 

acionar o potencial de membrana acima do limiar de potencial de ação. Para a eficiência desse 

mecanismo é necessário que uma corrente de despolarização, a abertura de canais de sódio, 

por exemplo, esteja simultaneamente ativa (ROCHA-GONZALEZ; MAO; ALVAREZ-

LEEFMANS, 2008). O terceiro mecanismo é também indireto e depende de uma associação 

relativamente próxima entre um canal iônico capaz de conduzir a despolarização da 

membrana, e um canal iônico controlado por baixa tensão capaz de empurrar o potencial de 

membrana acima do limiar de potencial de ação (LIU et al., 2010). 

A informação sensorial é então transmitida, via potenciais de ação, ao longo dos 

axônios das fibras nociceptivas até o corno dorsal da medula espinhal (D’MELLO; 

DICKENSON, 2008; GRACE et al., 2014). Assim que esses potencias alcançam a medula 

espinhal ocorrem conexões com neurônios motores (fibras eferentes), os quais conduzem a 
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informação do sistema nervoso central para a periferia contribuindo para o reflexo de retirada 

do membro afetado pelo estímulo nocivo (WOLPAW, 2007). Além disso, conexões também 

ocorrem nas diferentes lâminas do corno dorsal, estendendo-se de forma superficial e/ou 

profunda (D’MELLO; DICKENSON, 2008; GRACE et al., 2014). A maioria das fibras 

nociceptivas Aδ e C tem suas terminações em lâminas superficiais, as lâminas I e II, com um 

menor número atingindo as lâminas mais profundas, enquanto as fibras Aβ 

predominantemente inervam as lâminas III-V (D’MELLO; DICKENSON, 2008; WEST et 

al., 2015).  

Além disso, células nociceptivas específicas encontradas principalmente 

superficialmente, fazem sinapses com fibras Aδ e C e disparam potenciais de ação quando um 

estímulo doloroso é detectado na periferia. Já as células que recebem entrada exclusivamente 

de fibras Aβ são proprioceptivas e respondem apenas ao toque. Há ainda outro tipo de 

neurônio localizado mais profundamente (lâmina V) que é denominado de neurônio de faixa 

dinâmica ampla, uma vez que, recebe informações de todos os três tipos de fibras sensoriais e, 

portanto, responde a toda a gama de estímulos, desde o toque leve até a compressão, calor e 

produtos químicos nocivos. Tipos celulares não neuronais da medula espinhal como astrócitos 

e microglia, também são capazes de influenciar a transmissão da dor pelo corno dorsal, 

particularmente sob condições patológicas (KUNER, 2010; D’MELLO; DICKENSON, 2008) 

(Figura 1). 

Na medula espinhal há também interneurônios glutamatérgicos excitatórios, e 

GABAérgicos inibitórios que podem aumentar ou diminuir a resposta nociceptiva, 

influenciando assim a saída do corno dorsal (D’MELLO; DICKENSON, 2008). Quando o 

potencial de ação alcança as terminações pré-sinápticas na medula espinhal, ocorre a abertura 

de canais de cálcio sensíveis a voltagem com consequente influxo de cálcio e liberação de 

neurotransmissores excitatórios, principalmente glutamato (BASBAUM et al., 2009; GRACE 

et al., 2014). O glutamato liga-se aos seus receptores expressos no corno dorsal produzindo 

potenciais pós-sinápticos excitatórios rápidos. A ativação mais intensa ou sustentada das 

fibras C também resulta na liberação de neuropeptídios, como substância P e CGRP, que 

produzem potenciais sinápticos lentos através da ativação de seus receptores, contribuindo 

para a plasticidade na transmissão da dor no corno dorsal (BINGHAM et al., 2009; VERNE et 

al., 2004).  

A liberação desses neurotransmissores na medula espinhal é regulada pela inibição 

pré-sináptica produzida pelos receptores GABA (ácido gama aminobutírico), além de outros 

receptores inibitórios como o canabinoide 1 e os três receptores opioides μ, δ e κ. O GABA, 
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assim como o neurotransmissor glicina, também induz inibição pós-sináptica em neurônios do 

corno dorsal controlando a transmissão da dor (WOOLF; SALTER, 2006). Quando o GABA 

e a glicina se ligam aos seus receptores eles desencadeiam o influxo de íons cloreto e então 

causam a hiperpolarização da membrana e desta forma a inibição da excitabilidade neuronal 

(COULL et al., 2005; SANDKÜHLER, 2013). Receptores GABA também potencializam 

correntes de potássio e suprimem correntes de cálcio para reduzir a atividade neuronal 

(MILLAN, 2002). 

Após o processamento da dor na medula espinhal, os neurotransmissores e 

neuropeptídios excitatórios ativam os neurônios nociceptivos de segunda ordem que 

transmitem as informações nociceptivas da medula espinhal até os centros superiores, por 

meio de duas vias ascendentes (BASBAUM et al., 2009; GRACE et al., 2014). Os axônios 

dos neurônios de segunda ordem do corno dorsal cruzam para o quadrante anterolateral e 

contralateral à entrada nociceptiva para iniciar as projeções ascendentes (FIELDS, 2004). A 

primeira via consiste na via espinotalâmica a qual ascende mais profundamente da lâmina III-

VI do corno dorsal da medula espinhal até o tálamo, de onde neurônios de terceira ordem 

partem até o córtex somatossensorial (D’MELLO; DICKENSON, 2008; KUNER, 2010). 

Essa via é responsável por detectar o componente discriminativo-sensorial da dor, uma vez 

que o córtex somatossensorial primário determina a localização e a intensidade do estímulo 

nocivo e o córtex somatossensorial secundário determina o tipo de estímulo (térmico ou 

mecânico, por exemplo) (BINGHAM et al., 2009; GRACE et al., 2014) (Figura 1). 

A segunda via pela qual a percepção do estímulo doloroso pode ascender é através de 

projeções (neurônios de segunda ordem) que partem principalmente da lâmina I da medula 

espinhal para o núcleo parabraquial localizado na ponte (tronco encefálico). Estima-se que 

80% dos neurônios de projeção que partem dessa lâmina expressam o receptor de 

neuroquinina 1 (NK1) para a substância P (TODD, 2002). A partir do núcleo parabraquial as 

informações ascendem para a amígdala, via neurônios de terceira ordem que são em sua 

maioria CGRP positivos, as quais convergem para o córtex insular e córtex cingulado. Essa 

via é chamada de espinoparabraquial amigdaloide e é capaz de determinar o componente 

afetivo-motivacional frente à experiência dolorosa, uma vez que, o córtex cingulado anterior 

está associado com o desprazer e o sofrimento associados à dor, enquanto a ínsula está 

envolvida na aversão emocional a dor (BASBAUM et al., 2009; BINGHAM et al., 2009; 

ROEDER et al., 2016). O córtex pré-frontal faz a integração dos estímulos dolorosos 

abrangendo os componentes sensorial-discriminativos e afetivos-motivacionais da dor, 

contribuindo para experiências como o medo e a depressão associados à dor (BINGHAM et 
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al., 2009) (Figura 1). Há ainda projeções da coluna vertebral para outros locais como cerebelo 

e núcleo reticular lateral os quais estão principalmente envolvidos na integração sensorial-

motora (DOSTROVSKY; CRAIG, 2013). 

 

Figura 1. Via ascendente de transmissão da dor. Os estímulos sensoriais são transmitidos a partir da periferia por 

meio de neurônios sensoriais aferentes primários (fibras Aβ, Aδ e C) até o corno dorsal da medula espinhal. As 

fibras Aβ detectam estímulos inócuos e alvejam as lâminas III-V. Já as fibras Aδ e C detectam estímulos nocivos 

(mecânicos, térmicos e químicos) e seus terminais centrais terminam principalmente nas lâminas superficiais (I-

II) e também em lâminas profundas. Essas fibras fazem sinapse com neurônios de segunda ordem na medula 

espinhal que enviam as informações sensoriais para regiões supra-espinhais por meio de duas vias ascendentes. 

Os neurônios da via espinotalâmica (em verde) se projetam das lâminas III-VI até o tálamo de onde neurônios de 

terceira ordem alcançam o córtex somatossensorial primário e secundário que determina o componente 

discriminativo sensorial da dor. Os neurônios da via espinoparabraquial amigdaloide (em azul) partem 
principalmente das lâminas mais superficiais até o núcleo parabraquial (PB) de onde enviam projeções para a 

amigdala, e desta para o córtex insular e cingulado sendo responsável pelo componente afetivo-motivacional da 

dor. Ainda o PB pode enviar projeções para a medula rostralventromedial (RVM) e para a substância cinzenta 

periaquedutal (PAG) (em vermelho). 

 

Após a recepção no corno dorsal da medula espinhal, a informação nociceptiva está 

sujeita ao processamento extensivo por uma diversidade de mecanismos, alguns dos quais 

aumentam, e alguns dos quais inibem sua transferência para centros superiores. Uma rede de 

caminhos descendentes que se projetam de estruturas cerebrais para o corno dorsal 

desempenha um papel importante nesse processamento (MILLAN, 2002). Desta forma, além 
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do controle da dor exercido na medula espinhal pelos interneurônios inibitórios que usam 

GABA e/ou glicina como transmissores, projeções descendentes oriundas do tronco 

encefálico também podem exercer controle modulatório sobre a nocicepção espinhal 

(BINGHAM et al., 2009; SANDKÜHLER, 2013). A modulação da dor é realizada, portanto, 

por vias descendentes (Figura 2) as quais estão envolvidas principalmente com o mecanismo 

endógeno de inibição da dor (OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010).  

A evidência inicial de mecanismos modulatórios da dor veio de observações feitas por 

Beecher, um médico que serviu ao Exército dos EUA durante a Segunda Guerra Mundial, o 

qual relatou uma notável atenuação da dor experimentada por soldados em situações de 

combate após sofrerem fraturas de ossos longos ou feridas penetrantes (BEECHER, 1946). 

Observações semelhantes foram feitas em atletas que continuavam competindo apesar de 

apresentarem lesões significativas (BINGEL; TRACEY, 2008). Alguns anos depois, Beecher 

descreveu que as vias descendentes também estavam subjacentes a analgesia com placebo 

(BEECHER, 1955) associada principalmente com o efeito de opioides endógenos (ZUBIETA 

et al., 2005). De fato, essas vias são sensíveis a opioides e importantes para o efeito de drogas 

analgésicas, incluindo, canabinoides, anti-inflamatórios não esteroidais, bloqueadores da 

recaptação de noradrenalina e serotonina, além do efeito dos próprios opioides exógenos 

(OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010). 

As vias descendentes possuem entradas que surgem em múltiplas áreas, incluindo o 

hipotálamo, a amígdala, a ínsula, o córtex cingulado rostral anterior, e o córtex pré-frontal, 

dirigindo-se para a região cinzenta periaquedutal no mesencéfalo (PAG), e com saídas 

indiretas da PAG para a modulação da dor na medula espinhal (BINGHAM et al., 2009; 

OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010). A PAG influencia a modulação da dor descendente 

principalmente através de suas conexões com a medula rostroventromedial (RVM) e com 

núcleos noradrenérgicos pontomesencefálicos (BINGHAM et al., 2009; FIELDS; 

BASBAUM; HEINRICHER, 2005). Os neurônios de projeção PAG-RVM expressam 

neuropeptídios, aminoácidos excitatórios e serotonina, assim como, a PAG é rica em opioides 

endógenos e expressa os três receptores opioides (MOR, DOR, KOR) (HEINRICHER; 

INGRAM, 2008).  

Além de projeções indiretas das vias de transmissão nociceptiva que incluem ligações 

com o hipotálamo, amígdala, córtex cingulado e ínsula anterior, projeções ascendentes 

colaterais também se projetam diretamente para núcleos mesencefálicos, incluindo a PAG e a 

RVM (HEINRICHER; FIELDS, 2013; OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010). Essas duas 

estruturas podem receber entradas nociceptivas ascendentes diretas da medula espinhal 
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através de neurônios da via espinotalâmica. Além disso, projeções da via espinobulbar 

oriundas da lâmina I espinhal e também do núcleo parabraquial possuem projeções diretas 

para a PAG e a RVM (BENARROCH, 2008; GAURIAU; BERNARD, 2002; HEINRICHER; 

FIELDS, 2013). Tais projeções diretas do corno dorsal para a PAG transmitem informações 

inócuas e nocivas de estruturas cutâneas, musculoesqueléticas e viscerais (HEINRICHER; 

INGRAM, 2008). Logo, a PAG é anatomicamente bem localizada para modular as entradas 

nociceptivas e a percepção da dor através de suas interações com projeções ascendentes e 

descendentes de vários locais (OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA, 2014) (Figura 2). 

 

Figura 2. Interação entre as vias ascendentes e descendentes da dor. A substância cinzenta periaquedutal (PAG) 

recebe projeções descendentes a partir de interações indiretas com as vias ascendentes (hipotálamo, amígdala, 

córtex cingulado e ínsula; em amarelo). Projeções ascendentes colaterais também se projetam diretamente da 

medula espinhal para a PAG e a medula rostroventromedial (RVM). Essas projeções podem ser oriundas da via 

espinobulbar incluindo projeções do núcleo parabraquial (PB; em azul), além de entradas espinotalâmicas (em 

verde). 

 

A modulação da dor a partir da PAG é influenciada por diferentes fatores. Entre eles 

há os neurotransmissores GABA e glutamato que desempenham papéis opostos no 

processamento nociceptivo nesta estrutura. A ativação de neurônios glutamatérgicos e a 

inibição de neurônios GABAérgicos na PAG causa antinocicepção, ao passo que o oposto 

facilita a nocicepção através das vias descendentes (SAMINENI et al., 2017). Tem sido 

sugerido que agonistas μ-opioides inibem interneurônios GABAérgicos na PAG, mas não os 
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neurônios de saída da PAG que se projetam para RVM, os quais seriam presumidamente 

neurônios glutamatérgicos. Isto é, na PAG a maioria dos neurônios sensíveis a agonistas μ-

opioides são interneurônios GABAérgicos. Adicionalmente, é hipotetizado que os 

interneurônios GABAérgicos estariam exercendo efeitos inibitórios nesses neurônios 

glutamatérgicos da PAG, os quais se projetam para a RVM para iniciar a inibição descendente 

(HEINRICHER; INGRAM, 2008; LAU; VAUGHAN, 2014; SAMINENI et al., 2017) (Figura 

3). 

Embora o efeito dos opioides sobre os neurônios glutamatérgicos na PAG seja pouco 

conhecido (HEINRICHER; INGRAM, 2008), como mencionado acima, opioides e também 

os canabinoides são capazes de ativar a analgesia descendente através de um processo indireto 

de "desinibição do GABA", a fim de suprimir os estímulos GABAérgicos inibitórios nos 

neurônios de saída da via analgésica descendente (possivelmente neurônios glutamatérgicos) 

(LAU; VAUGHAN, 2014; SAMINENI et al., 2017). Essa hipótese de desinibição foi 

fundamentada, uma vez que a antinocicepção resulta da excitação e ativação direta de 

neurônios da via descendente que se projetam da PAG para a RVM. No entanto, os opioides 

têm um efeito inibitório direto sobre os neurônios, mas também produzem analgesia quando 

injetados nessas estruturas (MOREAU; FIELDS, 1986; LAU; VAUGHAN, 2014). Para 

explicar este efeito dos opioides, Basbaum e Fields (1984) propuseram a hipótese da 

desinibição do GABA da analgesia. De acordo com ela, interneurônios GABAérgicos estão 

presentes na PAG e na RVM, onde liberam GABA, que atua via receptores GABAA para 

inibir os neurônios de saída da via descendente. Foi proposto que os opioides ativam a via 

PAG-RVM ao suprimir indiretamente a influência inibitória dos interneurônios GABAérgicos 

locais, desinibindo desse modo o impulso antinociceptivo para a medula espinhal (LAU; 

VAUGHAN, 2014) (Figura 3). 
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Figura 3. Modulação da dor na substância cinzenta periaquedutal (PAG), mecanismo de desinibição do GABA. 

A ativação de neurônios glutamatérgicos e a inibição de neurônios GABAérgicos na PAG causa antinocicepção. 
Agonistas μ-opioides não inibem neurônios de saída da PAG que se projetam para RVM (neurônios 

glutamatérgicos), porém, esses neurônios são inibidos por interneurônios Gabaérgicos locais. Os interneurônios 

Gabaérgicos liberam GABA, que atua via receptores GABAA para inibir os neurônios de saída da via 

descendente através do influxo de íons cloreto (Cl-) e hiperpolarização da membrana. Opioides e canabinoides 

ativam a analgesia descendente suprimindo os estímulos Gabaérgicos inibitórios nesses neurônios. A ativação 

pós-sináptica do receptor µ-opioide desencadeia um aumento na condutância de potássio e hiperpolarização dos 

interneurônios Gabaérgicos, além da inibição de canais de cálcio (1). Já a ativação de receptores µ-opioides pré-

sinápticos causa diminuição da liberação do GABA e das entradas Gabaérgicas nos neurônios de saída PAG-

RVM. Esse mecanismo inclui a ativação da fosfolipase A2 (PLA2) e aumento de ácido araquidônico (AA), o qual 

é metabolizado pela 12-lipoxigenase (12-LOX) formando ácido 12-hidroxieicosatetraenóico (12-HETE) que, 

então ativa canais de potássio para hiperpolarizar e diminuir a liberação do GABA (2). No entanto, os 

canabinoides exercem apenas ações pré-sinápticas nos neurônios de saída PAG-RVM, cujo mecanismo 
permanece desconhecido (3). 
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Para desencadear a desinibição do sistema PAG-RVM e a antinocicepção, os opioides 

e também os canabinoides usam mecanismos pós-sinápticos e pré-sinápticos distintos (LAU; 

nVAUGHAN, 2014). Opioides inibem diretamente os neurônios da PAG-RVM, 

presumivelmente interneurônios GABAérgicos, via ativação pós-sináptica do receptor µ-

opioide com consequente aumento na condutância de potássio e hiperpolarização desses 

neurônios, além da inibição de canais de cálcio. Agindo de forma pré-sináptica em receptores 

µ-opioides expressos em neurônios GABAérgicos, os opioides diminuem a liberação do 

GABA e as entradas GABAérgicas nos neurônios PAG-RVM (HEINRICHER; INGRAM, 

2008; LAU; VAUGHAN, 2014). Esse mecanismo pré-sináptico dos opioides inclui canais de 

potássio dependentes de voltagem ligados a uma via de segundos mensageiros. Nessa via, os 

opioides ativam a fosfolipase A2 que aumenta a produção de ácido araquidônico, o qual é 

posteriormente metabolizado pela 12-lipoxigenase formando metabólitos como o ácido 12-

hidroxieicosatetraenóico (12-HETE). Esse metabólito ativa canais de potássio dependentes de 

voltagem para hiperpolarizar e diminuir a liberação do GABA (HEINRICHER; INGRAM, 

2008; LAU; VAUGHAN, 2014; VAUGHAN et al., 1997) (Figura 3). 

Em contraste, os canabinoides não possuem efeitos pós-sinápticos diretos nos 

neurônios PAG-RVM exercendo apenas ações pré-sinápticas, cujo mecanismo permanece 

desconhecido (LAU; VAUGHAN, 2014). Desta forma, opioides e canabinoides ativam a 

analgesia descendente através de um processo indireto de desinibição do GABA suprimindo 

os estímulos gabaérgicos inibitórios nos neurônios de saída da via descendente (FIELDS, 

2004; LAU; VAUGHAN, 2014) (Figura 3). 

A partir da PAG projeções das vias descendentes alvejam a RVM, a qual é formada 

pelo núcleo magnus da rafe serotonérgico, o núcleo reticular paragigantocelular-alfa e o 

núcleo paragiganto-celular lateral (FIELDS; BASBAUM; HEINRICHER, 2005; OSSIPOV; 

MORIMURA; PORRECA, 2014). A RVM recebe entradas neuronais da PAG e envia 

projeções descendentes através do funículo dorsolateral para o corno dorsal da medula 

espinhal. Ali, essas projeções formam conexões sinápticas com terminais aferentes primários 

e neurônios de segunda ordem, bem como com interneurônios, modulando desta forma a 

entrada nociceptiva na medula espinhal (OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010) (Figura 4). 

 Existem duas populações de neurônios na RVM que são determinantes para a 

modulação da dor. Um grupo de neurônios chamados de células ON que aumenta o seu 

disparo em resposta a um estímulo nocivo, imediatamente antes do início do reflexo 

nociceptivo. Já a outra população de neurônios diminui o disparo imediatamente antes do 

reflexo nociceptivo sendo assim chamadas de células OFF. Alguns neurônios da RVM não 
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modificam sua atividade frente a um estímulo nocivo e então são chamados de células 

neutras, as quais parecem conter serotonina em sua constituição (FIELDS et al., 1983; 

FIELDS, 2004; HEINRICHER; INGRAM, 2008; OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010) 

(Figura 4). 

Enquanto o corpo celular dos neurônios ON e OFF está na RVM, os terminais dos 

axônios descendentes desses neurônios se projetam diretamente para as lâminas I, II e V do 

corno dorsal da medula espinhal as quais são alvo de aferentes nociceptivos primários 

(D’MELLO; DICKENSON, 2008; FIELDS, 2004; HEINRICHER; FIELDS, 2013). Uma vez 

que as células ON possuem características pronociceptivas (facilitatórias), enquanto as células 

OFF desempenham funções antinociceptivas (inibitórias), a ativação da modulação 

descendente pode inibir ou facilitar a entrada nociceptiva na medula espinhal e, portanto, 

fornece um sistema descendente endógeno de regulação bidirecional da dor (FIELDS et al., 

1983; FIELDS, 2004; OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010). Logo, o circuito PAG-RVM 

deve ser visto não especificamente como um sistema de analgesia, mas mais geralmente, 

como um sistema de modulação da dor (HEINRICHER; INGRAM, 2008).  

Além de uma projeção direta ao corno dorsal, a RVM pode influenciar o 

processamento nociceptivo na medula através de projeções retransmitidas para um grupo de 

neurônios A7 no tegumento mesopontino. Esta conexão permite à RVM ativar neurônios 

noradrenérgicos que se projetam via espinhal de forma paralela às projeções diretas da RVM 

ao corno dorsal. As saídas da RVM são, portanto, projeções descendentes para o corno dorsal, 

tanto diretamente quanto via tegmento mesopontino (HEINRICHER; INGRAM, 2008). Além 

disso, estudos recentes têm reforçado que neurônios se projetam diretamente do núcleo 

parabraquial lateral para a RVM influenciando a resposta das células ON e OFF frente à 

estimulação nociva. Sabe-se que poucos desses neurônios expressam CGRP, sugerindo que a 

projeção do núcleo parabraquial para a RVM é distinta daquela da amígdala e, parece 

transmitir entradas glutamatérgicas (aproximadamente 70%) e GABAérgicas 

(aproximadamente 30%) diretas para os neurônios da RVM (CHEN et al., 2017; ROEDER et 

al., 2016). Ainda, neurônios da via espinoparabraquial positivos para o receptor de NK1 são 

importantes não apenas transmitindo a informação dolorosa para o núcleo parabraquial, mas 

também estabelecendo níveis inibitórios e excitatórios em redes nociceptivas descendentes 

(LAPIROT et al., 2009; SUZUKI et al., 2002). Essas conexões contribuem para que a via 

espinoparabraquial acesse o sistema de controle descendente da dor (CHEN et al., 2017; 

ROEDER et al., 2016). 
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Como mencionado anteriormente, os diferentes níveis do circuito PAG-RVM estão 

ligados em parte através da liberação de opioides endógenos (HEINRICHER; FIELDS, 

2013). Assim como na PAG, agonistas µ-opioides também estão envolvidos na modulação 

descendente da dor por agir na RVM, uma vez que eles aumentam indiretamente a atividade 

das células OFF via inibição da entrada inibitória GABAérgica (FIELDS, 2004; 

HEINRICHER; FIELDS, 2013). Interneurônios GABAégicos na RVM inibem 

preferencialmente a atividade das células OFF do que das células ON, portanto nessa estrutura 

eles favorecem os mecanismos de facilitação descendentes da dor (MILLAN, 2002). 

Agonistas µ-opioides atuam reduzindo a liberação do GABA na RVM através de uma ação 

pré-sináptica que inclui a ativação de canais de potássio. Desta forma, a inibição mediada pelo 

GABA é reduzida o que explica a ativação (desinibição) das células OFF pelos agonistas µ-

opioides (FIELDS, 2004). Neurônios glutamatérgicos também podem agir sobre as células 

OFF amplificando o efeito da desinibição (HEINRICHER; INGRAM, 2008) (Figura 4). 

  Em contraste, as células ON são diretamente hiperpolarizadas através da ativação de 

uma condutância de potássio e, portanto, inibidas pelos agonistas µ-opioides sugerindo que 

elas provavelmente expressam os receptores μ-opioides (FIELDS, 2004). Embora a inibição 

pré-sináptica da transmissão glutamatérgica para as células ON em ambos RVM e PAG possa 

contribuir, o efeito analgésico de agonistas μ-opioides nessas estruturas se dá mais 

provavelmente devido à desinibição das células OFF (FIELDS, 2004). Desta forma, mesmo 

que os opioides sejam capazes de inibir as células ON, sabe-se que a ativação das células OFF 

é necessária e suficiente para a analgesia desencadeada por eles (FIELDS, 2004; 

HEINRICHER; FIELDS, 2013; OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010) (Figura 4).  

De acordo com a ideia de desinibição, argumentou-se que as células ON seriam 

interneurônios GABAérgicos locais que inibem as células OFF, sugerindo uma hipótese de 

inibição lateral. No entanto, a hipótese de inibição paralela onde neurônios inibitórios (OFF) e 

excitatórios (ON) formam duas vias distintas na modulação descendente da dor, parece 

prevalecer (CLEARY; NEUBERT; HEINRICHER, 2008; LAU; VAUGHAN, 2014). Ainda, 

à nível da medula espinhal, os opioides podem inibir a liberação de neurotransmissores 

excitatórios dos terminais aferentes primários, bem como a atividade dos neurônios de 

transmissão da dor (OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010).  

Além dos opioides, as monoaminas serotonina, noradrenalina e dopamina também 

podem exercer efeitos modulatórios da dor através das vias descendentes (Figura 4). Elas 

podem causar efeitos antinociceptivos ou pronociceptivos através da ativação de diferentes 

subtipos de receptores localizados nos aferentes nociceptivos primários, nos neurônios de 
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projeção do corno dorsal, em interneurônios excitatórios ou em inibitórios locais, e nas células 

gliais. A recaptação pré-sináptica e o controle da liberação por autoreceptores inibitórios pré-

sinápticos determinam os níveis locais de monoaminas e assim os seus efeitos nos seus 

diferentes alvos no corno dorsal (BENARROCH, 2008). 

Projeções serotoninérgicas partem do núcleo magno da rafe na RVM para o corno 

dorsal da medula espinhal, originando a via serotoninérgica descendente da dor (KWIAT; 

BASBAUM, 1992). No entanto apenas 20% dos neurônios da RVM são serotoninérgicos, 

uma vez que a maioria das projeções da RVM para a medula espinhal são glicinérgicas ou 

GABAérgicas (OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010). A ativação de projeções 

descendentes da RVM promove a liberação de serotonina no corno dorsal, seja diretamente de 

terminais de projeção ou de interneurônios espinhais. Na medula, as projeções 

serotoninérgicas descendentes podem ser inibitórias ou facilitatórias da dor dependendo do 

subtipo de receptor que é ativado. A ativação de receptores 5-HT1A, 5-HT1B e 5-HT1D tende a 

ser antinociceptiva, enquanto os receptores 5-HT2A e 5-HT3 tendem a promover nocicepção 

(DOGRUL; OSSIPOV; PORRECA, 2009; OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA, 2014).  

Para produzir antinocicepção os receptores 5-HT1A pós-sinápticos alteram a 

condutância de potássio e causam hiperpolarização a fim de inibir a excitabilidade dos 

neurônios espinotalâmicos e dos interneurônios excitatórios. Já os receptores pré-sinápticos 5-

HT1B/D contribuem para a antinocicepção por inibir a liberação de neurotransmissores dos 

aferentes primários através do bloqueio de canais de cálcio (BENARROCH, 2008; BOADAS-

VAELLO et al., 2016). No entanto, a facilitação é principalmente mediada pela ação da 

serotonina sobre o receptor 5-HT3 pré-sináptico onde ela aumenta a liberação de 

neurotransmissores dos aferentes nociceptivos primários, enquanto os receptores 5-HT3 pós-

sinápticos aumentam a excitabilidade dos neurônios espinotalâmicos (BENARROCH, 2008; 

HEINRICHER; FIELDS, 2013).  

Embora nem a PAG nem a RVM contenham neurônios noradrenérgicos, ambas as 

regiões se comunicam com núcleos noradrenérgicos importantes para a modulação da dor, 

incluindo os núcleos A5 (locus coeruleus), A6 e A7 (Kölliker-Füse). A partir dessas 

projeções, a noradrenalina contribui principalmente para a inibição descendente da dor na 

medula espinhal por inibir a resposta de neurônios de transmissão pré e pós-sinápticos e por 

agir em interneurônios (BAJIC; PROUDFIT, 1999; FIELDS; BASBAUM; HEINRICHER, 

2005; OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010). Tais efeitos da noradrenalina são causados 

pela ativação de receptores α2-adrenérgicos pré-sinápticos na medula espinhal, desencadeando 

uma cascata intracelular que resulta na inibição de canais de cálcio e consequente inibição da 
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liberação de neurotransmissores excitatórios dos terminais aferentes primários. Além disso, 

esses receptores podem mediar a inibição pós-sináptica de neurônios de projeção 

espinotalâmicos via hiperpolarização causada pela alteração da condutância de potássio 

(BENARROCH, 2008; BOADAS-VAELLO et al., 2016; HEINRIVHER; INGRAM, 2008; 

PERTOVAARA, 2006; OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010).  

Um mecanismo adicional descendente inibitório da noradrenalina consiste na ativação 

de receptores α1-adrenérgicos os quais causam despolarização de interneurônios inibitórios 

GABAérgicos na medula espinhal (BENARROCH, 2008; GASSNER; RUSCHEWEYH; 

SANDKUHLER, 2009). Isto porque, nessa estrutura interneurônios GABAérgicos exercem 

ações inibitórias da dor (BASBAUM et al., 2009), ao contrário de regiões supra espinhais 

como a PAG e a RVM onde o GABA pode facilitar a dor por inibir as projeções descendentes 

inibitórias (FIELDS, 2004; LAU; VAUGHAN, 2015). Além disso, a noradrenalina liberada 

na medula espinhal também contribui para a antinocicepção mediada por opioides 

(OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010). As vias descendentes, principalmente 

noradrenérgicas, também contribuem para o controle inibitório nocivo difuso da dor (DNIC), 

também chamado de modulação condicionada da dor, onde uma estimulação nociva em uma 

parte do corpo inibe neurônios nociceptivos que inervam outras partes do corpo 

(HENRICHER; FIELDS, 2013; COLLOCA et al., 2017). 
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Figura 4. Vias descendentes modulatórias da dor (A). As projeções descendentes partem a partir do hipotálamo 

(H), amígdala (A), córtex cingulado e insular (ACC) até a PAG. Projeções ascendentes colaterais também se 

projetam diretamente para a PAG e RVM à partir da medula espinhal. A PAG envia projeções para o locus 

cerúleo (LC) que então projeta neurônios noradrenérgicos (em vermelho) para a medula espinhal. A via 

serotoninérgica (em amarelo) se projeta do núcleo magno da rafe (NMR) a partir da RVM para a medula 

espinhal. Já os neurônios dopaminérgicos (em azul) descendentes partem do núcleo A11 do hipotálamo e 
alcançam a medula espinhal. Na medula, as monoaminas podem causar antinocicepção por agir bloqueando 

canais de cálcio em neurônios aferentes primários para diminuir a liberação de neurotransmissores excitatórios 

como glutamato (Glu) e substância P (SP). Elas ainda hiperpolarizam e inibem neurônios espinotalâmicos por 

alterar a condutância de potássio. Ainda, a noradrenalina pode despolarizar e ativar interneurônios inibitórios no 

corno dorsal inibindo a ativação ascendente da dor (B). Projeções da PAG também alvejam a RVM a fim de 

modular os neurônios ON e OFF. Os opioides atuam inibindo diretamente as células ON enquanto ativam as 

células OFF indiretamente, uma vez que bloqueiam neurônios GABAérgicos e assim desinibem as vias 

descendentes analgésicas.  Neurônios glutamatérgicos podem ativar as células OFF amplificando o efeito de 

desinibição. Axônios das células OFF se projetam para o corno dorsal aonde inibem a entrada nociceptiva 

enquanto as células ON facilitam a entrada nociceptiva (C). (KOR, MOR, ORL1; receptores opioides)  

Já os neurônios dopaminérgicos descendentes se projetam principalmente a partir do 

núcleo A11 do hipotálamo periventricular posterior para o corno dorsal e em menor proporção 

da substância nigra e do núcleo paraventricular do hipotálamo (BENARROCH, 2008; 

MILLAN, 2002). Os aferentes primários e os neurônios da lâmina I do corno dorsal 

expressam os receptores dopaminérgicos do tipo D1 (D1 e D5) e D2 (D2 e D3). Agindo sobre os 

receptores D2 e D3 a dopamina exerce ação antinociceptiva por reduzir a liberação de 

neurotransmissores dos aferentes primários e pela inibição pós-sináptica dos neurônios do 

A B 

C 
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trato espinotalâmico. Em contraste, a estimulação do receptor D1 provoca efeitos 

pronociceptivos tanto diretamente quanto antagonizando ações dos opioides, por exemplo. 

Embora os receptores D1 espinhais sejam expressos em maiores concentrações, os receptores 

D2/D3 têm maior afinidade pela dopamina (BENARROCH, 2008; LEVANT; MACCARSON, 

2001; PAULUS; TRENKWALDER, 2006). 

Em relação à facilitação descendente, ela também está associada, entre outros fatores, 

com ações da colecistoquinina em receptores CCK2, assim como com ações pronociceptivas 

da dinorfina na medula espinhal através da sua ligação aos receptores de cininas (LAI et al., 

2008; OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010). Tanto a substância P quanto seu receptor 

NK1 são encontrados na RVM e também contribuem para aumentar a excitabilidade dos 

neurônios facilitatórios da dor (HEINRICHER; FIELDS, 2013). Ainda, estudos recentes têm 

demonstrado que neurônios GABAérgicos da RVM se projetam para o corno dorsal da 

medula espinhal e inibem interneurônios encefalinérgicos e GABAérgicos locais para facilitar 

a dor mecânica (FRANÇOIS et al., 2017). Evidências sugerem que a facilitação descendente 

da nocicepção espinhal é um dos principais contribuintes para a sensibilização central e para o 

desenvolvimento de hiperalgesia secundária, indicando que o equilíbrio muda em favor da 

facilitação na transição da dor aguda para a crônica (HEINRICHER et al., 2009). Além disso, 

a facilitação descendente tem sido demonstrada estar mais envolvida na manutenção do que 

na iniciação de estados dolorosos (BINGHAM et al., 2009). 

A facilitação descendente pode ainda ser engajada como parte de um ciclo de feedback 

positivo estimulado pela entrada nociva ascendente (HEINRICHER; FIELDS, 2013). A 

entrada nociva causa ativação da célula ON e inibição da célula OFF, que pode durar de 

menos de um segundo a minutos, para aumentar o reflexo de retirada frente ao estímulo 

nocivo. Desta forma, a estimulação nociva por si só recruta a RVM para facilitar a nocicepção 

como parte de um feedback positivo de curto prazo e, assim consiste na principal influência 

ascendente sobre as vias de modulação da dor (HEINRICHER; INGRAM, 2008; ROEDER et 

al., 2016). Tal processo de feedback positivo normalmente prepara o organismo para 

responder de forma mais rápida frente a entradas potencialmente prejudiciais (HEINRICHER; 

INGRAM, 2008). O problema surge quando essas modulações se tornam disfuncionais. 

Evidências clínicas apontam que disfunções das vias descendentes modulatórias da dor podem 

resultar de inibição reduzida e/ou facilitação aumentada das respostas nociceptivas. Em 

consequência tais disfunções podem levar ao aumento da dor observado em muitas condições 

dolorosas crônicas (OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA, 2014) tais como na fibromialgia 

(CLAUW, 2015). 
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2.2 FIBROMIALGIA 

 

A fibromialgia é uma doença crônica que afeta de 2 a 8% da população mundial. Sua 

prevalência é maior em mulheres do que em homens (razão 1:2) e pode se desenvolver em 

qualquer idade inclusive na infância (CLAUW, 2014).  Ela é classificada segundo a 

Classificação Internacional de Doenças (ICD, do inglês ‘International Classification of 

Diseases’) como dor primária crônica e generalizada uma vez que a dor crônica, neste caso, 

não é considerada um sintoma, mas sim um estado de doença por si só (TREEDE et al., 2015; 

2019).  

A principal característica da fibromialgia é, portanto, a dor crônica generalizada 

presente em uma ou mais regiões anatômicas e que persiste ou reaparece por mais de 3 meses. 

Essa dor também é associada com sofrimento emocional significativo ou incapacidade 

funcional e não pode ser melhor explicada por outra condição dolorosa crônica (TREEDE et 

al., 2019). Os sintomas dolorosos são caracterizados por um aumento da sensibilidade à dor 

devido a redução do limiar de ativação dos nociceptores. Esses sintomas são manifestados nos 

pacientes como alodínia e hiperalgesia quando em contato com temperaturas frias e quentes e 

frente a estímulos mecânicos, assim como os pacientes também apresentam dor espontânea 

nos músculos e articulações (CHOY, 2015; HE et al., 2017; POTVIN; MARCHAND, 2016; 

REHM et al., 2010).  

Além da dor, os sintomas apresentados pelos pacientes com fibromialgia também 

incluem uma variedade de comorbidades, como hipertensão, fadiga, problemas de memória, 

depressão e distúrbios do sono (ARNOLD; GEBKE; CHOY, 2016; CHOY, 2015; CLAUW, 

2015). Fatores psicológicos, comportamentais e sociais associados a estados emocionais 

negativos contribuem para aumentar a incidência dessas comorbidades além de agravar a 

sensibilidade à dor (CLAUW, 2014, 2015). Desta forma, a fibromialgia resulta em 

significativa incapacidade funcional interferindo nas atividades diárias e sociais o que causa 

grande redução da qualidade de vida do paciente, além de alto uso de recursos médicos, uma 

vez que o diagnóstico e o tratamento são um grande desafio (ARNOLD; GEBKE; CHOY, 

2016; DOPPLER et al., 2015; MACFARLANE et al., 2016).  

A patofisiologia da fibromialgia ainda é pouco compreendida, mas sabe-se que 

alterações funcionais especialmente no sistema nervoso central causam um processamento 

anormal da dor e sensibilização central (CHOY, 2015; CLAUW, 2014; CLAUW, 2015; 

DOPPLER et al., 2015). A sensibilização central resulta em um aumento da resposta frente a 

um estímulo doloroso, a qual é mediada pela amplificação da sinalização da dor no sistema 
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nervoso central (CHOY, 2015; HÄUSER et al., 2015). A fibromialgia também tem sido 

descrita como um estado de dor centralizada. Esse termo não implica que a entrada 

nociceptiva periférica não esteja contribuindo para a dor, e sim que os pacientes sentem mais 

dor do que seria normalmente esperado de acordo com o grau de entrada nociceptiva 

(CLAUW, 2014; 2015).  De qualquer forma, ambos os termos se referem que na fibromialgia 

há uma amplificação do processamento doloroso no sistema nervoso central (CLAUW, 2015). 

Ainda, a nível central, tem sido demonstrado que em pacientes com fibromialgia há 

uma maior ativação neural no córtex cerebral para um dado estímulo além de excitabilidade 

aumentada dos neurônios da medula espinhal (CHOY et al., 2015). Dados pré-clínicos 

também demonstram uma maior ativação da microglia no corno dorsal, especialmente nas 

lâminas superficiais I-II onde a entrada nociceptiva é principalmente processada, um fator que 

contribui para a sensibilização central (TAGUCHI et al., 2015). 

Além disso, o sistema nervoso central modula a transmissão da dor através de 

mecanismos facilitatórios ou inibitórios por meio da liberação de neurotransmissores 

(CLAUW, 2015). Neurotransmissores facilitatórios como substância P e glutamato, os quais 

aumentam a excitabilidade dos neurônios da medula espinhal e estimulam as vias de 

transmissão da dor, estão aumentados em pacientes com fibromialgia (CHOY, 2015; 

CLAUW, 2015). Por outro lado, neurotransmissores como noradrenalina, serotonina e 

dopamina, os quais modulam a percepção da dor em regiões cerebrais e podem inibir a 

transmissão da dor na medula espinhal, estão diminuídos. A depleção dessas monoaminas é a 

característica patofisiológica dominante na fibromialgia, uma vez que resulta em disfunção da 

modulação descendente principalmente inibitória da dor (CHOY, 2015; CLAUW, 2015; 

MILLAN, 2002). Isto porque, como mencionado acima, as monoaminas podem exercer ações 

analgésicas em neurônios aferentes primários e de projeção, além de interneurônios inibitórios 

dependendo do tipo de receptor em que se ligam (OSSIPOV, M.H.; DUSSOR, G.O.; 

PORRECA, 2010; MILLAN, 2002). 

Além de mecanismos centrais, fatores periféricos contribuem para as características 

pré-clínicas e clínicas da fibromialgia (LITTLEJOHN, 2015; LITTLEJOHN; GUYMER 

2018; TAGUCHI et al., 2015). Esses mecanismos incluem a inflamação neurogênica, 

resultante da liberação de neuropeptídios pró-inflamatórios de fibras C e células inflamatórias 

periféricas, os quais contribuem para a sensibilização central. A principal célula inflamatória 

envolvida nesse processo inclui os mastócitos que, uma vez ativados, liberam várias 

substâncias neuroativas e vasoativos como a bradicinina (BLANCO et al., 2010; 

LITTLEJOHN, 2015). Já o corpo celular das fibras C peptidérgicas produz neuropeptídios no 
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gânglio da raiz dorsal, particularmente substância P e CGRP, que são então transportados 

tanto proximalmente ao corno dorsal da medula espinhal quanto distalmente aos terminais dos 

axônios dessas fibras na periferia (LITTLEJOHN, 2015; LITTLEJOHN; GUYMER 2018). A 

inflamação neurogênica, portanto, resulta do efeito desses neuropeptídios sobre vasos 

sanguíneos periféricos, estruturas neurais sensoriais e células imunes. Tais efeitos contribuem 

para as características clínicas da fibromialgia como edema nos tecidos periféricos e alodínia 

(LITTLEJOHN, 2015). 

Perifericamente também tem sido encontrado anormalidades funcionais e estruturais 

nas fibras C de pacientes com fibromialgia incluindo a redução do diâmetro de seus axônios. 

Embora ocorra uma redução das terminações nociceptivas há um aumento da sensibilidade 

dolorosa devido a neuroplasticidade central que surge, ou em virtude de alterações patológicas 

nessas terminações que aumentam a atividade das fibras antes delas morfologicamente 

desaparecerem (DOPPLER et al., 2015). Pré-clinicamente, mudanças na sensibilidade 

mecânica de nociceptores também têm sido caracterizadas na fibromialgia por uma 

diminuição na proporção das fibras C com consequente aumento da resposta das fibras C 

remanescentes, o que resulta na intensificação da dor (TAGUCHI et al., 2015). 

Como a patofisiologia da fibromialgia é inespecífica o seu manejo clínico é 

frequentemente longo e complexo, envolvendo visitas clínicas repetidas e com diferentes 

médicos, o diagnóstico pode demorar anos para ser confirmado (ARNOLD; GEBKE; CHOY, 

2016). Os primeiros critérios para o diagnóstico da fibromialgia datam de 1990 segundo o 

Colégio Americano de Reumatologia. Baseado nestes critérios, para que um indivíduo fosse 

diagnosticado com fibromialgia, o mesmo deveria apresentar a ocorrência de dor generalizada 

(acima e abaixo da cabeça, e em ambos os lados do corpo), bem como sensibilidade em mais 

de 11 ou 18 pontos dolorosos (ARNOLD; GEBKE; CHOY, 2016; CLAUW, 2014; WOLFE 

et al., 1990). No entanto, ao longo do tempo pode-se observar que muitos pacientes 

diagnosticados com fibromialgia apresentavam um menor número de pontos dolorosos do que 

os estabelecidos acima. Com isso, no ano de 2010 surgiram então critérios alternativos para o 

diagnóstico da fibromialgia que incluíram o auto relato do paciente sobre os locais de dor e a 

presença de sintomas comórbidos, reduzindo a importância da contagem do número de pontos 

dolorosos (CLAUW, 2014; HÄUSER et al., 2015; WOLFE et a., 2011).  

Na prática clínica, a fibromialgia deve ser suspeitada em pacientes com dor multifocal 

não totalmente explicada por lesão ou inflamação. Na maioria dos casos a característica mais 

proeminente é a dor musculoesquelética, uma vez que as vias de dor ao longo do corpo estão 

amplificadas podendo surgir dor em qualquer lugar (CLAUW, 2014; 2015). Isto é, o paciente 
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apresenta um processamento anormal da dor e não uma anormalidade patológica confinada à 

região do corpo em que atualmente está sentindo dor (CLAUW, 2015). 

 Apesar de algumas evidências, a fibromialgia permanece como uma doença 

incapacitante, uma vez que ainda não apresenta uma patofisiologia específica além de não 

possuir diagnóstico apropriado (ARNOLD; GEBKE; CHOY, 2016). As terapias disponíveis 

são baseadas no gerenciamento dos sintomas, e desta forma apresentam eficácia limitada além 

de reações adversas que comprometem a qualidade de vida dos pacientes (ARNOLD; 

GEBKE; CHOY, 2016; CLAUW, 2014). Os tratamentos recomendados pela Liga Europeia 

Contra o Reumatismo (EULAR do inglês ‘European League Against Rheumatism’) e pelo 

FDA (do inglês ‘Food and Drug Administration-US’) incluem terapias não farmacológicas 

como acupuntura, exercícios físicos, terapia cognitivo comportamental, entre outras 

(ARNOLD; GEBKE; CHOY, 2016; MACFARLANE et al., 2016). 

 Já os principais tratamentos farmacológicos visam aumentar a atividade dos 

neurotransmissores inibitórios ou reduzir a atividade dos excitatórios (ARNOLD; 

GEBKE; CHOY, 2016). Entre eles, são aprovados em alguns países a pregabalina, a 

duloxetina e o milnacipram, sendo a pregabalina mais relevante clinicamente (ARNOLD; 

GEBKE; CHOY, 2016; MACFARLANE et al., 2016; ÜÇEYLER et al., 2013). Sabe-se que o 

alívio médio da dor relatado pelos pacientes após o uso de pregabalina é de apenas 50% 

(ÜÇEYLER et al., 2013) e que seu uso crônico provoca efeitos adversos como alterações 

psicológicas, ganho de peso, edema e visão turva, os quais limitam sua utilização (ARNOLD; 

GEBKE; CHOY, 2016; CLAUW, 2015). Curiosamente, os opioides são pouco eficazes no 

tratamento da fibromialgia. Isso é explicado porque a atividade opioide endógena está 

aumentada nessa doença, mas a disponibilidade dos receptores µ-opioides está reduzida. 

Ainda, há evidências de que essas drogas podem piorar o sintoma de dor relacionado à 

fibromialgia devido à hiperalgesia induzida por opioides (HARRIS et al., 2007; CLAUW et 

al., 2015). 

Nesse sentido, modelos animais de administração de reserpina subcutânea vêm sendo 

utilizados para tentar elucidar os mecanismos subjacentes à fibromialgia a fim de encontrar 

terapias mais eficazes para o seu tratamento. Existem vários protocolos experimentais para 

induzir o modelo de fibromialgia nos animais e um deles é usando a administração de 

reserpina. O mecanismo pelo qual a reserpina induz o modelo é se ligando irreversivelmente 

ao transportador vesicular de monoaminas e assim esgotando esses neurotransmissores no 

sistema nervoso central. Sabe-se que em humanos e em animais experimentais a reserpina 
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causa uma série de alterações bioquímicas e comportamentais as quais estão associadas à 

fibromialgia (NAGAKURA et al., 2009; TAGUCHI et al., 2015; VESELINOVI et al., 2011).  

Existem ainda outros modelos animais para induzir fibromialgia como o modelo de 

injeção intramuscular de salina ácida, o modelo de estresse sonoro e o modelo de estresse pelo 

frio (FRANGUE et al., 2014).  No entanto, o modelo experimental de fibromialgia induzido 

por reserpina tem sido considerado relevante uma vez que apresenta validade de face 

(indicada pelos sintomas dolorosos e depressivos), validade construtiva (devido às alterações 

nos níveis de monoaminas), além de validade preditiva (devido a eficácia dos medicamentos 

clinicamente utilizados para tratar a fibromialgia) (NAGAKURA et al., 2009). 

 Além disso, a disfunção do sistema descendente inibitório da dor está envolvida na 

facilitação de comportamentos relacionados à dor neste modelo, devido à depleção de 

monoaminas (NAGAKURA et al., 2009; TAGUCHI et al., 2015) o que mimetiza a principal 

disfunção observada nos pacientes com fibromialgia (CHOY, 2015; CLAUW, 2015). Ainda, 

com este modelo, os animais exibem comportamentos relacionados à dor de longa duração 

frente à estímulos nocivos em múltiplos locais, e também comportamentos semelhantes à 

depressão, os quais são frequentemente encontrados em pacientes com fibromialgia, embora a 

dominância feminina não é observada com a administração de reserpina (TAGUCHI et al., 

2015). 

Estudos são necessários para elucidar os mecanismos envolvidos nessa doença a fim 

de buscar tratamentos mais eficazes e que garantam a qualidade de vida dos pacientes 

(ARNOLD; GEBKE; CHOY, 2016; CLAUW, 2014; DOPPLER et al., 2015). Sabe-se que os 

receptores B1 e B2 de cininas estão envolvidos em condições dolorosas crônicas contribuindo 

para a alodínia, hiperalgesia e nocicepção espontânea que são sintomas dolorosos 

apresentados pelos pacientes com fibromialgia (BRUSCO et al., 2017a; CHOY, 2015; 

QUINTÃO et al., 2008; REHM et al., 2010). Esses sintomas podem surgir por disfunção das 

vias descendentes inibitórias que modulam a transmissão da dor na medula espinhal, além de 

sensibilização periférica e central causada por neuropeptídeos como substância P e 

bradicinina, a qual é agonista dos receptores de cininas (CHOY, 2015; CLAUW, 2015; 

LITTLEJOHN, 2015; LITTLEJOHN; GUYMER 2018). A bradicinina também contribui para 

a patogênese da dor musculoesquelética crônica, a qual é a mais proeminente característica 

clínica da fibromialgia (CLAUW, 2014; PINHEIRO et al., 2013).  

Além disso, os receptores de cininas estão expressos, entre outros locais, 

principalmente nas fibras C cuja estrutura e função está alterada em pacientes com 

fibromialgia (BRUSCO et al., 2017a; SILVA et al., 2016; TAGUCHI et al., 2015). Eles 
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podem ainda contribuir para modulação facilitatória descendente da dor, que também está 

alterada na fibromialgia, por mediar as ações pronociceptivas do opioide endógeno dinorfina 

na medula espinhal, uma vez que, ao se ligar aos receptores para cininas a dinorfina causa 

excitabilidade neuronal e processamento anormal da dor (LAI et al., 2008; OSSIPOV, M.H.; 

DUSSOR, G.O.; PORRECA, 2010). Portanto, os receptores de cininas poderiam estar 

envolvidos na patofisiologia da dor associada a fibromialgia e, desta forma, antagonistas 

desses receptores poderiam ser promissores no tratamento dessa doença. 

Ainda, pacientes com fibromialgia apresentam uma série de comorbidades como a 

hipertensão que acomete entre 12-40% deles (ARNOLD; GEBKE; CHOY, 2016; 

HAVILAND; BANTA; PRZEKOP, 2011). Adicionalmente, a hipertensão é um dos mais 

comuns diagnósticos (34,8%) pelos quais os pacientes com fibromialgia são admitidos em 

hospitais (HAVILAND; BANTA; PRZEKOP, 2011). Dados pré-clínicos e clínicos têm 

demonstrado que inibidores da ECA, uma das principais classes de fármacos usados para 

tratar a hipertensão (MANCIA et al., 2013), contribuem para a potencialização de condições 

dolorosas agudas e crônicas (BOIX et al., 2005; BORSOOK; SAVA, 2009; BRUSCO et al., 

2017a; CHOI, 2012; de MOS et al., 2009; GUASTI et al., 2002; SILVA et al., 2016). Tais 

efeitos ocorrem porque os inibidores da ECA impedem a degradação de neuropeptídios como 

substância P e bradicinina, além de apresentarem efeitos alostéricos sobre os receptores de 

cininas (BORSOOK; SAVA, 2009; CHEN et al., 2006; de MOS et al., 2009; ERDÖS; TAN; 

SKIDGEL, 2010; IGNJATOVIC et al., 2002). Logo, o uso de inibidores da ECA poderia 

potencializar os sintomas dolorosos em pacientes com fibromialgia. 

 

 

2.3 SISTEMA CALICREÍNA-CININAS  

 

O sistema calicreína-cininas inclui uma cascata multiproteica endógena, cuja ativação 

leva ao desencadeamento da via de coagulação intrínseca e à hidrólise enzimática dos 

cininogênios com a consequente formação de peptídeos relacionados à bradicinina. Este 

sistema desempenha um papel fundamental em muitos processos biológicos (fisiológicos e 

patológicos) como na inflamação, vasodilatação, contração da musculatura lisa, 

cardioproteção, permeabilidade vascular, controle da pressão arterial, coagulação e dor 

(KASHUBA et al., 2013). 

A primeira evidência do sistema calicreína-cininas foi relatada em 1909, quando os 

cirurgiões franceses Abelous e Bardier descobriram sinais de hipotensão em cães após a 
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injeção intravenosa de urina humana (ABELOUS; BARDIER, 1909; NEGRAES et al., 2015). 

Em 1928, os pesquisadores alemães Frey e Kraut atribuíram este efeito à presença de uma 

substância, que chamaram de calicreína (do grego kallikreas, termo para o pâncreas), uma vez 

que ela era encontrada no pâncreas (FREY; KRAUT, 1928; KASHUBA et al., 2013; IGIC, 

2018). O grupo de Eugen Werle relatou em 1937 que a incubação da calicreína com soro 

liberava uma substância hipotensiva que chamaram de calidina (NEGRAES et al., 2015). Em 

1949, o médico e farmacologista brasileiro Maurício Rocha e Silva e colegas descreveram 

outro peptídeo resultante da atividade da calicreína, o qual foi isolado da peçonha da jararaca 

Bothrops e também apresentava propriedades hipotensoras. Esse peptídeo foi denominado de 

bradicinina por produzir contrações tardias e lentas, uma vez que em grego bradi indica lento 

e cinin indica movimento (ROCHA e SILVA et al., 1949; KASHUBA et al., 2013; DUTRA, 

2017). Em 1965, foi descoberto que na peçonha da jararaca Bothrops também contém um 

fator que potencializa algumas das ações farmacológicas da bradicinina (FERREIRA, 1965). 

Entre a década de 40 e 60 também houve a identificação das enzimas cininase I 

(ERDÖS, 1961) e cininase II (YANG; ERDÖS, 1967) e de seus substratos os cininogênios 

(HABERMANN, 1963). Na década de 1970, Regoli e colaboradores definiram as primeiras 

caracterizações moleculares dos dois receptores de cininas B1 e B2, os quais diferiam em seus 

perfis farmacológicos e padrões de expressão (REGOLI; BARABE; PARK, 1977, LEEB-

LUNDBERG et al., 2005). Nos anos 80, um grande avanço veio do desenvolvimento dos 

primeiros análogos de bradicinina com atividade antagonista no receptor B2 (VAVREK e 

STEWART, 1985; LEEB-LUNDBERG et al., 2005). 

O sistema calicreínas-cininas é formado, portanto, por interações complexas entre seus 

vários componentes, as enzimas teciduais e plasmáticas envolvidas na síntese das cininas 

chamadas de calicreínas, os precursores das cininas que são os cininogênios, as enzimas que 

metabolizam as cininas (cininases), as próprias cininas e os seus receptores B1 e B2 

(MARCEAU; REGOLI, 2004; BARRETT et al., 2014) (Figura 5). 
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Figura 5 – A conversão do fator XII em fator XIIa medeia a ativação da pré-clicreína em calicreína o que inicia 

a produção de cininas. Os cininogênios constituem o substrato para formação das cininas pela ação de enzimas 

cininogenases como a calicreína tecidual e a plasmática. A calicreína plasmática age sobre o cininogênio de alto 

peso molecular formando a bradicinina. Já a calicreína tecidual age sobre o cininogênio de baixo peso molecular 

formando a calidina. As cininas podem ser metabolizadas por peptidases chamadas de cininases. As cininases II 

(enzima conversora de angiotensina I-ECA) transformam a bradicinina em um peptídeo inativo. No entanto, as 

cininases I (carboxipeptidases M e N) removem aminoácidos terminais da bradicinina e da calidina formando os 
metabólitos ativos des-Arg9-bradicinina e des-Arg10-calidina. A calidina pode ainda ser convertida em 

bradicinina pela ação de aminopeptidases. A bradicinina e a calidina exercem seus efeitos pela ativação dos 

receptores B2 para cininas, ao passo que seus metabólitos ativos des-arg, ativam os receptores B1 para cininas. 
 

As cininas são potentes peptídeos algogênicos endógenos formados a partir de 

glicoproteínas chamadas de cininogênios. Essas glicoproteínas são sintetizadas em tecidos 

hepáticos e em vários órgãos e tecidos extra-hepáticos, tanto em animais quanto em humanos, 

incluindo o tecido pulmonar, renal, neural, cardíaco e em células endoteliais (LEEB-

LUNDBERG et al., 2005; KASHUBA et al., 2013). Eles existem em duas isoformas proteicas 

humanas que são reconhecidas como cininogênio de alto e de baixo peso molecular 

(KASHUBA et al., 2013). O cininogênio de alto peso molecular possui um peso molecular de 

120 kDa e uma concentração no plasma humano de aproximadamente 80 mg/mL. Já o 

cininogênio de baixo peso molecular é um polipeptídeo com peso molecular de 

aproximadamente 68-75 kDa e uma concentração plasmática próxima de 60 mg/mL (SAINZ, 

I.M.; PIXLEY, R.A.; COLMAN, 2007; KASHUBA et al., 2013).  
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Ambas as isoformas de cininogênios compartilham um peptídeo comum (18 

aminoácidos), a cadeia pesada (362 aminoácidos) na porção N-terminal e os peptídeos da 

bradicinina (9 aminoácidos). A diferença entre eles está na cadeia leve que consiste de 255 

aminoácidos presentes na porção C-terminal no cininogênio de alto peso molecular e de 38 

aminoácidos no cininogênio de baixo peso molecular. As cadeias são ligadas entre si por 

pontes dissulfeto (COLMAN, 1996; CASSIN et al., 2002; KAPLAN et al., 2002).  

Além disso, os cininogênios são formados por domínios que lhes conferem 

propriedades distintas e específicas como inibição de cisteíno proteases ou sítios de ligação 

para macromoléculas (CASSIM et al., 2002; COLMAN, 2006; MOREAU et al., 2005). O 

cininogênio de alto peso molecular é formado por seis domínios onde o D1-D3 incluem a 

cadeia pesada e o D5-D6 a cadeia leve, essas cadeias são ligadas por D4 que contém a 

sequência da bradicinina. Após a ativação da calicreína plasmática há a liberação do peptídeo 

bradicinina a partir desse cininogênio. Já o cininogênio de baixo peso molecular consiste em 

cinco domínios onde o D1-D3 incluem a cadeia pesada e o D5 a única cadeia leve presente. 

As duas cadeias também são ligadas por D4, que inclui a sequência da lis-bradicinina 

conhecida por calidina. Após a clivagem proteolítica desse cininogênio pela calicreína 

tecidual a calidina é então liberada. A forma clivada remanescente de ambos os cininogênios 

consiste de uma cadeia pesada e leve ligadas por uma ponte dissulfeto (para revisão ler 

KASHUBA et al., 2013) (Figura 6). Os cininogênios constituem, portanto, o substrato para 

formação das cininas pela ação de um grupo de serino proteases chamadas de cininogenases, 

dentre as quais a calicreína tecidual e a plasmática são as mais potentes (BARRETT et al., 

2014; CALIXTO et al., 2000). 

 

 

Figura 6. Os cininogênios são os precursores das cininas e constituem-se de duas isoformas. O cininogênio de 

alto peso molecular é formado por 6 domínios enquanto o cininogênio de baixo molecular é formado por 5 
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domínios. Os domínios são formados por cadeias pesadas e leves ligadas por um domínio que inclui a sequência 

da bradicinina (D4). Após a clivagem do cininogênio de alto e baixo peso molecular pela calicreína plasmática e 

tecidual há a liberação da bradicinina e da lis-bradicinina (calidina) respectivamente. A forma clivada 
remanescente consiste da cadeia pesada e leve ligadas por uma ponte dissulfeto. 

 

Classicamente, existem duas vias principais pelas quais as cininas são geradas. A 

primeira inclui o sistema calicreína-cininas plasmático que é o mais complexo e também 

inicia a ativação da via intrínseca da cascata coagulação, além do sistema de geração de 

cininas tecidual que é o mais simples (MOREAU et al., 2005). A calicreína plasmática e a 

tecidual diferem em relação ao seu peso molecular, gene codificador, ponto isoelétrico, 

características imunológicas, sequência de aminoácidos, especificidade para substrato e tipo 

de cinina liberada, desta forma podendo desempenhar diferentes funções fisiopatológicas 

(CASSIM et al., 2002; MARCEAU; REGOLI 2004; DUTRA et al., 2017). Inibidores 

endógenos das calicreínas podem regular a produção de cininas. A α2-macroglobulina e o 

inibidor de esterase C1, por exemplo, são os principais inibidores da calicreína plasmática, 

enquanto calicreína tecidual é principalmente inibida pela α1-antitripsina (CASSIN et al., 

2002; MOREAU et al., 2005).  

A calicreína tecidual (glandular) é uma serina protease e glicoproteína ácida secretada 

por diversos órgãos e células como pâncreas, rim, baço, coração, neutrófilos, pituitária, 

placenta, glândulas sudoríparas e sebáceas, sistema nervoso central, e nervos periféricos 

(YAROVAYA; NESHKOVA, 2015; YOUSEF et al., 2003; KASHUBA et al., 2013; 

DUTRA, 2017). A calicreína tecidual é sintetizada como uma enzima inativa (denominada 

pró-calicreína) (KASHUBA et al., 2013) que é convertida na forma ativa pela clivagem de um 

peptídeo amino terminal (MOREAU et al., 2005), sendo a plasmina e a calicreína plasmática 

as responsáveis por essa conversão (KASHUBA et al., 2013). A calicreína tecidual age 

preferencialmente sobre o cininogênio de baixo peso molecular formando o decapeptídeo (-

Lis1-Arg2-Pro3-Pro4-Gli5-Fen6-Ser7-Pro8-Fen9-Arg10-) chamado de lis-bradicinina ou calidina 

(MARCEAU; REGOLI, 2004; DUTRA, 2017) por hidrolisar os resíduos amino-terminais 

metil379-lisina380 e carboxi-terminais arginina389-serina390 (MOREAU et al., 2005).  

Embora o cininogênio de baixo peso molecular seja o substrato preferencial da 

calicreína tecidual, essa enzima também pode liberar cininas a partir do cininogênio de alto 

peso molecular (CASSIN et al., 2002; MOREAU et al., 2005). Quando se trata de roedores, 

por exemplo, tanto a calicreína plasmática como a tecidual formam preferencialmente 

bradicinina (CAMPBELL, 2003). Além disso, a calidina pode ser convertida em bradicinina 
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através da clivagem do resíduo de lisina N-terminal por aminopeptidases plasmáticas 

(GUIMARÃES et al., 1973). 

A calicreína plasmática também é formada a partir de um precursor inativo, a pré-

calicreína plasmática, uma serina protease semelhante à tripsina. Essa pré-calicreína é 

sintetizada predominantemente no fígado e níveis baixos também são sintetizados nas células 

epiteliais das glândulas renais, placentárias e adrenais (KAPLAN, 2014, IGIC, 2018), além de 

outros tecidos como cérebro, células endoteliais, leucócitos, fibroblastos, entre outros 

(CASSIM et al., 2002). A pré-calicreína pode ser ativada em situações patológicas 

(principalmente pela ativação do fator XII ou via de contato) ou em situações fisiológicas 

(independente do fator XII) (KAPLAN et al., 2002; KASHUBA et al., 2013).  

O primeiro mecanismo é dependente da auto-ativação do fator XII (Fator de 

Hageman) em fator XIIa por meio de uma alteração conformacional após o contato com 

superfícies carregadas negativamente (MOREAU et al., 2005). O fator XIIa inicia então uma 

reação de modificação plasmática da pré-calicreína em calicreína na presença de cininogênio 

(SCHMAIER, 2008; KASHUBA et al., 2013; DUTRA, 2017), um processo chamado de 

ativação por sistema de contato (IGIC, 2018). A reação de formação da calicreína plasmática 

também ativa a formação estrutural do fator XIIα o qual subsequentemente, ativa a 

transformação do Fator XI em Fator XIa, que por sua vez inicia a via intrínseca da cascata de 

coagulação (SCHMAIER, 2008). O segundo mecanismo pode ocorrer independentemente do 

fator XII onde proteínas prolicarboxilpeptidases (IGIC, 2018) e de choque térmico 90 

(HSP90) podem ser ativadoras da pré-calicreína em calicreína no plasma (JOSEPH; 

THOLANIKUNNEL; KAPLAN, 2002).  

Em ambas as circunstâncias a ativação da calicreína plasmática leva à hidrólise do 

cininogênio de alto peso molecular em um processo que consiste de duas etapas. 

Primeiramente o cininogênio é clivado na ligação dos resíduos arginina389-serina390 da porção 

C-terminal da sequência da bradicinina, deixando esta ligada à extremidade C-terminal da 

cadeia pesada. Em seguida, a sequência Leu378-Met379-Lis380-Arg381 é clivada na ligação 

lisina380-arginina381 resultando na liberação da bradicinina, um peptídeo formado de nove 

aminoácidos (-Arg1-Pro2-Pro3-Gli4-Fen5-Ser6-Pro7-Fen8-Arg9-) (MOREAU et al., 2005; 

MORI, K.; SAKAMOTO, W.; NAGASAWA, 1981; KASHUBA et al., 2013). 

Depois de formadas, as cininas se difundem através dos capilares ou vasos linfáticos 

dos tecidos e são rapidamente inativadas por um conjunto de peptidases chamadas cininases, 

entre elas as principais são as cininases do grupo I e do grupo II (MOREAU et al., 2005). As 

cininases I são representadas pela enzima carboxipeptidase M (membrana) que age 
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preferencialmente em peptídeos contendo resíduos de arginina na porção C-terminal e 

carboxipeptidase N (plasma) que age preferencialmente em peptídeos contendo lisina na 

porção C-terminal. Desta forma, elas são capazes de remover os aminoácidos terminais das 

moléculas da bradicinina e da calidina, formando os metabólitos ativos des-Arg9-bradicinina 

(Arg1-Pro2-Pro3-Gli4-Fen5-Ser6-Pro7-Fen8) e des-Arg10-calidina (Lis1-Arg2-Pro3-Pro4-Gly5-

Fen6-Ser7-Pro8-Fen9), respectivamente (CASSIM et al., 2002; KASHUBA et al., 2013). Em 

humanos, o termo coletivo "cininas" refere-se aos polipeptídeos bradicinina, calidina (lis-

bradicinina) e aos dois metabólitos, des-Arg9-bradicinina e a des-Arg10-calidina, os quais 

constituem as quatro cininas biologicamente ativas (MARCEAU; REGOLI, 2004; 

KASHUBA et al., 2013).  

Enquanto a carboxipeptidase N é sintetizada pelo fígado e secretada na circulação, 

onde é responsável por 90% da metabolização das cininas (CASSIN et al., 2002), a enzima 

carboxipeptidase M é encontrada ancorada na membrana plasmática sendo amplamente 

distribuída pelo fígado, rins, vasos sanguíneos, intestino, cérebro e nervos periféricos, além de 

se apresentar solúvel em vários fluidos corporais (ZHANG; TAN; SKIDGEL, 2013b). 

Independentemente de sua atividade enzimática de gerar as des-Arg-cininas, agonistas do 

receptor B1, a carboxipeptidase M potencializa alostericamente a afinidade do receptor B1 

para seus agonistas, além de formar um complexo com esse receptor na membrana após a 

ligação da bradicinina ou calidina. Tais processos resultam na ativação da sinalização de 

segundos mensageiros (cálcio intracelular, ERK, óxido nítrico) através do receptor B1 

(ZHANG et al., 2008, 2011; ZHANG, X.; TAN, F.; SKIDGEL, 2013a, b) (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Três formas pelas quais a carboxipeptidase M (CPM) interage com o receptor B1 de cininas (B1R). 1) 

a carboxipeptidase M potencializa alostericamente a afinidade do receptor B1 para seus agonistas, as des-Arg-

cininas. 2) a ligação do substrato da carboxipetidase M (bradicinina-BK ou calidina) ao sítio ativo da enzima 
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causa uma alteração conformacional nesta, que é transmitida via interação proteína-proteína para o receptor B1 

de cininas, resultando no acoplamento da proteína G (Gq/Gi) e ativação da sinalização do cálcio (Ca2+), óxido 

nítrico (NO) ou ERK-p. 3) a clivagem de resíduos C-terminais da  bradicinina (BK) ou calidina pela 
carboxipeptidase M gera agonistas do receptor B1 (por exemplo, des-Arg9-bradicinina- DABK) que pode ativar 

ainda mais o receptor B1 associado ou receptores B1 adicionais. 

 

As cininases II são representadas principalmente pela enzima conversora de 

angiotensina I (ECA) e pela endopeptidase neutra as quais clivam as cininas em metabólitos 

inativos (KASHUBA et al., 2013; MOREAU et al., 2005). A endopeptidase neutra 

(neprilisina) é uma metaloprotease envolvida no metabolismo de vários peptídeos secretados 

biologicamente tais como angiotensina I e II, substância P, encefalinas entre outros, e ainda é 

capaz de clivar o dipeptído C-terminal da bradicinina (Pro7-Fen8) tornando ela inativa 

(CAMPBELL, 2003; KASHUBA et al., 2013). 

A ECA é uma dipeptidil carboxipeptidase dependente de zinco que é primeiramente 

sintetizada como uma proteína ligada à membrana e, posteriormente liberada na circulação 

após a clivagem proteolítica pós-translacional da âncora de membrana (COSTEROUSSE et 

al., 1992; MOREAU et al., 2005). A enzima possui duas metaloproteinases homólogas 

(domínios N e C-terminais) contendo uma sequência de ligação a zinco: HEXXH (His-Glu-X-

X-His), as quais constituem o sítio ativo da enzima e exibem atividade enzimática semelhante 

(ERDÖS; TAN; SKIDGEL, 2010; MOREAU et al., 2005). A ECA é amplamente distribuída 

em diversos tecidos humanos como células dendríticas, cérebro, nervos, líquido 

cefalorraquidiano, neurônios, córtex cerebral, medula espinhal, entre outros 

(COSTEROUSSE et al., 1992; KRAMER et al., 2005; VISNIAUSKAS et al. 2011; 

KAUR; MUTHURAMAN; KAUR, 2015). 

Essa enzima é responsável por clivar o dipeptídeo Fen8-Arg9 da porção C-terminal da 

bradicinina, transformando-a em um metabólito inativo, sendo que, a des-Fen8-Arg9 

bradicinina formada pode ser novamente degradada pela ECA, liberando o dipeptídeo Ser6-

Pro7(CASSIM, et al., 2002; ERDÖS; TAN; SKIDGEL, 2010). A ECA também é capaz de 

clivar um tripeptídeo (Ser6-Pro7-Fen8) da des-Arg9-bradicinina levando a fragmentos inativos 

(MARCEAU; REGOLI et al., 2004; MARCEAU et al., 2005), além de metabolizar a 

substância P, uma proteína da família das taquicininas (KASHUBA et al., 2013). 

A ECA também faz a ligação entre o sistema calicreína-cininas e o sistema renina 

angiotensina, uma vez que é capaz converter o hormônio angiotensina I no potente 

vasoconstritor angiotensina II, além de inativar o peptídeo vasodilatador bradicinina, 

regulando desta forma a pressão arterial (MARIN-CASTAÑO, et al., 2002; NEGRAES et al., 

2015). Por isso, inibidores da ECA são comumente utilizados para o tratamento da 
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hipertensão (MANCIA et al., 2013) sendo uma das classes de fármacos mais bem sucedidas 

para o tratamento de alterações cardiovasculares e renais (MARCEU; REGOLI, 2004). 

 Já a ECA2 é um homólogo da ECA que gera angiotensina 1-7, um peptídeo 

vasodilatador que ao contrário da angiotensina II, causa vasodilatação e tem efeitos 

antioxidantes, antitrombóticos e antifibróticos (FERRARIO et al., 1991; IGIC, 2018). A 

ECA2 é também uma glicoproteína integral de membrana encontrada na superfície das células 

endoteliais e epiteliais e tem distribuição tecidual mais limitada do que a ECA. A ECA2 

consiste em um único domínio de sítio ativo e difere da ECA por atuar como uma 

carboxipeptidase removendo resíduos de aminoácidos individuais a partir seus substratos, que 

incluem a angiotensina II. A ECA2 hidrolisa eficientemente o metabólito ativo des-Arg9-

bradicinina, mas não é capaz hidrolisar a bradicinina (VICKERS et al., 2002; MOREAU et 

al., 2005). Além disso, a ECA2 não é inibida por alguns fármacos inibidores da ECA 

(MOREAU et al., 2005). 

A descoberta dos inibidores da ECA foi um grande avanço na medicina cardiovascular 

e a primeira descoberta de drogas usando o design baseando em ligantes. Os primeiros 

achados datam de 1965 quando Ferreira e Rocha e Silva encontram na peçonha de uma 

serpente brasileira, a jararaca Bothrops, um fator potencializador da bradicinina, que mais 

tarde junto com John Vane descobriram agir por inibir a ECA. Em 1977 foi descoberto o 

primeiro inibidor da ECA ativo por via oral, o captopril. Em seguida vários novos inibidores 

da ECA foram desenvolvidos, trazidos para ensaios clínicos e usados na prática clínica 

(CUSHMAN; ONDETTI, 1991; IGIC, 2018). 

Uma vez que os inibidores da ECA impedem a degradação da bradicinina, eles são 

capazes de promover um aumento dos níveis desse peptídeo, que serve como modular 

enzimático e substrato para a enzima cininase I formar os agonistas do receptor B1, as des-

Arg-cininas (ERDÖS; TAN; SKIDGEL, 2010; ZHANG, X.; TAN, F.; SKIDGEL, 2013b). 

Inibidores da ECA também aumentam a sinalização dos receptores B1 e B2, porém de 

maneiras diferentes (ERDÖS; TAN; SKIDGEL, 2010).  

O receptor B1 de cininas é diretamente ativado pelos inibidores da ECA mesmo na 

ausência da expressão da ECA. Inibidores da ECA como enalapril, quinalapril, ramipril e 

captopril, mas não lisinopril, são agonistas alostéricos diretos do receptor B1 em uma 

sequência de ligação ao zinco na segunda alça extracelular que difere do sítio de ligação dos 

ligantes peptídicos, as des-Arg-cininas (ERDÖS; TAN; SKIDGEL, 2010; IGNJATOVIC et 

al., 2002). Na ECA, a sequência canônica (HEXXH) contendo resíduos de ligação ao zinco 

nos sítios ativos do domínio N e C, é importante para a ligação do inibidor (CORVOL; 
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EYRIES; SOUBRIER, 2004). A segunda volta extracelular do receptor B1 de cininas humano 

tem a mesma sequência consenso (HEAWH) requerida para os inibidores da ECA (mas não 

ligantes peptídicos) para ativar o receptor B1 (IGNJATOVIC et al., 2002). 

Os inibidores da ECA, podem ainda, atuar como potencializadores alostéricos 

indiretos da atividade das cininas no receptor B2 através de interações com o domínio C da 

ECA. Os inibidores da ECA se ligam a enzima, causam uma alteração conformacional nesta 

que é então transmitida para o receptor B2 de cininas via heterodimerização da ECA com o 

receptor na superfície celular, onde ambos estão co-localizados (CHEN et al., 2006; ERDÖS; 

TAN; SKIDGEL, 2010). A formação do heterodímero ECA/receptor B2 na membrana é 

dependente de concentração. Quanto mais enzima, os inibidores da ECA aumentam mais 

efetivamente a ativação do receptor B2 pelas cininas, ao passo que se as células expressam 

muito mais receptor B2 o mesmo não ocorre (CHEN et al., 2006). Os inibidores da ECA 

também ressensibilizam receptores de cininas dessensibilizados e reduzem a sua 

internalização. Quando os inibidores da ECA potencializam a sinalização dos receptores B1 e 

B2 de cininas eles aumentam principalmente a produção de óxido nítrico, além de 

prostaglandinas e fator hiperpolarizante derivado do endotélio (ERDÖS; TAN; SKIDGEL, 

2010) (Figura 8). 

 

 

Figura 8: Potencialização da sinalização do receptor B1 e B2 de cininas pelos inibidores da ECA. 1) Inibidores 

da ECA são potencializadores alostéricos indiretos da atividade das cininas no receptor B2 através de interações 

com a ECA (domínio C), uma vez que ambos estão co-localizados na membrana. 2) Inibidores da ECA impedem 

da degradação da bradicinina (BK) que é agonista do receptor B2 e serve de substrato para a cininase I formar os 

agonistas do receptor B1, as des-Arg-cininas (Des-arg). 3) Inibidores da ECA são agonistas alostéricos diretos do 
receptor B1 em um local que difere do sítio de ligação dos agonistas, as des-Arg-cininas. Na ECA, a sequência 

HEXXH contendo resíduos de ligação ao zinco nos sítios ativos do domínio N e C é importante para a ligação do 

inibidor. A segunda volta extracelular do receptor B1 de cininas tem a mesma sequência consenso (HEAWH) 

requerida para os inibidores da ECA ativar o receptor B1. 4) A ativação dos receptores B1 e B2 de cininas, 

acoplados a proteína Gq e Gi, envolve a via da fosfolipase C (PLC), com consequente formação de inositol 3-

Fonte: Autor 
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fosfato (I3P) e diacilglicerol (DAG) que, são responsáveis respectivamente pela mobilização de cálcio (Ca2+) 

intracelular e pela translocação da proteína quinase C (PKC). O Ca2+ medeia a ativação da óxido nítrico sintase 

(NOS), a produção de NO e a estimulação da fosfolipase A2 (PLA2) com consequente liberação de ácido 
araquidônico (AA) e produção de prostaglandinas (PG). 

 

O uso de drogas inibidoras da ECA tem sido associado a um aumento do risco para o 

desenvolvimento de condições dolorosas crônicas e dor generalizada por impedir a 

degradação da bradicinina e da substância P (BORSSOK; SAVA 2009; de MOS et al., 2009). 

A bradicinina está envolvida em processos inflamatórios e dolorosos por meio da ativação do 

receptor B2 de cininas, enquanto seus metabólitos ativos também induzem tais processos por 

agir no receptor B1 de cininas (LEEB-LUNDBERG et al., 2005; DUTRA, 2017). A 

substância P é um neuropeptídeo que, além de efeitos periféricos, também aumenta a 

excitabilidade dos neurônios no corno dorsal, contribuindo para o aumento da transmissão da 

dor da medula espinhal para as regiões cerebrais (BORSSOK; SAVA, 2009; CHOY, 2015; 

CLAUW, 2015).  

Curiosamente, além da tosse, a dor envolvendo qualquer parte do corpo, incluindo o 

tórax, abdômen, membros, articulações, costas, ombro e cabeça, é considerada um efeito 

adverso dos medicamentos inibidores da ECA (WANG et al., 2005). Os inibidores da ECA 

podem induzir dor generalizada via mecanismos periféricos e centrais por facilitar a 

percepção dolorosa, uma vez que tornam os neurônios mais sensíveis à dor (BORSSOK; 

SAVA, 2009). Consistente com esses dados, o tratamento com inibidores da ECA em 

pacientes hipertensos normaliza a pressão arterial, mas aumenta a sensibilidade à dor 

(GUASTI et al., 2002; TURAN et al., 2013). Embora essas drogas não afetem o início da 

resposta neuro-inflamatória, eles facilitam sua progressão em direção a um ponto que se torna 

patológico, uma vez que podem potencializar uma resposta que tenha sido iniciada por um 

gatilho prévio (de MOS et al., 2009). 

Dados pré-clínicos e clínicos demonstram que o uso de inibidores da ECA tem sido 

associado com um aumento do risco para desenvolvimento de dor da gota (CHOI, 2012; 

SILVA et al., 2016), aumento da sensibilidade para a dor de dente (GUASTI et al., 2002) e 

dor muscular (BOIX et al., 2005), além de aumento de risco para a síndrome de dor regional 

complexa (de MOS et al., 2009; BORSOOK; SAVA, 2009) e potencialização da 

hipersensibilidade dolorosa induzida por quimioterapia (BRUSCO et al., 2017a). Além disso, 

o potencial dos antagonistas dos receptores de cininas em prevenir o aumento da dor crônica 

induzido por inibidores da ECA tem sido previamente demonstrado (BRUSCO et al., 2017a). 

As cininas exercem a maior parte dos seus efeitos biológicos através da ativação de 

dois tipos de receptores acoplados a proteína G, denominados de receptores B1 e B2 (LEEB-
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LUNDBERG et al., 2005). Esses receptores apresentam sete domínios transmembrana, com 

uma porção N-terminal extracelular e outra porção C-terminal intracelular. A ativação destes 

receptores desencadeia a estimulação de diferentes sistemas de segundos mensageiros, 

conforme o tipo celular e a proteína G envolvida (MOREAU et al., 2005). Os sinais mediados 

pelo receptor B2 são geralmente mais transitórios, enquanto que a estimulação de receptores 

B1 causa respostas prolongadas (BLAUKAT et al., 2003). 

Os receptores de cininas se acoplam a proteína Gq e Gi, para estimular aumentos de 

cálcio intracelular e a produção de fatores de relaxamento derivados do endotélio, incluindo o 

óxido nítrico, que por sua vez aumenta a permeabilidade vascular e a vasodilatação (LEEB-

LUNDBERG et al., 2005). Na maioria das vezes a ativação desses receptores envolve a via da 

fosfolipase C, com consequente formação de inositol 3-fosfato e diacilglicerol, mobilização 

de cálcio intracelular e a ativação da proteína quinase C (LEEB-LUNDBERG et al., 2005; 

SHARMA; AL-SHERIF, 2006). Ao serem estimulados podem ainda ativar canais de potássio 

sensíveis ao cálcio, a adenilato ciclase, a fosfolipase A2, a óxido nítrico sintase, o NFκB e 

várias proteínas quinases, além de promover a liberação de prostaglandinas, ácido 

araquidônico e interleucinas (BHOOLA; WORTHY; BLAUKAT, 2003; FERREIRA et al., 

2008; LEEB-LUNDBERG et al., 2005; MARCEAU; REGOLI, 2004) (Figura 8).  

O receptor B2 é expresso de um modo constitutivo em vários tecidos mediando ações 

fisiológicas das cininas na nocicepção e na resposta inflamatória. Ele já foi identificado no 

sistema gastrointestinal, cardiovascular, respiratório, genitourinário, bem como no sistema 

nervoso periférico e central (MOREAU et al., 2005). Este receptor exibe uma elevada 

afinidade para a bradicinina e calidina (FERREIRA et al., 2002). Por outro lado, o receptor B1 

possui maior afinidade para os metabólitos ativos das cininas a des-Arg9-bradicinina e a lis-

des-Arg9-bradicinina (des-Arg10-calidina) e é normalmente ausente ou sub-expresso em 

condições fisiológicas, porém pode ser regulado positivamente em condições inflamatórias e 

nociceptivas agudas ou persistentes (CALIXTO et al., 2004; EHRENFELD et al., 2011; 

LEEB-LUNDBERG et al., 2005, FERREIRA et al., 2008).  

O receptor B1 encontra-se no retículo endoplasmático, onde ocorre a formação de 

homo-oligômeros, que parece ser necessária para sua translocação e expressão funcional na 

membrana (SANDÉN; LEEB-LUNDBERG, 2013). Como mencionado anteriormente (Figura 

7), sugere-se também outro mecanismo para sua regulação dependente da interação do 

receptor B1 com a enzima carboxipeptidase M, regulando assim a sua sinalização via 

bradicinina e calidina, sem a necessidade de clivagem. Desta forma, a bradicinina ou calidina 

causariam alterações conformacionais na carboxipeptidase M levando à sinalização 
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intracelular via receptor B1 (ZHANG et al. 2011). A expressão do gene do receptor B1 pode 

ainda ser regulada por citocinas, via proteína MAP quinase e via fatores de transcrição, tais 

como o NFkB (MOREAU, et al., 2005). Há evidencias que o receptor B1 pode ser expresso de 

maneira constitutiva em neurônios de pequeno e médio diâmetro e em fibras C peptidérgicas e 

não peptidérgicas (MA et al., 2000, 2001), além de regiões não-neuronais como células do 

sistema imune (macrófagos, fibroblastos, neutrófilos) e em células endoteliais (EHRENFELD 

et al., 2006; SCHAEFFER et al., 2001). 

Agindo sobre os receptores B1 e B2, as cininas medeiam processos fisiológicos e 

patológicos. Fisiologicamente, a ação sobre células endoteliais leva aos sintomas clássicos da 

inflamação, da resposta vascular e de dor à lesão tecidual (MARCEAU; REGOLI, 2004; 

LEEB-LUNDBERG et al., 2005). Patologicamente, a ativação dos receptores de cininas 

desencadeia nocicepção espontânea, alodínia e/ou hiperalgesia mecânica e térmica (BRUSCO 

et al., 2017a; COSTA et al, 2018; WERNER et al., 2007) em humanos e animais 

experimentais (CALIXTO et al., 2004). Evidências demonstram o envolvimento das cininas 

em condições dolorosas agudas (FERREIRA et al., 2008; SILVA, et al., 2016), e crônicas tais 

como na dor reumática (CASSIM et al., 2009) e em neuropatias (WERNER et al., 2007; 

BRUSCO et al., 2017a).  

Os efeitos das cininas podem ser diretos ou associados com a estimulação de 

mediadores secundários incluindo prostanóides, taquicininas, citocinas, produtos derivados de 

mastócitos, além do óxido nítrico (CALIXTO et al., 2000; MARCEAU; BACHVAROV, 

1998). Adicionalmente, os receptores B1 e B2 cininas são expressos em estruturas importantes 

para a modulação da dor no sistema nervoso periférico e central, como os nociceptores, nervo 

ciático, medula espinhal e córtex cerebral (BRUSCO et al., 2017a; CALIXTO et al., 2001; 

FERREIRA et al., 2005; GROGER et al., 2005; MA, 2001; MARCEAU; REGOLI, 2004; 

SILVA et al., 2016). Isso explica a capacidade das cininas em causar dor e ativar respostas 

reflexas pelo sistema nervoso autônomo (MARCEAU; REGOLI, 2004). 

   Portanto, antagonistas dos receptores das cininas, por interagir com os receptores B1 

e B2, podem ser moléculas alvo para o tratamento de condições dolorosas agudas e 

persistentes. É importante notar que o antagonista do receptor B2, Icatibant (Hoe 140), é 

clinicamente eficaz para o tratamento de angioedema hereditário sendo bem tolerado pelos 

pacientes sem provocar efeitos adversos graves (BAŞ, 2012; LUMRY et al., 2015). Assim, o 

potencial de antagonistas dos receptores de cininas como novos agentes analgésicos que não 

resultem em tolerância ou dependência, ou outros efeitos adversos tem atraído grande 

interesse para estudos clínicos (MARCEAU; REGOLI, 2004). 
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Já é conhecido que os receptores de cininas estão envolvidos em processos dolorosos 

crônicos e inibidores da ECA podem potencializar tais condições dolorosas. Portanto, os 

receptores de cininas poderiam estar envolvidos na dor associada à fibromialgia e desta 

forma, antagonistas desses receptores poderiam ser promissores no tratamento dessa doença. 

Além disso, o uso de inibidores da ECA poderia potencializar os sintomas dolorosos em 

pacientes com fibromialgia, e desta forma a terapia com esta classe de medicamentos deveria 

ser reavaliada em pacientes hipertensos e com fibromialgia. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar o envolvimento dos receptores B1 e B2 para cininas e o efeito dos inibidores 

da ECA na dor associada à fibromialgia induzida por reserpina em camundongos. 

 

      3.2 OBJETIVO GERAL 

 

> Avaliar o desenvolvimento de hipersensibilidade dolorosa associada à fibromialgia e 

realizar a dosagem dos níveis de monoaminas após a administração de reserpina. 

 

> Investigar o envolvimento dos receptores B1 e B2 para cininas na hipersensibilidade 

dolorosa induzida por reserpina sobre parâmetros nociceptivos em camundongos nocautes 

para ambos os receptores e através de antagonismo farmacológico; além da avaliação da 

expressão das proteínas dos receptores e dosagem dos níveis de cininas. 

 

> Investigar o efeito da inibição da ECA na hipersensibilidade dolorosa induzida por 

reserpina sobre parâmetros nociceptivos através da administração de inibidores da ECA, 

inibidor da cininase I e de antagonistas dos receptores B1 e B2 para cininas. 

 

> Investigar o efeito da inibição da ECA na hipersensibilidade dolorosa induzida por 

reserpina através da avaliação da atividade da ECA e da cininase I, dosagem dos níveis de 

cininas  após a administração de inibidores da ECA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 

 

 

4 MANUSCRITO CIENTÍFICO  

 

   4.1 MANUSCRITO CIENTÍFICO I 

 

Kinins and their B1 and B2 receptors are involved in the 

fibromyalgia-like pain symptoms in mice 

 

Indiara Brusco1, Allisson Benatti Justino2
, Cássia Regina Silva2, Susana Fischer1, Thiago 

Matar Cunha3, Rahisa Scussel4, Ricardo Andrez Machado-de-Ávila4, Juliano Ferreira5, Sara 

Marchesan Oliveira1* ORCID: 03-2960-5284 

 

1Graduate Program in Biological Sciences: Biochemistry Toxicology, Federal University of 

Santa Maria, Santa Maria, RS, Brazil  
 

2Graduate Program in Genetics and Biochemistry, Biotechnology Institute, Federal University 

of Uberlândia, Uberlândia, MG, Brazil. 

 
3Department of Pharmacology, Ribeirão Preto Medical School, University of Sao Paulo, 

Ribeirão Preto, SP, Brazil.  
 

4Graduate Program in Health Sciences, University of Extrem South Catarinense, Criciuma, 

SC, Brazil 
 

5Graduate Program in Pharmacology, Federal University of Santa Catarina, Florianopolis, SC, 

Brazil 

 

*Corresponding author: Sara Marchesan Oliveira  

Department of Biochemistry and Molecular Biology, Federal University of Santa Maria, Av. 

Roraima 1000, Camobi, Zip code: 97105-900 

Santa Maria, RS, Brazil, Phone: +55 3220-8053, email: saramarchesan@hotmail.com; 

saramarchesan@ufsm.br.  

  

Headings  

- Reserpine induces fibromyalgia-like pain symptoms by the kinin B1 and B2 receptors  

- Kinins and their receptors are involved in the fibromyalgia-like pain symptoms 

- Kinin receptors might represent a target for relieving fibromyalgia-like pain symptoms 

mailto:saramarchesan@hotmail.com


51 

 

Abstract 

Fibromyalgia is a disease characterized as generalized chronic primary pain that causes 

functional disability and reduction of patients' quality of life without specific pathophysiology 

or appropriate treatment. Evidence has demonstrated the contribution of kinins and their B1 

and B2 receptors in chronic painful conditions. Thus, we investigate the involvement of the 

kinins and their B1 and B2 receptors in a fibromyalgia-like pain model reserpine-induced in 

mice. Nociceptive parameters (mechanical allodynia, cold sensitivity and spontaneous 

nociception) and behaviors of burrowing, thigmotaxis, and forced swimming were evaluated 

after reserpine administration in mice. The role of kinin B1 and B2 receptors was investigated 

using knockout mice or pharmacological antagonism. Kinin B1 and B2 receptors expression 

and the bradykinin and monoamines levels were measured in the sciatic nerve, spinal cord, 

and cerebral cortex of the animals. Knockout mice for the kinin B1 and B2 receptor reduced 

the reserpine-induced mechanical allodynia. The antagonism of B1 and B2 receptors also 

reduced the mechanical allodynia, the cold sensitivity, and the spontaneous nociception 

reserpine-induced. The reserpine altered thigmotaxis, forced swimming and burrowing 

behavior of the animals; with the last one being reversed by the kinin B1 receptor antagonism.  

Moreover, reserpine increased the kinin B1 and B2 receptors expression and the kinin levels, 

as well as, reduced the monoamines levels in peripheral and central structures. Kinins and its 

B1 and B2 receptors are involved in the fibromyalgia-like pain symptoms. The B1 or B2 

receptors might represent a potential target for the relief of fibromyalgia-like pain symptoms. 

 

Keywords: Reserpine; Mechanical Allodynia; Cold Sensitivity; Spontaneous Nociception; 

Monoamines. 

 

Abbreviations: ANOVA, analysis of variance; ARRIVE, Animal Research: Reporting in 

vivo Experiments; Bk, bradykinin; CONCEA, Brazilian Council of Animal Experimentation; 

DABk, des-Arg-bradykinin; DALBk, des-Arg-leu-bradykinin g, grams; h, hours; Imax, 

maximal inhibition; i.p., intraperoneal; i.pl., intraplantar; KDa, kilodaltons; kg, kilograms; 

mg, milligrams, mL, milliliters; mmol, millimolar; min, minutes; µL, microliters; SEM, 

standard error of mean; UFSM, Federal University of Santa Maria; USP, University of São 

Paulo; 
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Introduction  

Fibromyalgia is a chronic disease classified as chronic primary pain which affects 2-

8% of the world population [1-4]. It is characterized mainly by widespread chronic pain 

accompanied by tenderness due to reduced pressure pain thresholds, which results in 

hyperalgesia and allodynia [5]. Comorbidities such as hypertension, fatigue, and depression 

also occur [5-7]. This painful condition results in the high use of medical resources, patient's 

increased disability, and severe reduction of patient’s life quality since diagnosis and 

treatment are a challenge [3,6,7].   

The pathophysiology of fibromyalgia remains incompletely understood [6], although 

studies indicate abnormalities as central sensitization [5], changes of number and function of 

small nerve fibers [6,8] and dysfunction of descending pain inhibitory pathways mediated by 

monoamines depletion [9]. Thus, animal models using reserpine have been employed to 

evaluate the underlying mechanisms to the fibromyalgia [8,10] since, in both animals and 

humans, the reserpine induces depression- and pain-related behaviors which are often found 

in patients with fibromyalgia [8,10,11]. In addition, the pain behaviors in this model are 

related to monoamine depletion [8,10], which mimics the main dysfunction of fibromyalgia 

patients [5,9], though female dominance is not observed in this model [8]. 

Kinins are endogenous algogenic peptides involved in painful and inflammatory 

processes via activation of B1 and B2 receptors. The B2 receptor is activated by bradykinin or 

kallidin, while the B1 receptor mediates the action of the kinin metabolites [12]. Activation of 

these receptors causes spontaneous nociceptive behavior, allodynia [13], and hyperalgesia 

[14] in both humans and experimental animals [15] in acute and chronic pain models 

[13,16,17].  

Evidence shows the contribution of the bradykinin in the pathogenesis of chronic 

musculoskeletal pain [18], a characteristic of fibromyalgia [1]. Moreover, the bradykinin is 

involved in the peripheral sensitization, which can contribute to increased pain sensitivity in 

this disease [19]. The activation of kinin receptors may also contribute to descending 

facilitating modulation of pain, which is altered in fibromyalgia [20].  

Despite advances, studies are needed to understand the mechanisms involved in 

fibromyalgia pain symptoms, the main clinical feature of the disease, to treat it adequately 

[1,6,7]. Thus, we assessed the involvement of the kinin B1 and B2 receptors on the 

pathophysiology of the fibromyalgia-like pain symptoms reserpine-induced in mice. 
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Methods  

 

Materials 

 

All reagents, when not mentioned, were purchased from Sigma-Aldrich Chemical 

Company (St. Louis MO, USA). Reserpine was dissolved in glacial acetic acid (0.1% in 0.9% 

NaCl). Pregabalin was acquired from Tocris Bioscience (São Paulo, Brazil) and dissolved in 

saline solution (0.9% NaCl). SSR240612 (a non-peptide antagonist of the B1 receptor) and 

FR173657 (a non-peptide antagonist of the B2 receptor) were obtained from Sanofi-Aventis 

(Germany). Stock solutions of the agonists and antagonists including bradykinin (Bk; B2 

receptor agonist), Icatibant (peptide B2 receptor antagonist), des-Arg9-bradykinin (DABk; B1 

receptor agonist), and des-Arg9-[Leu8]-bradykinin (DALBk; peptide B1 receptor antagonist) 

were prepared in phosphate-saline buffer (PBS) and diluted to the desired concentration just 

before use. The enzyme immunoassay kit for bradykinin was obtained from Peninsula 

Laboratories International, Inc. (San Carlos, USA). Specific anti-B1 or anti-B2 antibodies were 

obtained from Santa Cruz Biotechnology (California, USA). The doses of the drugs used in 

this study were based on previous studies [10,13,21]. 

 

Animals 

 

Experiments were conducted using adult male Swiss mice (25-30 g), wild-type 

C57BL/6 mice and kinin B1 and B2 receptor knockout mice (B1
-/-, B2

-/-, USP; 20-30 g). 

Animals were maintained in a temperature-controlled room (22±1°C) under a 12 h light/12 h 

dark cycle with free access to food and water. All protocols were approved by the Institutional 

Committee for Animal Care and Use of the Federal University of Santa Maria and University 

of São Paulo (processes 2770030516/2016/UFSM and 208/2014/USP) and were performed 

following ethical guidelines established for investigations of experimental pain in conscious 

animals [22]. The experimental protocol also followed the national and international 

legislation (guidelines of Brazilian Council of Animal Experimentation – CONCEA – and of 

U.S. Public Health Service’s Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals – PHS 

Policy). Behavioral studies followed the Animal Research: Reporting in vivo Experiments 

(ARRIVE) guidelines [23,24]. The number of animals and the intensities of noxious stimuli 

used were the minimum necessary to demonstrate the consistent effects of the treatments. 

Thus the group size used for each experiment was based on studies that used protocols similar 

to those proposed here [13,17]. The animals were allocated according to the baseline 



54 

 

thresholds before and after the reserpine administrations according to the experimental 

protocol. 

 

Induction of fibromyalgia-like pain model  

 

The fibromyalgia-like pain model that mimes fibromyalgia-like pain symptoms was 

induced according to Nagakura et al. (2009) [10] adapted for mice [25-27]. Animals received 

a subcutaneous (s.c.) administration of reserpine (1 mg/kg, s.c.) once daily for three 

consecutive days (day 1, 2 and 3). Control groups received only subcutaneous administrations 

of the vehicle (10 mL/kg, s.c.; 0.1% acetic acid in saline solution). Animals were subjected to 

the experimental protocols on the first day after the last injection of reserpine or vehicle. 

 

 

Behavioral tests 

 

Mechanical allodynia 

 

Mechanical allodynia was evaluated with von Frey filaments of increasing stiffness 

(0.02-10 g) using the Up-and-Down method [13,28,29]. The mechanical paw withdrawal 

threshold (PWT) was calculated according to Dixon (1980) [30] and expressed in grams (g). 

The mechanical allodynia was considered as a decrease in the PWT when compared with the 

baseline values before reserpine administration. 

 

 

Reserpine-induced mechanical allodynia  

 

The animals received vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (0.1, 0.3, 1 mg/kg, s.c.) 

once daily for three consecutive days. The mechanical PWT was measured before (baseline 

values; B) and at 1, 3, 7, 11, 14 and 18 days after the last vehicle or reserpine administration 

[10]. The mechanical allodynia was also evaluated in wild-type (WT) C57BL/6 mice and 

knockout mice for the kinin B1 or B2 receptor (B1
-/-, B2

-/-). Experimental design is represented 

in the Fig.1.  

 

 Effect of kinin B1 or B2 receptor antagonists on reserpine-induced mechanical allodynia 

 

The mechanical PWT was evaluated on the first day after the last reserpine (1 mg/kg, 

s.c.) administration. Animals presenting mechanical allodynia received intraperitoneally (i.p.) 
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vehicle (10 mL/kg) or peptide B1 (DALBk; 150 nmol/kg) or B2 (Icatibant; 100 nmol/kg) 

receptor antagonists, and the mechanical threshold was evaluated from 0.5 up to 4 h after 

treatments. The mechanical threshold was also evaluated after treatments (from 0.5-24 h) with 

non-peptide B1 (SSR240612; 150 nmol/kg) or B2 (FR173657; 100 nmol/kg) receptor 

antagonists. Pregabalin (30 mg/kg, i.p.) was used as a positive control [13]. Experimental 

design is represented in Fig. 2a. 

 

Cold sensitivity 

Cold sensitivity was assessed by the acetone drop method [31]. A drop (20 µL) of 

acetone was applied three times in each right hind paw and cumulative scores were then 

generated following a 4-point scale: 0=no response; 1=quick withdrawal, flick or stamp of the 

paw; 2=prolonged withdrawal or repeated flicking, and 3=repeated flicking of the paw with 

licking directed at the ventral side of the paw.  

 

Effect of kinin B1 or B2 receptor antagonists on reserpine-induced cold sensitivity  

 

Cold sensitivity was evaluated on the first day after the last vehicle (10 mL/kg, s.c.) 

or reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration.  Animals presenting cold sensitivity were treated 

with vehicle (10 mL/kg, i.p.), peptide B1 (DALBk; 150 nmol/kg, i.p.) or B2 (Icatibant; 100 

nmol/kg, i.p.) receptor antagonists or with non-peptide B1 (SSR240612; 150 nmol/kg, i.p.) or 

B2 (FR173657; 100 nmol/kg, i.p.) receptor antagonists. Pregabalin (30 mg/kg, i.p.) was used 

as a positive control. The cold sensitivity was evaluated at 1 h after treatments. Experimental 

design is represented in Fig. 2a. 

 

Spontaneous nociception 

 

Spontaneous nociceptive behavior was evaluated on the first day after the last vehicle 

(10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration. Animals were individually placed 

in chambers (transparent glass cylinders of 20 cm diameter) and adapted for 20 min. After, 

these animals received intraplantar (i.pl.) injections of the vehicle (20 μL/paw, i.pl.) or B1 

(DABk; 1 nmol/paw, i.pl.) or B2 (Bk; 1 nmol/paw; i.pl.) receptor agonists (both at 

submaximal doses). The spontaneous nociceptive behavior was considered as the amount of 

time (in seconds) licking the injected paw for 10 min [13]. Experimental design is represented 

in Fig. 2b. 
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Effect of kinin B1 or B2 receptor antagonists on the spontaneous nociception induced by 

B1 or B2 receptor agonists in reserpine-treated animals       

  

One day after the last reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration the animals received 

DALBk (150 nmol/kg, i.p.) or Icatibant (100 nmol/kg, i.p.) antagonist’s administration; after 

thirty minutes the animals received intraplantar injections of B1 (DABk; 1 nmol/paw, i.pl.) or 

B2 (Bk; 1 nmol/paw, i.pl.) receptor agonists and the spontaneous nociceptive behavior was 

evaluated for 10 min [13]. Experimental design is represented in Fig. 2b. 

 

Burrowing behavior  

 

Burrowing is a natural rodent behavior for shelter and food storage, which has been 

used to assess the impact of pain in animal models since in painful and depressive conditions 

there is a reduction of this behavior [32,33]. Three hours before the dark cycle, animals were 

placed individually in the cages with a tube (burrow; 200 mm long x 68 mm diameter x 30 

mm from the ground with one end open raised, and a closed lower) containing 200 g of feed 

pellet. Animals were trained in the apparatus before reserpine administrations. One day after 

the last reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration the animals were treated with vehicle (10 

mL/kg, i.p.), peptide B1 or B2 receptors antagonists, DALBk (150 nmol/kg, i.p.) or Icatibant 

(100 nmol/kg, i.p.), respectively. Pregabalin (30 mg/kg, i.p.) was used as a positive control. A 

control group received only subcutaneous administration of vehicle (10 mL/kg, s.c.) and did 

not receive treatment. The amount of material displaced from the burrow after 2 h was 

measured and considered as a burrowing behavior [32]. Experimental design is represented in 

Fig. 2a. 

 

Thigmotaxis behavior 

Thigmotaxis is also a natural rodent behavior, as a protector effect to predator avoids, 

where the animal prefers the periphery of an open arena. It is also associated with a protective 

measure in painful conditions [34]. One day after the last vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine 

(1 mg/kg, s.c.) administration the animals were introduced into an apparatus consisting of a 

box (40x32x19cm) with a central quadrant (11x11). The number of entries and time spent in 

the central quadrant was then evaluated for 15 min and considered as thigmotaxis behavior 

[34]. The effect of the peptide B1 or B2 receptors antagonists, DALBk (150 nmol/kg, i.p.) or 
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Icatibant (100 nmol/kg, i.p.), respectively also was evaluated in the thigmotaxis behavior one 

day after the last reserpine administration. Pregabalin (30 mg/kg, i.p.) was used as a positive 

control. Spontaneous activity of the animals was recorded for 15 min with a camera 

(CTO66836, Chin) and the results were obtained by automated analysis (ANY-maze™ 

software) and further exported as raw data for the statistical analysis. The track plot for each 

traveled trace was directly exported from ANY-maze™ software after recording. 

Experimental design is represented in Fig. 2a. 

 

Forced swimming test  

 

The forced swimming test is commonly used to investigate the antidepressant-like 

activity of compounds. This test was carried out in a cylinder (10 cm diameter, 45 cm height) 

containing water maintained at 24±1ºC to the height of 30 cm [35]. One day after the last 

vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration, animals were individually 

placed into the water and the time during which they remained immobile was quantified in 

seconds during a period of 6 min. Immobility was defined as the absence of all movements 

except motions required for keeping the head above the water. An increased immobility time 

suggest depressive-like behavior, thus the results were expressed as the immobility time in 

seconds (s). Experimental design is represented in Fig. 3. 

 

Evaluation of possible adverse effects of reserpine 

 

Possible adverse effects caused by reserpine (1 mg/kg, s.c.), including motor 

incoordination, catalepsy, change in body weight and temperature were measured at one day 

after its last administration (the same day that we performed all the experimental procedures). 

The locomotor activity of the animals was recorded for 15 min in the thigmotaxis apparatus 

where the results of mean speed and distance traveled were obtained by automated analysis 

(ANY-maze™ software) and further exported as raw data for the statistical analysis [34]. The 

catalepsy was evaluated in the bar test, the front paws of the mice were placed on a horizontal 

bar suspended 4.5 cm above the ground inside an enclosed box, and the time taken for the 

mice to remove both front paws from the bar was recorded [36]. The animals’ rectal 

temperature was determined with a digital thermometer and the results expressed as the 

difference in the temperature (°C) after treatments, from the baseline measurement [29]. 

Physical (body weight and hair appearance) and behavioral (irritability, salivation, and 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/catalepsy
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tremors) changes were also measured after reserpine administration [37]. Experimental design 

is represented in Fig. 3. 

 

Kinin B1 and B2 receptor expression 

 

To evaluate a possible involvement of the kinin B1 and B2 receptors in the 

pathophysiology of fibromyalgia, the protein expression of the receptors was assessed by 

western blotting in samples of spinal cord and cerebral cortex at one day after the last vehicle 

(10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration [13,17]. Samples were collected 

and homogenized in a lysis buffer containing a mixture of proteinase inhibitors and 

phosphatase inhibitors (Sigma). The protein concentrations of the lysate were determined 

using a BCA Protein Assay kit (Pierce, Rockford, IL), and 30 μg of protein was loaded for 

each lane. Protein samples were separated on SDS-PAGE 12% gel and transferred to 

nitrocellulose membranes (Amersham Biosciences). The membranes were blocked with 5% 

dry milk and incubated overnight at 4°C with anti-B1 (1:1000) and anti-B2 (1:1000) polyclonal 

primary antibodies, and for 1 h at room temperature with anti-rabbit secondary antibody 

(1:3000). Β-actin (1:5000) was used as loading control. The blots were visualized in ECL 

solution (Amersham Biosciences) for 2 min and exposed onto hyperfilms (Amersham 

Biosciences) for 1-10 min and results were normalized to control group densitometry values 

and expressed as the relative amount of B1 and B2 receptors expression. Each animal 

represents a single band and each membrane was incubated with B1, B2 and actin antibodies 

in sequence, without stripping the membrane, so that actin will be the same for B1 and B2 

receptors in the membrane of each structure (spinal cord or cerebral cortex). Experimental 

design is represented in Fig.3. 

 

Kinin levels 

 

Kinin levels were measured by a high-sensitivity enzyme immunoassay kit for 

bradykinin in samples of the sciatic nerve, spinal cord and cerebral cortex of animals at one 

day after the last vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration [13]. 

Results were expressed as bradykinin-related peptides levels (ng/mL).  Experimental design is 

represented in Fig. 3. 

 

Biogenic amine content  

 



59 

 

Dopamine and serotonin levels in the spinal cord and cerebral cortex were measured 

one day after the last vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration. 

Animals were euthanized, samples collected and homogenized in perchloric acid 0.2 M. 

Homogenate was centrifuged (12.000 x g, 10 min, 4°C), the resulting supernatant left on ice 

for 5 min and then analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC) with 

fluorimetric detection (320 nm with excitation at 279 nm. HPLC was evaluated with a LC-

20AT pump coupled to a SIL-20AHT autosampler, and an RF-20A fluorescence detector, and 

LC Solution Shimadzu software (Kyoto, Japan). The amine content was quantified by 

comparing sample peak areas with those of respective standards. The results were expressed 

as monoamines levels (in ng) by μL of the sample [38]. Experimental design is represented in 

Fig. 3. 

 

Data and statistical analyses 

Results were expressed as the mean and standard error of the mean (SEM). Statistical 

analyses were performed using GraphPad Prism 6.0 software. The significance of differences 

between groups was evaluated with a Student’s t-test, one-way or two-way analysis of 

variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s post hoc test. To meet parametric assumptions, 

data of mechanical threshold and cold sensitivity scores were log transformed before analyses. 

P values lower than 0.05 (P<0.05) were considered significant.  

 

Results 

Reserpine induces mechanical allodynia  

 

Reserpine decreased mechanical PWT in response to von Frey filaments, featuring 

mechanical allodynia, which was observed at 0.1 mg/kg (only on the first day), 0.3 mg/kg 

(from 1 to 7 days) and 1 mg/kg (from 1 to 14 days) after the last reserpine administration. 

Reserpine (1 mg/kg) promoted a maximum reduction of 81±2% of the mechanical threshold 

at 1 day after its last administration (Fig. 4).  

 

Reserpine does not cause adverse effects in mice 

 

Considering that the maximum threshold reduction occurred at the dose of 1 mg/kg 

(s.c.), we evaluated in Swiss mice possible adverse effects caused by reserpine, which have 

been observed in other strains of mice. Here, reserpine did change neither the mean speed and 
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distance traveled in the thigmotaxis apparatus, nor caused cataleptic behavior in the mice, 

ruling out the occurrence of locomotor alterations in animals caused by repeated 

administration of reserpine. Moreover, reserpine did not change the body temperature and 

weight of the animals in our experiments (Fig.5), as well as, it did not change hair appearance 

nor caused irritability, salivation or tremors after its administration (data not showed). Based 

on these results (Fig. 4 and Fig. 5), the subsequent experiments were all performed with the 

reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration since on that dose was observed the maximum 

threshold reduction, without adverse effects that could compromise behavioral testing. 

 

Kinin B1 and B2 receptors deletion reduces reserpine-induced mechanical allodynia  

 

Wild-type C57BL/6 mice developed mechanical allodynia from 1 to 11 days after the 

last reserpine administration with a maximum threshold reduction of 63±2% on the first day 

(Fig. 6). Knockout mice for kinin B1 (B1
-/-) or B2 (B2

-/-) receptor presented reduced 

mechanical allodynia from 1 to 11 days or from 1 to 3 days after the last reserpine 

administration, respectively. Maximal inhibitions (Imax) of the mechanical allodynia were 

94±6% and 88±7% at 1 day or 3 days after reserpine administration in B1
-/- and B2

-/- mice, 

respectively (Fig.6a,b). Based on these results (Fig. 4 and Fig. 6) the subsequent experiments 

were all performed on the first day after the last reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration since 

on that day was observed the maximum threshold reduction. 

 

Reserpine increases the kinin B1 and B2 receptor expression and bradykinin levels  

Reserpine increased the kinin B1 and B2 receptor expression in the spinal cord and 

cerebral cortex (Fig.7). Reserpine also increased bradykinin-related peptide levels in the sciatic 

nerve (86±0.34%) and cerebral cortex (23±0.07%) but not in the spinal cord (Fig.8).  

Since deficiency of the kinin B1 and B2 receptors prevented reserpine-induced 

mechanical allodynia, as well as, reserpine increased the kinin B1 and B2 receptors expression 

and bradykinin-related peptide levels in wild-type animals, we evaluate the effect of the 

antagonists of these receptors on the mechanical and thermal and chemical stimulus in this 

model. 

 

 

 

 

http://pesquisa.bvsalud.org/ghl/resource/en/mdl-18406186


61 

 

Kinin B1 or B2 receptors antagonists inhibit the reserpine-induced mechanical allodynia  

 

B1 (DALBk) and B2 (Icatibant) receptor peptide antagonist decreased the mechanical 

allodynia induced by reserpine from 0.5 up to 2 h (Imax=46±7% at 1 h) or from 0.5 up to 1 h 

(Imax=51±8% at 1 h) after their administrations, respectively (Fig. 9a,b). Likewise, B1 

(SSR240612) and B2 (FR173657) receptor non-peptide antagonists also decreased the 

mechanical allodynia from 0.5 up to 6 h (Imax of 87±13% at 1 h) and from 1 up to 2 h (Imax of 

56±16% at 1 h) after their administrations, respectively (Fig. 9c,d). Pregabalin (positive 

control) presented effect from 0.5 up to 6 h (Imax=93±10% at 2 h) after treatments (Fig. 9e). 

 

 

Kinin B1 or B2 receptor antagonists inhibit the reserpine-induced cold sensitivity 

 

Firstly, we showed that reserpine induced cold sensitivity in mice (Fig.10a,b). B1 

(DALBk.) or B2 (Icatibant) receptor peptide antagonists decreased reserpine-induced cold 

sensitivity at 1 h after its administration with Imax of 57±20% and 50±18%, respectively (Fig. 

10a). Likewise, B1 (SSR240612) or B2 (FR173657) receptor non-peptide antagonists also 

decreased the cold sensitivity with Imax of 81±10% and 86±18% at 1 h after treatments, 

respectively (Fig. 10b). Pregabalin (positive control) caused an Imax of 81±9% at 1 h after 

administration (Fig. 10a,b). 

 

Kinin B1 or B2 receptor antagonists decreased the spontaneous nociceptive behavior 

induced by agonists these receptors in reserpine-treated animals    

                                                                                                                                                                                      

The intraplantar injection of low doses of DABk (B1 agonist) or Bk (B2 agonist) 

caused spontaneous nociception in animals previously treated with reserpine, but not vehicle 

(Fig. 11a,b) which was prevented by the B1 antagonist (DALBk; Imax=59±9%) or by the B2 

antagonist (Icatibant; Imax=64±8%), respectively (Fig. 11c,d). 

 

Effect of B1 or B2 receptor antagonists on the decrease reserpine-induced burrowing 

behavior  

 

Reserpine decreased the burrowing behavior of the mice. The B1 antagonist 

(DALBk) reversed this reduction at 2 h after its administration with Imax of 68±16% (Fig. 
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12a). However, B2 antagonist (Icatibant) and pregabalin did not reverse the decrease in the 

burrowing behavior reserpine-induced (Fig. 12). 

 

Reserpine increases the thigmotaxis behavior  

Reserpine increased the thigmotaxis behavior of the mice since it reduced the 

number of entries and the time spent in the central quadrant of the apparatus (Fig. 13). 

Pregabalin or B1 and B2 antagonists were not effective in reversing this behavior (data not 

shown).  

 

Reserpine decreases the monoamines levels and increases the immobility time in the 

forced swimming test 

Reserpine decreased the monoamines levels, such as dopamine and serotonin in the 

spinal cord and cerebral cortex of the mice (Fig. 14). Reserpine also increased the immobility 

time (218.7±24 seconds) of animals in the forced swimming test when compared to the 

vehicle group (167.9±14 seconds). 

 

Discussion  

Fibromyalgia is a potentially disabling disease since it causes chronic widespread 

pain associated with other debilitating symptoms, and did not have specific pathophysiology 

or appropriate diagnosis and treatment so far [1,5,7]. Here, reserpine caused behavioral and 

biochemical alterations related to fibromyalgia, as previously reported in human and 

experimental animals [10,11]. Moreover, kinin B1 and B2 receptor gene deletion and/or 

antagonism reduced the mechanical allodynia and cold sensitivity, and the spontaneous 

nociception reserpine-induced. Reserpine increased the expression of B1 and B2 receptors in 

the spinal cord and cerebral cortex and bradykinin levels in the sciatic nerve and cerebral 

cortex of animals. This indicates the involvement of the kinins and their B1 and B2 receptors 

in the fibromyalgia-like pain symptoms and suggests that B1 and B2 receptors antagonists 

have therapeutic potential for fibromyalgia-associated pain relief. 

Although reserpine can cause some adverse effects, they weren’t observed in Swiss 

mice. Here, it was showed that reserpine did not cause motor impairment evaluated by the 

mean speed and distance traveled in the thigmotaxis apparatus and catalepsy test, 

corroborating with Xu et al. (2013) [27]. Moreover, reserpine did not alter the body 

temperature and body weight of animals. The reserpine is used to induce fibromyalgia 

because this model presents face validity (painful and depressive alterations), construct 
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validity (monoamines depletion), and predictive validity (efficacy of clinically used drugs as 

pregabalin) [10]. Additionally, several studies use reserpine (1 mg/kg) to assess the 

pain/depression dyad in mice [25-27] which are among the main symptoms of patients with 

fibromyalgia [5,7]. 

Firstly, we showed that reserpine caused mechanical allodynia (pain in response to 

innocuous stimuli) in the animals, as previously reported [5,10]. Allodynia is one of the major 

characteristics of fibromyalgia, which is manifested clinically in the patients as pain in 

response to a light touch [5]. Here, kinin B1 and B2 receptor antagonists, as well as B1 and B2 

receptor gene deletion reduced reserpine-induced mechanical allodynia. Indeed, the systemic 

administration of B1 and B2 receptor antagonists and the deficiency of both receptors have 

been found to reduce mechanical hypersensitivity in chronic pain animal models 

[13,16,39,40].  

In addition to mechanical allodynia, patients with fibromyalgia report pain when in 

contact with cold temperature [41,42]. Reserpine induced cold sensitivity in the animals, as 

previously reported [43], which was reversed by kinin B1 and B2 receptor antagonists. 

Similarly, kinin receptors antagonists alleviated the cold sensitivity in another chronic pain 

model [44].  Mechanical or thermal painful stimuli are conducted to the central nervous 

system by nociceptive sensory neurons [45] where kinin B1 and B2 receptors are expressed, 

thus, it is possible to affirm the involvement of these receptors in pain modulation of 

mechanical and cold nociceptive stimuli [14,46,47].  

The activation of both kinin receptors also triggers spontaneous nociception [13,44]. 

Spontaneous pain in the muscles or joints is also reported by patients with fibromyalgia [41]. 

Consistent with previous findings in chronic pain models [13,44] kinin B1 or B2 receptor 

agonists (bradykinin and DABk, at doses that normally do not cause nociception) induced 

nociceptive spontaneous behavior in animals treated with reserpine, which was prevented by 

antagonists of these receptors.  

Spontaneous nociception can also be evaluated by the burrowing test, which 

reproduces the normal social behavior of animals and involves supraspinal mechanisms that 

contribute to sensory and affective pain phenotypes [48]. Its suppression reflects the pain 

impact on the reduction of well-being, which is compromised in patients with chronic pain 

[33,48,49]. Reserpine decreased the mice burrowing behavior similar to what occurs in 

chronic pain models [34,49], which was reversed by B1 but not B2 receptor antagonist. This 

result can be explained since the burrowing test also evaluates pain-associated depressive 

behaviors [32,33], which has been inhibited by B1 but not B2 receptor antagonist [50]. 
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Moreover, pregabalin did not reverse this altered burrowing behavior. These results 

corroborate with clinical findings, which demonstrate that pregabalin has no effect on 

depressive symptoms in fibromyalgia [3,51]. 

Similar to burrowing behavior, thigmotaxis is a natural animal behavior that involves 

conflicting events as predator avoidance. The increase in this behavior is associated with a 

protective measure in chronic pain models [34]. In according, reserpine increased the 

thigmotaxis behavior which was not reverse by kinin receptors antagonists. These results are 

not unexpected since thigmotaxis also measures anxiety, a comorbid of fibromyalgia [9,34], 

whose involvement of kinins is controversial [52,53]. 

The painful symptoms of fibromyalgia occur due to alterations in the central nervous 

system such as a dysfunction of descending pain modulation due to monoamines reduced 

levels [5,9]. Reserpine reduced the dopamine and serotonin levels in the spinal cord and 

cerebral cortex of animals, according to previous studies [10,35,54]. Importantly, reduced 

levels of these monoamines have also been demonstrated in the cerebrospinal fluid of patients 

with fibromyalgia [5,55].  

In addition to central mechanisms, peripheral pathways contribute to the clinical and 

pre-clinical features of fibromyalgia [8,56]. These mechanisms include the neurogenic 

inflammation, which also contributes to central sensitization, by the release of pro-

inflammatory neuropeptides from sensorial neurons and inflammatory cells. Such cells can 

release several neuroactive and vasoactive substances, including bradykinin [56]. Reserpine 

increased the bradykinin levels in the sciatic nerve and also cerebral cortex, peripheral and 

central structures, respectively. However, we did not find increased kinin levels in the spinal 

cord. Since kinins are used as a substrate by the angiotensin I-converting enzyme and kininase 

I [57,58] the activity of these enzymes may influence the kinins levels in the spinal cord.  

Bradykinin contributes to the pathogenesis of chronic musculoskeletal pain, which is 

the most prominent clinical feature of the fibromyalgia [1,18]. Moreover, it is involved in the 

peripheral sensitization, which can also increase pain sensitivity in the fibromyalgia [19]. 

These results reinforce the involvement of the kinins and its B1 and B2 receptors in the 

fibromyalgia-like pain symptoms since bradykinin exerts its nociceptive effects by activating 

directly the kinin B2 receptor, while its metabolites can active the kinin B1 receptor [12].   

In the fibromyalgia also occurs an increased excitability of spinal cord neurons and a 

greater neural activation in the cerebral cortex besides peripheral sensory neurons changes 

[5,6,8]. Importantly, the kinin B1 and B2 receptors are expressed in peripheral and central 

nervous systems and can be upregulated in inflammatory and painful conditions 
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[13,17,40,45,46]. In accord, we demonstrate that reserpine increased the kinin B1 and B2 

receptor expression in the spinal cord and cerebral cortex of mice corroborating with other 

chronic pain models [14,16,40].   

Besides pain, fibromyalgia patients also present depression, which may be associated 

with monoamines depletion in the central nervous system that occurs in both diseases 

[1,5,10]. Consistent with previous findings [10,35,54], reserpine increased the immobility 

time of mice in the forced swimming test, which measures a depressive-type behavior in 

animals similar to a depression condition in humans [35,54]. Thus, the reserpine-induced 

fibromyalgia animal model causes not only painful symptoms, but also a depression-

associated behavior [10]. 

Although the pathophysiology of fibromyalgia has not yet been fully elucidated [1,7] 

the pregabalin is one of the main recommended therapies to treat it [3]. Similar to previous 

fibromyalgia models [10,35,54], pregabalin was effective in reducing reserpine-induced 

mechanical allodynia. Additionally, pregabalin also reduced the reserpine-induced cold 

sensitivity but did not alter the changes in the burrowing and thigmotaxis behavior. Our 

results corroborate with previous studies where pregabalin reduced cold sensitivity in chronic 

pain models [59]. However, patients with fibromyalgia report an average pain relief of only 

50% after the pregabalin use [51]. Moreover, its chronic use causes adverse effects, including 

dizziness, somnolence, dry mouth, edema, blurred vision, weight gain and abnormal thinking 

[7,9].  

In order to search therapies which do not focus at just treat the symptoms, but also 

the mechanisms involved in the development of fibromyalgia, it is important to elucidate the 

pathophysiological changes that occur in this painful condition. Thus, our results showed that 

kinins and its B1 and B2 receptors are involved in the fibromyalgia-like pain symptoms in a 

reserpine-induced animal model. These data extend the previous finding on the involvement 

of both kinin receptors in chronic painful conditions [13,16,44]. Importantly, clinical 

screening studies show that the Icatibant, a kinin B2 receptor antagonist is effective in the 

treatment of hereditary angioedema, do not causes serious adverse effects and is well accepted 

by patients [60]. Therefore, kinin B1 or B2 receptor antagonists might represent a therapeutic 

potential for the fibromyalgia-like pain symptoms control, which is the most relevant clinical 

feature of the disease. 
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Figure and Captions 

 

 

Fig 1 Experimental design for reserpine-induced mechanical allodynia. (A) Dose-response 

curve for reserpine (0.1, 0.3, 1 mg/kg, s.c.) administration. (B) Mechanical allodynia in wild-

type (WT) mice and knockout mice for the kinin B1 or B2 receptor (B1-/-, B2-/-) after reserpine 

(1 mg/kg, s.c.) administration 

 

 

 

 

Fig 2 Experimental design for the agonists and antagonists treatment of kinin receptors after 

reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration. (A) Mechanical allodynia was evaluated of 0.5-4 h 

after peptide antagonists (DALBk, Icatibant) treatment or of 0.5-24 h after non-peptide 

antagonists (SSR240612, FR173657) and pregabalin treatment. Cold allodynia was evaluated 

at 1 h after peptide and non-peptide antagonists’ treatment. Thigmotaxis and burrowing 

behaviors were evaluated at 1 h and 2 h after peptide antagonist’s treatment, respectively. (B) 

Spontaneous nociception after agonists (DABk, Bk) intraplantar administration, as well as, in 
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animals previously treated with antagonists (DALBk, Icatibant) and that 30 min after received 

agonists (DABk, Bk) intraplantar administration 

 

 

Fig 3 Experimental design for forced swimming, adverse effects, and western blot tests, as 

well as for bradykinin and monoamines levels evaluated 1 day after the last reserpine (1 

mg/kg, s.c.) or vehicle (10 mL/kg, s.c.) administration  
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Fig 4 Time-response and dose-response curve to the vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (0.1 

mg/kg, 0.3 mg/kg or 1 mg/kg, s.c.) on mechanical allodynia in mice. B denotes the baseline 

threshold before reserpine administrations. Data are expressed as the mean+SEM of 6 animals 

per group. #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 when compared to the vehicle group; two-way 

repeated measures ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test 
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                 Fig 5  Possible adverse effects of the reserpine (1 mg/kg, s.c.) at one day after its last 

administration. (A) Distance traveled and (B) Mean speed in the thigmotaxis apparatus. (C) 

Latency to remove both front paws from the bar test. (D) Body temperature and (E) weight. 

Data are expressed as the mean+SEM of 6 animals per group. Significant differences were not 

found between groups (Student’s t-test)  

B 1 3 7 1 1 1 4

1

1 0

W T  m ic e  -  V e h ic le  (1 0  m L /k g , s .c . )

W T  m ic e  -  R e s e rp in e  (1  m g /k g , s .c . )

B 1

-/-
m ic e  - V e h ic le  (1 0  m L /k g , s .c . )

B 1

-/-
m ic e  -  R e s e rp in e  (1  m g /k g , s .c . )

D a y s  a f te r  r e s e rp in e  a d m in s t ra t io n s

P
W

T
 (

g
)

# # #

# # #
#

*** ***

# #

***

A

B 1 3 7 1 1 1 4

1

1 0

W T  m ic e  -  V e h ic le  (1 0  m L /k g , s .c . )

W T  m ic e  -  R e s e rp in e  (1  m g /k g , s .c . )

B 2

-/-
m ic e  -  V e h ic le   (1 0  m L /k g , s .c . )

B 2

-/-
m ic e  -  R e s e rp in e  (1  m g /k g , s .c . )

D a y s  a fte r  re s e rp in e  a d m in is tra t io n s

# # #

# #

P
W

T
 (

g
)

***
***

#
#

B

 
Fig 6 Time-response curves to the vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) on 

mechanical allodynia in wild-type (WT) and kinin receptors knockout mice. (A) B1 receptor 

knockout mice (B1
-/-) and (B) B2 receptor knockout mice (B2

-/-). B denotes the baseline 

threshold before reserpine administrations. Data are expressed as the mean+SEM of 5 animals 

per group. #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 when compared to the WT mice/vehicle group; 
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*P<0.05, *P<0.01, ***P<0.001 when compared to the WT mice/reserpine group; two-way 

repeated measures ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test 

 

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

B
1
 p

ro
te

in
 e

x
p

re
s

s
io

n

(%
 o

f
 c

o
n

tr
o

l)

*

V e h ic le  (1 0  m L /k g , s .c . )

R e s e rp in e  (1  m g /k g , s .c . )

A
4 0  K D a  - a c t in

3 5  K D a                     B 1

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

*

B
2
 p

ro
te

in
 e

x
p

re
s

s
io

n

(%
 o

f
 c

o
n

tr
o

l)

V e h ic le  (1 0  m L /k g , s .c . )

R e s e rp in e  (1  m g /k g , s .c . )

B
3 5  K D a                       B 2

4 0  K D a  - a c t in

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0
4 2  K D a  - a c t in

B
1
 p

ro
te

in
 e

x
p

re
s

s
io

n

(%
 o

f
 c

o
n

tr
o

l)

*

V e h ic le  (1 0  m L /k g , s .c . )

R e s e rp in e  (1  m g /k g , s .c . )

C
3 5  K D a                        B 1

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

*

B
2
 p

ro
te

in
 e

x
p

re
s

s
io

n

(%
 o

f
 c

o
n

tr
o

l)

V e h ic le  (1 0  m L /k g , s .c . )

R e s e rp in e  (1  m g /k g , s .c . )

3 5  K D a                      B 2

4 2  K D a  - a c t in

D

 

Fig 7 Effect of the vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) on the kinin B1 and B2 

receptors expression in the spinal cord (A; B) and cerebral cortex (C; D) one day after its last 

administration. Data are expressed as the mean+SEM of animals 5-6 per group. *P<0.05 

when compared to the vehicle group second Student’s t-test 
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Fig 8 Effect of the vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) on the bradykinin-

related peptide levels in the sciatic nerve (A), spinal cord (B) and cerebral cortex (C) one day 

after the last administration. Data are expressed as the mean+SEM of animals 5-6 per group. 

*P<0.05 when compared to the vehicle group second Student’s t-test 
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Fig 9 Effect of B1 (DALBk) or B2 (Icatibant) receptor peptide antagonists or B1 (SSR240612) 

or B2 (FR173657) receptor non-peptide antagonists or Pregabalin on reserpine-induced 

mechanical allodynia. Time-response curves caused by treatment with DALBk (150 nmol/kg, 

i.p.; A), Icatibant (100 nmol/kg, i.p.; B), SSR240612 (150 nmol/kg, i.p.; C), FR173657 (100 

nmol/kg, i.p.; D) or Pregabalin (30 mg/kg, i.p.; E) in animals that received reserpine 

administrations (1 mg/kg, s.c.). B denotes the baseline threshold before reserpine 

administrations, while 0 day indicates basal mechanical threshold one day after the last 

reserpine administration and before treatment with antagonists or pregabalin. Data are 

expressed as the mean+SEM of 8 animals per group. #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 when 

compared to the basal mechanical threshold (B); one-way repeated measures ANOVA 

followed by Bonferroni’s post hoc Test. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 when compared to 

the vehicle group; two-way repeated measures ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc 

test 
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Fig 10 Effect of B1 or B2 receptor peptide or non-peptide antagonists and of the pregabalin on 

the reserpine-induced cold sensitivity. Treatment with vehicle (10 mL/kg, i.p.), B1 (DALBk, 

150 nmol/kg, i.p.) or B2 (Icatibant, 100 nmol/kg, i.p.) receptor peptide antagonists (A) and 

treatment with B1 (SSR240612, 150 nmol/kg, i.p.) or B2 (FR173657, 100 nmol/kg, i.p.) 

receptor non-peptide antagonists (B) or pregabalin (30 mg/kg, i.p.) at one day after the last 

vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration. Data are expressed as the 

mean+SEM of 6 animals per group. ##P<0.01, ###P<0.001 when compared to the vehicle (s.c.) 

group; *P<0.05, **P<0.01 when compared to the vehicle (i.p.) group; one-way ANOVA 

followed by Bonferroni’s post hoc test 
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Fig 11 Effect of B1 or B2 receptor agonists and/or antagonists on spontaneous nociceptive 

behavior induced by reserpine. Nociceptive behavior induced by B1 (DABk; 1 nmol/paw, 

i.pl.) (A) or B2 (Bk; 1 nmol/paw, i.pl.) (B) receptor agonists in mice that received reserpine 

administrations (1 mg/kg, s.c.). Effect of B1 (DALBk, 150 nmol/kg, i.p.; C) or B2 (Icatibant, 

100 nmol/kg, i.p.; D) receptor antagonists on nociceptive behavior induced by DABk (1 

nmol/paw, i.pl.) or Bk (1 nmol/paw, i.pl.) in mice one day after the last reserpine 

administration. Data are expressed as the mean+SEM of 6 animals per group. **P<0.01 when 

compared with the vehicle group. #P<0.05, ##P,0.01 when compared to the DABk/PBS (C) or 

Bk/PBS (D) group; two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test 
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Fig 12 Effect of B1 or B2 receptor peptide antagonists and pregabalin on the decrease of the 

burrowing behavior induced by reserpine. Treatment with the vehicle (10 mL/kg, i.p.), B1 

(DALBk, 150 nmol/kg, i.p.) (A) or B2 (Icatibant, 100 nmol/kg, i.p.) (B) receptor peptide 

antagonists or pregabalin (30 mg/kg, i.p.) one day after the last reserpine (1 mg/kg, s.c.) 

administration. Data are expressed as the mean+SEM of 8 animals per group. #P<0.05 when 

compared to the vehicle (s.c.) group; *P<0.05 when compared to the reserpine/vehicle group; 

one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test 
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Fig 13 Effect of the vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) on the thigmotaxis 

behavior. The number of entries and (B) time spent in the central quadrant (C) on the 

thigmotaxis apparatus at one day after the last vehicle or reserpine administration. Data are 

expressed as the mean+SEM of 6 animals per group. *P<0.05 when compared to the vehicle 

group second Student’s t-test  
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Fig 14  Effect of the vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) on the monoamines 

levels in the spinal cord (A, B) and cerebral cortex (C, D) one day after the last 

administration. Data are expressed as the mean+SEM of 6 animals per group. *P<0.05 when 

compared to the vehicle group second Student’s t-test 
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Abstract 

Fibromyalgia is a chronic disease potentially disabling, characterized by widespread pain and 

a range of comorbidities as hypertension. Among the mechanisms involved in fibromyalgia-

like pain symptoms are kinins and their B1 and B2 receptors. Moreover, angiotensin I 

converting enzyme (ACE) inhibitors, antihypertensive drugs, can enhance the pain by 

blocking the neuropeptides degradation as substance P and bradykinin, besides enhancing 

kinin receptors signaling. We investigate the effect of ACE inhibitors on reserpine-induced 

fibromyalgia-like pain symptoms and the kinin involvement on this effect. Nociceptive 

parameters (mechanical and cold allodynia and spontaneous nociception) were evaluated after 

ACE inhibitors administration in mice previously treated with reserpine. The role of kinin B1 

and B2 receptors was investigated using pharmacological antagonism. Additionally, 

bradykinin levels, as well as the activity of ACE and kininase I were measured in the sciatic 

nerve, spinal cord and cerebral cortex of the mice. ACE inhibitors enalapril and captopril 

enhanced the reserpine-induced mechanical allodynia, and this increase was prevented by 

kinin B1 and B2 receptor antagonists. Substance P and bradykinin caused spontaneous 

nociception and increased the mechanical allodynia in animals treated with reserpine. 

Reserpine plus ACE inhibitors increased bradykinin-related peptides levels and inhibited the 

mailto:saramarchesan@hotmail.com
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ACE activity in structures involved in the pain modulation. Since hypertension is frequent 

comorbidity affecting fibromyalgia patients, hypertension treatment with ACE inhibitors by 

these patients should be reviewed since this could enhance the fibromyalgia-like pain 

symptoms. Thus, hypertension treatment in patients with fibromyalgia could include other 

classes of antihypertensive drugs. 

 

Key words: mechanical allodynia, enalapril, spontaneous nociception, bradykinin. 

 

Introduction  

Fibromyalgia is a chronic disease that prevails in 2 to 8 % of the world population 

(Clauw, 2014). It is classified as chronic primary pain whose main symptom is widespread 

pain, characterized by hyperalgesia, allodynia and spontaneous pain (Rehm et al., 2010; Choy, 

2015; Treede et al., 2015). Symptoms also include hypertension, fatigue, depression, memory 

problems and sleep disturbances (Clauw, 2015; Arnold et al., 2016). Fibromyalgia is, 

therefore, a potentially disabling disease that results in high medical costs and severe 

reduction of patient’s life quality since diagnostic and treatments are often inadequate 

(Doppler et al., 2015; Arnold et al., 2016; Macfarlane et al., 2017). 

The pathophysiology of disease includes abnormalities in the central nervous system, 

such as dysfunction of descending pain inhibitory pathways mediated by monoamines 

decrease (Clauw, 2015) and central sensitization (Choy, 2015), besides peripheral alterations 

as dysfunction of small nerve fibers (Doppler et al., 2015; Taguchi et al., 2015) and 

neurogenic inflammation (Litllejohn, 2015). Neurogenic inflammation results from the release 

of proinflammatory neuropeptides such as bradykinin from peripheral inflammatory cells and 

substance P from C-fibers as part of a peripheral axonal reflex (Blanco et al., 2010; Littlejohn, 

2015).  

The substance P is a neuropeptide that besides peripheral effects increase the 

excitability of neurons in the dorsal horn contributing to the increased pain transmission from 

the spinal cord to brain regions (Borsook; Sava, 2009; Choy, 2015; Clauw, 2015). Bradykinin 

is also an endogenous peptide involved in inflammatory and painful processes through kinin 

B2 receptor activation, while its active metabolites also induce such processes by acting on the 

kinin B1 receptor (Leeb-Lundberg et al., 2005; Dutra, 2017). Increased levels of substance P 

have been found in the spinal fluid of patients with fibromyalgia (Choy, 2015), as well as, the 

involvement of bradykinin and of the kinin B1 and B2 receptors has been demonstrated in a 

fibromyalgia-like animal model (Brusco et al., unpublished data). Moreover, both peptides are 
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neuro-inflammatory mediators involved in central and peripheral sensitization such as those 

occurring in fibromyalgia (de Mos et al., 2009; Littlejohn, 2015; 2018). 

Since the angiotensin I-converting enzyme (ACE) degrades substance P and 

bradykinin, the use of ACE inhibitors drugs has been associated with an increased risk of 

developing the chronic pain conditions and widespread pain by preventing the degradation of 

these peptides (Borsook; Sava 2009; de Mos et al., 2009). Preclinical and clinical data also 

showed that ACE inhibitors may contribute to the development of acute and chronic pain 

conditions (Choi, 2012; Silva et al., 2016; de Mos et al., 2009; Borsook; Sava, 2009; Guasti et 

al., 2002; Boix et al., 2005), besides causing a potentiation of chemotherapy-induced painful 

hypersensitivity (Brusco et al., 2017a). 

ACE inhibitors facilitate and enhance the progression of neuroinflammatory 

mechanisms since they makes central and peripheral neurons more sensitive to pain (de Mos 

et al., 2009; Borsook; Sava, 2009). Besides preventing the neuropeptides degradation, (Boix 

et al., 2005; Negraes et al., 2015; Dutra et al., 2017) ACE inhibitors can act as direct allosteric 

agonists of the kinin B1 receptor (Erdös et al., 2010; Negraes et al., 2015) and as indirect 

allosteric enhancers of the kinins activity on the B2 receptor by interactions with the ACE on 

the cell surface where both are colocalized (Chen et al., 2006; Erdös et al., 2010). 

ACE inhibitors are one of the most commonly used classes of drugs to treat 

hypertension (Mancia et al., 2013), which affect 12–40% of fibromyalgia’ patients, and it is 

one of the most common diagnoses (34.8%) by which they are admitted to hospitals 

(Haviland et al., 2011). Thus, this study aimed to investigate the effect of ACE inhibitors on 

reserpine-induced fibromyalgia-like pain symptoms in mice and the kinin involvement on this 

effect. 

 

Methods 

Animals 

 

Experiments were performed using adult male Swiss mice (25-30 g). Animals were 

maintained in a temperature-controlled room (22±1°C) with a 12 h light/12 h dark cycle and 

free access to food and water. The experimental protocol was approved by the Institutional 

Committee for Animal Care and Use of the Federal University of Santa Maria (CEUA, 

processes number 2770030516/2016 and 3189251018/2018). The number of animals and the 

intensities of noxious stimuli used were the minimum necessary to demonstrate the consistent 

effects of the treatments in accordance with ethical guidelines established for investigations of 
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experimental pain in conscious animals (Zimmermann, 1983). The experimental protocol 

followed the Animal Research: Reporting in vivo Experiments (ARRIVE) guidelines 

(McGrath; Lilley, 2015) and national (guidelines of Brazilian Council of Animal 

Experimentation – CONCEA) and international legislation (of U.S. Public Health Service’s 

Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals - PHS Policy).  Experiments also are 

in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated 

guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of 

Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 

1978). 

 

Drugs 

 

All reagents when not mentioned were purchased from Sigma-Aldrich Chemical 

Company (St. Louis, MO, USA). Reserpine was dissolved in glacial acetic acid (0.1%) in 

saline solution (0.9% NaCl). Mergepta was purchased from Calbiochem (California, USA). 

Enlapril, captopril and mergepta were dissolved in saline solution (0.9% NaCl). Bradykinin 

(Bk; B2 receptor agonist), des-Arg9-bradykinin (DABk; B1 receptor agonist), Icatibant (B2 

receptor antagonist) and des-Arg9-[Leu8]-bradykinin (DALBk; B1 receptor antagonist) were 

prepared in phosphate-saline buffer (PBS). The fluorescent substrates dansyl-ala-arg (kininase 

I substrate) and (N-[3-(2-furyh)-acryloyl]-L-phenyl alanyl glycyl glycine (FAPGG; ACE 

substrate) were purchased from Bachem (California, USA). Substance P was dissolved in 

glacial acetic acid (0.05%) in saline solution (0.9% NaCl). The enzyme immunoassay kit for 

bradykinin was obtained from Peninsula Laboratories International, Inc. (San Carlos, USA). 

The doses of the drugs used in this study were based in previous studies (Nagakura et al., 

2009; Brusco et al., 2017a; Brusco et al., unpublished data). 

 

Fibromyalgia-like pain model  

 

The fibromyalgia model that mimics fibromyalgia-like pain symptoms was 

performed according to the method described by Nagakura et al., (2009) adapted for mice (Li 

et al., 2016). Animals received a subcutaneous (s.c.) administration of reserpine (1 mg/kg) 

once daily for three consecutive days (1, 2 and 3 days). Control groups received only 

subcutaneous administrations of vehicle (10 mL/kg; 0.1% acetic acid in saline solution (0.9% 

NaCl). Behavioral tests, evaluation of bradykinin levels and ACE and Kininase I activities 

were performed one day after the last administration of reserpine or vehicle. 
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Behaviour tests 

 

Grip test 

The muscle strength was measured with an automated meter (Model EFF305, 

Insight, São Paulo, Brazil). The apparatus consists of a raised metal grid from the floor and 

connected to a power transducer. To measure the muscle strength, mice were placed gently on 

the grid and allowed to grip it with its paws. Then, animals were gently pulled backward in a 

horizontal plane, from the tail base. The maximum strength exerted by the paws of each 

mouse was automatically recorded in grams (g) by the device. The test was repeated 3 times 

per mouse with at least 1 min resting period between each test (Katarzyna et al., 2010). 

Firstly, basal muscle strength values were recorded for each animal. After baseline, animals 

were treated with vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) and one day after the 

last administration, the muscle strength of the animals' forelimbs was again measured. Results 

were expressed as muscle strength in grams. 

 

Mechanical allodynia 

 

Mechanical allodynia was measured with a series of flexible nylon von Frey 

filaments of increasing stiffness (0.02-10 g) applied on the right hind paw of the mice using 

the up-and-down method (Chaplan et al., 1994; Oliveira et al., 2016). The mechanical paw 

withdrawal threshold (PWT) was calculated from the resulting scores according to Dixon 

(1980) and expressed in grams (g). Mechanical allodynia was considered as a significant 

decrease in the PWT in comparison to the baseline values.  

To evaluate the development of mechanical allodynia on the reserpine-induced 

fibromyalgia-like pain model, animals received vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 

mg/kg, s.c.) once daily for three consecutive days (Nagakura et al., 2009) adapted for mice (Li 

et al., 2016). The mechanical PWT was measured before (basal; B) and at one day after the 

last reserpine administration (basal; 0) in the times of 0.5 h up to 24 h. 

 

Effect of the ACE and kininase I inhibitors on reserpine-induced mechanical allodynia  

 

Mechanical PWT was performed before (basal; B) and at one day after the last 

reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration (basal; 0). Then, animals that presented mechanical 

allodynia received oral (p.o.) treatment with vehicle (10 mL/kg, p.o.) or ACE inhibitors, 

enalapril (30 mg/kg, p.o.) or captopril (30 mg/kg, p.o.), as well as, the intraperitoneal (i.p.) 
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treatment with kininase I inhibitor, mergepta (3 mg/kg, i.p.). Mechanical allodynia was 

evaluated from 0.5 h up to 6 h after treatments (Brusco et al., 2017a). Experimental design is 

represented in the figure 1a. 

 

 

Figure 1. Experimental design for the effect of ACE inhibitors (enalapril and captopril) and 

kininase I inhibitor (mergepta) on the mechanical and cold allodynia reserpine-induced (A). 

Schematic representation of the effect of kinin receptor antagonists (DALBk, icatibant) on the 

mechanical allodynia it is induced by reserpine plus ACE inhibitors (enalapril and captopril) 

(B). 

 

Effect of the kinin B1 or B2 receptor antagonists on reserpine-induced mechanical allodynia 

after ACE inhibitors administration 

 

 The effect of the kinin B1 or B2 receptors antagonists, DALBk or Icatibant, 

respectively, was evaluated on the mechanical allodynia in animals submitted to previous 

administration of reserpine and treated with ACE inhibitors, enalapril or captopril.  

Mechanical PWT was performed before (basal; B) and at one day after the last reserpine (1 

mg/kg, s.c.) administration (basal; 0). Then, animals that presented mechanical allodynia 

received the intraperitoneal pre-treatment with vehicle (10 mL/kg, i.p.), DALBk (150 

nmol/kg, i.p.) or Icatibant (100 nmol/kg, i.p.) and at 0.5 h after received oral administrations 

of vehicle (10 mL/kg, p.o.), enalapril (30 mg/kg, p.o.) or captopril (30 mg/kg, p.o.). 

Mechanical allodynia was evaluated from 0.5 h up to 6 h after treatments with ACE inhibitors 

(Brusco et al., 2017a). Experimental design is represented in the figure 1b. 
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Effect of submaximal doses of the bradykinin and substance P on the reserpine-induced 

mechanical allodynia  

 

Mechanical PWT was performed before (basal; B) of vehicle (10 mL/kg, s.c.) or 

reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration. Next, one day after the last of vehicle or reserpine 

administrations, animals received the intraplantar (i.pl.) injection of vehicle (20 µL/paw, i.pl.) 

or submaximal doses de bradykinin (1 nmol/paw, i.pl.) and substance P (1 nmol/paw, i.pl.). 

Mechanical allodynia was evaluated at 2 h after the intraplantar injections. Experimental 

design is represented in the figure 2a. 

 

Figure 2. Experimental design for the effect of intraplantar submaximal doses of bradykinin 

(Bk) and substance P (SP) on the spontaneous nociception and mechanical allodynia after 

reserpine or vehicle administration (A). Schematic representation of the effect of ACE 

inhibitors (enalapril and captopril) and kininase I inhibitor (mergepta) on the ACE and 

kininase I activities, bradykinin levels, and locomotor activity, according to the 

methodological description (B). 
 

 

Spontaneous nociception 

 

Animals were individually placed in chambers (transparent glass cylinders of 20 cm 

diameter; adapted for 20 min) at one day after the last vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 

mg/kg, s.c.) administration. Then these animals received the intraplantar (i.pl.) administration 

of vehicle (20 µL/paw, i.pl.) or submaximal doses of bradykinin (1 nmol/paw, i.pl.) and 

substance P (1 nmol/paw, i.pl.). The spontaneous nociceptive behaviour was considered as the 

amount of time licking the injected paw during 10 min after injections and the results were 
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expressed in seconds (s) (Brusco et al., 2017a).  Experimental design is represent in the figure 

2a. 

 

Cold allodynia 

 

Cold allodynia was evaluated in the reserpine-induced fibromyalgia-like pain model 

with the acetone drop method (Brusco et al., 2017b). An acetone drop (20 µL) was applied 

three times in each right hind paw and cumulative scores were generated following a 4-point 

scale: 0=no response; 1=quick withdrawal, flick or stamp of the paw; 2=prolonged 

withdrawal or repeated flicking, and 3=repeated flicking of the paw with licking directed at 

the ventral side of the paw.  

 

Effect of the ACE and kininase I inhibitors on reserpine-induced cold allodynia  

 

One day after the last vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) 

administration the animals were treated with vehicle (10 mL/kg, p.o.) or with ACE inhibitors, 

enalapril (30 mg/kg, p.o.) or captopril (30 mg/kg, p.o.), as well as with kininase I inhibitor, 

mergepta (3 mg/kg, i.p.). The score of cold allodynia was then evaluated at 1 h after the 

treatments (Brusco et al., 2017b). Experimental design is represented in the figure 1a.  

 

Levels of bradykinin-related peptides 

 

One day after the last vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) 

administration the animals were treated with ACE inhibitors enalapril (30 mg/kg, p.o.) or 

captopril (30 mg/kg, p.o.) or with kininase I inhibitor, mergepta (3 mg/kg, i.p.). At 1 h after 

the treatments, animals were promptly euthanized and sciatic nerve, cord spinal, and cerebral 

cortex were collected. The measurement of kinin levels was performed by enzyme 

immunoassays through a high-sensitivity kit for bradykinin. The results were expressed as 

bradykinin-related peptides levels in ng/mL of sample (Gewehr et al., 2013; Brusco et al., 

2017a).  Experimental design is represented in the figure 3. 

 

Determination of ACE activity 
 

One day after the last vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) 

administration animals were treated with vehicle (10 mL/kg, p.o.) or ACE inhibitors enalapril 
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(30 mg/kg, p.o.) or captopril (30 mg/kg, p.o.) or kininase I inhibitor mergepta (3 mg/kg, i.p.). 

At 1 h after treatments, the animals were euthanized and samples of the sciatic nerve, spinal 

cord, and cortex cerebral were collect. For measuring ACE activity, the samples were 

incubated in the presence of the ACE substrate (FAPGG). The formed product was measured 

at 340 nm, and results were expressed as μmol of cleaved substrate/μl sample/min (Silva et 

al., 2016; Brusco et al., 2017a). Experimental design is represented in the figure 3. 

 

Determination of kininase I activity 
 

Animals were euthanized and samples of the sciatic nerve, spinal cord, and cortex 

cerebral were collect one day after the last vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) 

administration. The kininase I activity assay involved the incubation of samples in the 

presence of its fluorescent substrate dansyl-ala-arg. The fluorescent product was extracted 

with chloroform and measured at 495 nm (340 nm excitation). Results were expressed as 

fluorescent units/mg of protein (Sangsree et al., 2003; Silva et al., 2016). Experimental design 

is represented in the figure 3. 

 

Adverse effects assessment 

 

Possible adverse effects caused by reserpine (1 mg/kg, s.c.) and by the combined 

administration of reserpine (1 mg/kg, s.c.) with enalapril (30 mg/kg, p.o.) were measured at 

one day after its last administration and at 1 h after enalapril administration. The locomotor 

activity was recorded for 15 min in the thigmotaxis apparatus where the results of mean speed 

and distance traveled were obtained by automated analysis (ANY-maze™ software) and 

further exported as raw data for the statistical analysis (Huang et al., 2013). The forced 

locomotor activity of each animal was evaluated using the rotarod test (3.7 cm in diameter, 8 

rpm). Animals were first trained to remain on the apparatus for 60 s without falling. Results 

were expressed as the number of falls for 4 min in the rotarod test (Brusco et al., 2017b). 

Experimental design is represented in the figure 3. 

 

Statistical analysis 

 

Results were expressed as the mean and standard error of the mean (SEM). Statistical 

analysis was performed using GraphPad Prism 6.0 software. To meet parametric assumptions, 

the data of mechanical threshold and cold allodynia scores were log transformed before 
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analysis. The significance of differences between groups was evaluated with Student’s t-test, 

one-way or two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post hoc test or 

Bonferroni’s post hoc test. P values less than 0.05 (P<0.05) were considered significant.  

 

Results 

Reserpine induces mechanical allodynia and reduces muscle strength 

 

Reserpine administrations, but not the vehicle, decreased the mechanical PWT of the 

animals in response to von Frey filaments, featuring mechanical allodynia in the 

fibromyalgia-like pain model. Mechanical allodynia was observed one day after the last 

reserpine administration in all times evaluated (Fig.3a). Moreover, reserpine administrations 

also reduced in 27±1.8% the muscle strength of the mice one day after its last administration 

when compared to the vehicle group (Fig.3b). 
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Figure 3. Time-response curve to the vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) on 

mechanical allodynia in mice (A). B denotes the baseline threshold before reserpine 

administrations while 0 indicates the basal threshold one day after the last reserpine 

administration. Muscle strength of the hind paws of the animals at one day after the last 

administration of vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) (B). Data are expressed 

as the mean+SEM (n= 6). **P<0.01; ***P<0.001 when compared to the vehicle group; two-

way repeated measures ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test (A) or ***P<0.001 

when compared to the vehicle group second Student’s t-test (B). 

 

ACE inhibitors enhance the reserpine-induced mechanical allodynia  

 

Reserpine (1 mg/kg, s.c.) induced mechanical allodynia one day after its last 

administration when compared to basal values (B). The treatment with ACE inhibitors 

enalapril (30 mg/kg, p.o.) and captopril (30 mg/kg, p.o.) enhanced the mechanical allodynia 
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induced by reserpine from 1 up to 4 h after treatments when compared to vehicle group. The 

threshold maximum reduction was of 44±8% and 45±10% at 1 h and 2 h after treatments with 

enalapril and captopril, respectively (Fig. 4).  
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Figure 4. Effect of ACE inhibitors on the mechanical allodynia reserpine-induced. Time-

response curves in animals that received vehicle (10 mL/kg, p.o.), (A) enalapril (30 mg/kg, 

p.o.) or (B) captopril (30 mg/kg, p.o.) one day after the last reserpine (1 mg/kg, s.c.) 

administration. B denotes the basal threshold before reserpine administrations, while 0 

indicates the basal threshold one day after the last reserpine administration. Data are 

expressed as the mean+SEM (n=6-7). #P<0.001 when compared with the basal mechanical 

threshold (B); one-way repeated measures ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test; 

*P<0.05, **P<0.01 when compared with the vehicle group; two-way repeated measures 

ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. 

 

Kinin B1 and B2 receptor antagonists reduce the mechanical allodynia induced by ACE 

inhibitors in animals previously treated with reserpine  

 

ACE inhibitors enalapril (30 mg/kg, p.o.) and captopril (30 mg/kg, p.o.) enhanced 

the mechanical allodynia induced by reserpine (1 mg/kg, s.c.) when compared to baseline 

values (0) at one day after the last reserpine administration. The threshold maximum 

reduction was of 53±6% and 50±10% at 1 h, after enalapril and captopril administrations, 

respectively (Fig.5). The treatment with kinin B1 (DALBk; 150 nmol/kg, i.p.) or B2 (Icatibant; 

100 nmol/kg, i.p.) receptor antagonists reduced the mechanical allodynia induced by reserpine 

plus enalapril administration from 0.5 up to 4 h after antagonists’ administration. Maximal 

inhibitions (Imax) for DALBK and Icatibant were of 54±4% and 71±9% at 1 h after treatments, 

respectively (Fig.5a, b). Interestingly, DALBk (150 nmol/kg, i.p.) reduced reserpine-induced 

mechanical allodynia beyond the baseline values (time 0; after reserpine administrations) at 

0.5 after treatment (Fig.5a). Likewise, DALBk and Icatibant reduced the mechanical allodynia 
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induced by reserpine plus captopril administration from 1 up to 2 h and from 1 up to 4 h after 

antagonist’s administration with Imax of 57±5% and 73±8% at 1 h after treatments, 

respectively (Fig. 5c, d). 
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Figure 5. Effect of B1 (DALBk) or B2 (Icatibant) receptor antagonists on mechanical 

allodynia induced reserpine plus enalapril or captopril. Time-response curves from pre-

treatment with vehicle (10 mL/kg, i.p.), (A) DALBk (150 nmol/kg, i.p.) or (B) Icatibant (100 

nmol/kg, i.p.) in animals previously treated with reserpine (1 mg/kg, s.c.) and that received 

enalapril (30 mg/kg, p.o.) or captopril (30 mg/kg, p.o.). B denotes the basal threshold before 

reserpine administration, while 0 indicates the basal threshold one day after the last reserpine 

administration and before treatment with antagonists, enalapril or captopril. Data are 

expressed as the mean + SEM (n=5-8). ##P<0.01, and ###P<0.001 when compared to the basal 

threshold (B); &P<0.05 when compared to the basal values (0); XP<0.05 when compared to the 

baseline values (0)/DALBk; enalapril group; one-way repeated measures ANOVA followed 

by Bonferroni’s post hoc test; *P<0.05, and ***P<0.001 when compared to the 

vehicle/enalapril or captopril group; two-way repeated measures ANOVA followed by 

Bonferroni’s post hoc test. 

 

 

 

 

Kininase I inhibitor reduces the reserpine-induced mechanical allodynia 
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Reserpine (1 mg/kg, s.c.) induced mechanical allodynia one day after the last 

administration when compared to basal values (B). Treatment with kininase I inhibitor 

mergepta (3 mg/kg, i.p.) reduced  reserpine-induced mechanical allodynia from 0.5 h up to 2 h 

after its treatment when compared to the vehicle group. The Imax was of 43±8% at 1 after 

treatment (Fig. 6a).  

 

 

Effect of ACE and kininase I inhibitors on reserpine-induced cold allodynia  

 

Reserpine (1 mg/kg, s.c.) induced cold allodynia one day after its last administration 

when compared to the animals that received vehicle (10 mL/kg s.c.) (Fig. 6b). Treatment with 

ACE inhibitors enalapril (30 mg/kg, p.o.) and captopril (30 mg/kg, p.o.) did not alter 

reserpine-induced cold allodynia (data not shown). However, the treatment with kininase I 

inhibitor mergepta (3 mg/kg, i.p.) reversed the cold allodynia induced by reserpine at 1 h after 

its administration when compared to the vehicle group (10 mL/kg, p.o.) with maximum 

inhibition of 52±12% (Fig. 6b). 

Moreover, reserpine increased the kininase I activity one day after it last 

administration when compared to the vehicle in the cerebral cortex (Fig. 6c), but not in the 

sciatic nerve or spinal cord of the mice (data not show).  
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Figure 6. Effect of vehicle or kininase I inhibitor on mechanical (A) and cold (B) allodynia 

reserpine-induced and the effect of reserpine on the kininase I activity (C). (A)Time-response 

curve in animals that received vehicle (10 mL/kg, i.p.) or mergepta (3 mg/kg, i.p.) one day 

after the last reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration. B denotes the basal threshold before 

reserpine administrations, while 0 indicates the basal mechanical threshold one day after the 

last reserpine administration. (B) Cold allodynia score one day after the last of the vehicle (10 

mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration in animals treated with vehicle (10 

mL/kg, i.p.) or mergepta (3 mg/kg, i.p.). (C) Effect of reserpine (1 mg/kg, s.c.) on the kininase 

I activity in cerebral cortex samples. Data are expressed as the mean + SEM (n=6-8). 
###P<0.001 when compared with basal mechanical threshold (B) or vehicle (s.c.); one-way 

repeated measures ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test; *P<0.05, **P<0.01 when 

compared with the vehicle (i.p.) group; two-way repeated measures (A), one-way (B) 

ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test or Student’s t-test (C). 

 

 

Bradykinin and substance P enhance reserpine-induced mechanical allodynia and cause 

spontaneous nociception in animals treated with reserpine 

 

Reserpine (1 mg/kg, s.c.) induced mechanical allodynia in thhe animals one day after 

its last administration when compared to basal PWT values (B). The intraplantar 

administration of low doses of bradykinin (Bk; 1 nmol/paw, i.pl.) and substance P (SP; 1 

nmol/paw, i.pl.) enhanced the mechanical allodynia induced by reserpine when compared to 

reserpine/PBS intraplantar group. The maximum threshold reduction was of 57±11% and 

64±9% after treatments with Bk and SP, respectively. As expected, low doses of Bk or SP did 

not cause mechanical allodynia in animals treated subcutaneously with vehicle (Fig. 7a; b).  
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Moreover, the intraplantar administration of low doses of bradykinin (Bk; 1 

nmol/paw, i.pl.) and substance P (SP; 1 nmol/paw, i.pl.) was able to produce spontaneous 

nociceptive behavior in animals treated with reserpine when compared to reserpine/PBS 

intraplantar group. On the other hand, low doses of Bk and SP did not cause spontaneous 

nociception in animals treated subcutaneously with vehicle (Fig. 7 c; d). 
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Figure 7. Effect of bradykinin (Bk) and substance P (SP) on mechanical allodynia (A; B) and 

spontaneous nociceptive behavior (C; D) induced by reserpine. Treatment with vehicle (PBS; 

20 µL/paw, i.pl.) and low doses of Bk (1 nmol/paw, i.pl.) (A; C) or SP (1 nmol/paw, i.pl.) (B; 

D) one day after the last of vehicle (10 mL/kg, s.c.) or reserpine (1 mg/kg, s.c.) 

administration. B denotes the basal threshold before reserpine administrations. Data are 

expressed as the mean + SEM (n=6). (A; B) #P<0.05; ###P<0.001 when compared to the basal 

(B) group; *P<0.05; ***P<0.001 when compared to the reserpine/vehicle (PBS) group; Two-

way repeated measures ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. (C; D) ##P<0.001, 
###P<0.001 when compared to the vehicle/vehicle (PBS) group; ***P<0.001 when compared 

to the reserpine/vehicle (PBS) group; one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc 

test. 

 

Effect of ACE and kininase I inhibitors on bradykinin levels in animals previously 

treated with reserpine 

 

Reserpine (1 mg/kg, s.c.) increased bradykinin-related peptide levels in the sciatic 

nerve and cerebral cortex, but not in the spinal cord of the mice one day after its last 

administration when compared to the vehicle group (Fig.8). Treatment with reserpine plus 
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kininase I inhibitor mergepta (3 mg/kg, i.p.) maintained the increase of bradykinin-related 

peptide levels in the sciatic nerve and cerebral cortex (Fig. 8g,h,i). 

Reserpine plus ACE inhibitor enalapril (30 mg/kg, p.o.) or captopril (30 mg/kg, v.o.) 

maintained the increase of bradykinin-related peptide levels in the sciatic nerve (Fig.8a,d). In 

the cerebral cortex, both enalapril and captopril enhanced the increase in the bradykinin-

related peptide levels induced by reserpine when compared to the reserpine group (Fig. 8c,f). 

Moreover, only reserpine plus captopril (30 mg/kg, p.o.) increased bradykinin-related peptide 

levels in the spinal cord (Fig.8b,e,h).  
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Figure 8. Effect of vehicle or ACE and kininase I inhibitors on the increase bradykinin levels 

in animals treated with reserpine in the sciatic nerve (A, D, G), spinal cord (B, E, H) and 

cerebral cortex (C, F, I). Treatment with vehicle (10 mL/kg, p.o.), enalapril (30 mg/kg, p.o.), 

captopril (30 mg/kg, p.o.) or mergepta (3 mg/kg, i.p.) one day after the last of reserpine (1 

mg/kg, s.c.) administration. Data are expressed as means + SEM (6-7). *P<0.05, **P<0.01, 

***P<0.001 when compared to the vehicle group. #P<0.05 when compared to the reserpine 

group; one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.  
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Effect of ACE inhibitors on the ACE activity in animals previously treated with 

reserpine 

Reserpine (1 mg/kg, s.c.) did not alter the ACE activity in the tissues evaluated one 

day after its last administration when compared to the vehicle group (10 mL/kg, s.c.). 

However, treatment with reserpine plus ACE inhibitors enalapril (30 mg/kg, p.o.) and 

captopril (30 mg/kg, p.o.) inhibited ACE activity in the sciatic nerve (9a;d) and cerebral 

cortex (9c;f) 1 h after its administration when compared to the vehicle group (10 mL/kg, s.c.). 

Only the treatment with reserpine plus ACE inhibitor captopril (30 mg/kg, p.o.) inhibited 

ACE activity in the spinal cord (Fig. 9e). 
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Figure 9. Effect of vehicle or ACE inhibitors on the ACE activity in the sciatic nerve (A; D), 

spinal cord (B; E) and cerebral cortex (C; F). Treatment with vehicle (10 mL/kg, p.o.), (A; B; 

C) enalapril (30 mg/kg, p.o.) or (D; E; F) captopril (30 mg/kg, p.o.) one day after the last of 

reserpine (1 mg/kg, s.c.) administration. Data are expressed as means + SEM (n=6-8). 

*P<0.05, **P<0.01 when compared to the vehicle group; one-way ANOVA followed by 

Tukey’s post hoc test.  
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Reserpine and enalapril do not alter the locomotor activity of the mice 

The reserpine and reserpine plus enalapril administration did neither change the 

speed and distance traveled of the animals in the thigmotaxis apparatus, nor fall number in the 

rota rod apparatus when compared to the vehicle (Table 1). 

Table 1. Effects of reserpine or reserpine plus enalapril administration on the locomotor 

activity of the mice 

 

 

 

 

Data are expressed as the mean+SEM (n=6). Significant differences were not found between 

groups (Student’s t-test).  

 

Discussion 

The clinical features of the fibromyalgia include mainly chronic widespread pain, 

besides a range of comorbidities as fatigue, nonrestorative sleep, depression (Choy, 2015; 

Arnold et al., 2016) and hypertension, which is one of the most frequent, affecting 12-40% of 

patients with fibromyalgia (Haviland et al., 2011; Arnold et al., 2016). ACE inhibitors are 

widely used antihypertensive drugs that have been associated with an increase in painful 

conditions by blocking the neuropeptides degradation and acting on the kinin receptors (de 

Mos et al., 2009; Borsook; Sava, 2009; Silva et al., 2016; Brusco et al., 2017a) which are 

involved in the fibromyalgia pathophysiology (Litllejohn, 2015; Brusco et al., unpublished 

data).  

We showed that ACE inhibitors enhanced the reserpine-induced mechanical 

allodynia in the fibromyalgia-like pain model and this increase was prevented by kinin 

Treatments Distance 

traveled (m) 

Mean speed 

(m/s) 

Full 

number 

Vehicle 

(10 mL/kg, s.c.) 

11.12  ± 1.15 0.0123 ± 0.0014 0.50 ± 0.34 

Reserpine 

(1 mg/kg, s.c.) 

10.42 ± 1.11 0.0105 ± 0.0012 0.57 ± 0.42 

Reserpine (1 mg/kg, s.c.)      

plus Enalapril  

(30 mg/kg, s.c.) 

 

8.5 ± 1.06 

 

0.0095 ± 0.0012 

 

0.50 ± 0.34 
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receptors antagonists. Intraplantar injections of submaximal doses of bradykinin and 

substance P caused spontaneous nociception and enhanced mechanical allodynia in animals 

treated with reserpine. The reserpine plus ACE inhibitors administration increased the 

bradykinin levels and inhibited the ACE activity in structures involved in the pain 

modulation. Moreover, the kininase I inhibitor mergepta reversed the reserpine-induced cold 

and mechanical allodynia. This indicates that the treatment of hypertension with ACE 

inhibitors by patients with fibromyalgia should be reviewed since this could enhance the 

patients’ painful symptoms.  

Initially, we showed that reserpine caused mechanical allodynia after its 

administration inducing a fibromyalgia-like painful symptom, which is in according to 

preclinical (Brusco et al., unpublished data) and clinical data (Veselinovi et al., 2011). This 

result was reinforced by the grip test, a sensitive test for painful parameters in animals 

(Montilla-García et al., 2017), where reserpine reduced the muscle strength indicating some 

degree of muscular weakness, other fibromyalgia’ characteristic (Larsson, et al., 2015), but 

without altering the animals’ locomotor activity. 

Hypertension is a common comorbidity of the fibromyalgia (Haviland et al., 2011), 

which is usually treated with ACE inhibitors (Mancia et al., 2013). We evidenced that 

systemic administration of two ACE inhibitors, enalapril, and captopril, enhanced the 

mechanical allodynia, but not cold allodynia, induced by reserpine without altering the 

locomotor activity of the mice. Similar to our findings, ACE inhibitors have enhanced the 

mechanical allodynia in acute and chronic pain animal models (Silva et al., 2016; Brusco et 

al., 2017a). Clinical studies also indicate that the use of ACE inhibitors increase the pain in 

patients with gout (Choi et al., 2012) and complex regional pain syndrome (de Mos et al., 

2009; Borsook; Sava, 2009). 

 Interestingly, besides coughing, pain involving any part of the body, including the 

chest, abdomen, limbs, joints, back, shoulder, and the head are considered adverse effects of 

ACE inhibitor drugs (Wang et al., 2005). Coincidentally, fibromyalgia patients present similar 

symptoms ACE inhibitors-caused, characterized chronic widespread pain (Choy et al., 2015). 

ACE inhibitors induce widespread pain through central and peripheral mechanisms since 

these drugs making the neurons more sensitive to pain (Borsook; Sava, 2009), suggesting that 

ACE inhibitors can enhance the pain perception in fibromyalgia’ patients. Consistent with 

these data, the treatment with ACE inhibitors in hypertensive patients normalized the blood 

pressure but increased the sensitivity to pain (Guasti et al., 2002; Turan et al., 2013). 

Although ACE inhibitors do not affect the initiation of the neuroinflammatory response, they 



100 

 

facilitate its progression to a pathological state since it may enhance a response that has been 

initiated by a previous trigger (de Mos et al., 2009).  

ACE inhibitors can also increase pain sensitivity by interaction with kinin B1 and B2 

receptors (Boix et al., 2005; Silva et al., 2016; Brusco et al., 2017a). We observed that the 

potentiation of mechanical allodynia caused by the reserpine plus ACE inhibitors 

administration was reduced by the kinin B1 or B2 receptor antagonists. Since ACE inhibitors 

are known as kinin B1 receptor direct allosteric agonists (Erdös et al., 2010; Negraes et al., 

2015) and kinin B2 receptor indirect allosteric enhancers (Chen et al., 2006; Erdös et al., 

2010) our results reinforce the involvement of both kinin receptors in the reserpine-induced 

pain (Brusco et al., unpublished data) and are consistent with previous studies, which 

associate the increased pain caused by ACE inhibitors with their action on kinins and their 

receptors (Boix et al., 2005; Silva et al., 2016; Brusco et al., 2017a). Moreover, similar to our 

results, the potential of kinin receptors antagonists in preventing the increase of chronic pain 

induced by ACE inhibitors has been previously showed (Brusco et al., 2017a).  

In addition to the allosteric effects on the kinin receptors, the increased pain 

sensitivity induced by ACE inhibitors has been associated with the increase of substance P 

and bradykinin levels (de Mos et al., 2009; Borsook; Sava, 2009). Both peptides, at doses that 

normally do not cause nociception, enhanced the reserpine-induced mechanical allodynia and 

caused spontaneous nociceptive behavior in the animals, which are clinical manifestations of 

patients with fibromyalgia (Rehm et al., 2010; Choy, 2015). Consistent with our findings, 

bradykinin, and substance P are involved with the mechanical hypersensitivity and 

spontaneous nociception in pain animal models (Ferreira et al., 2002; Hoffmeister et al., 2011; 

Wei et al., 2012; Brusco et al., 2017a).  

Previous studies using pharmacological antagonism have also shown the contribution 

of these peptides in chronic painful conditions (Brusco et al., 2017a; Li et al., 2012). 

Moreover, these results reinforce the kinins involvement in the pain potentiation induced by 

ACE inhibitors (Silva et al., 2016; Brusco et al., 2017a) since bradykinin exerts its painful 

effects through activation of the kinin B2 receptor and to be substrate to kininase I enzyme 

that forms B1 receptor agonists (Erdos et al., 2010; Kashuba et al., 2013).  

Besides generation of B1 receptor agonists and allosteric effects on this receptor, 

when binding to bradykinin, the kininase I enzyme form a complex with B1 receptor, resulting 

in its activation (Zhang et al., 2008; 2013 ab). We demonstrated that reserpine increased the 

activity of the kininase I enzyme in the cerebral cortex. Furthermore, reserpine or reserpine 

plus mergepta, a kininase I inhibitor, increased the bradykinin levels in the sciatic nerve and 
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cerebral cortex. Moreover, mergepta also reduced the reserpine-induced cold and mechanical 

allodynia. These data amplify the evidence that reserpine induces fibromyalgia like-pain 

symptoms by acting on both kinin receptors (Brusco et al., unpublished data) and that ACE 

inhibitors could potentiate this pain since ACE inhibition prevents bradykinin degradation 

which is substrate and modulator of kininase I (Erdos et al., 2010; Zhang et al., 2013b).  

Consistent with the increase of the nociceptive parameters, we also observed 

increased bradykinin-related peptide levels in the sciatic nerve, spinal cord and cerebral cortex 

of the animals after the reserpine plus ACE inhibitors administration. High levels of 

bradykinin have been previously found in a fibromyalgia animal model (Brusco et al., 

unpublished data). Indeed, bradykinin contributes to peripheral and central sensitization 

involved with increased pain sensitivity in fibromyalgia (Clauw, 2014; Staud; Smitherman, 

2002; Wang et al., 2005) and with the pathogenesis of chronic musculoskeletal pain, one of 

the most relevant symptoms of fibromyalgia (Clauw, 2014, Pinheiro et al., 2013). Here, ACE 

inhibitors enhanced the increase of bradykinin levels only in the cerebral cortex, but not in the 

sciatic nerve or spinal cord. These results can be explained since there is not always an 

increase in kinin levels after treatment with ACE inhibitors (Erdos et al., 2010; Brusco et al., 

2017a), because these drugs can potentiate the kinin actions not necessarily by the inhibition 

of their degradation, that is, independently of blocking ACE activity (Sivieri et al., 2007). 

Similar to bradykinin, substance P also facilitates pain transmission in fibromyalgia 

(Clauw, 2015). It increases the excitability of neurons in the dorsal horn contributing to pain 

transmission and increasing the response to painful stimuli (Borsook, Sava, 2009, Choy, 

2015; Clauw, 2015). Moreover, substance P can be released after the antidromic activation of 

peptidergic C-fibers, initiated by axonal or dorsal root reflexes, contributing to peripheral 

sensitization (LITTLEJOHN, 2015). The substance P also enhances the neurogenic 

inflammation, characteristics of fibromyalgia, through peripheral and central mechanisms (de 

Mos, 2009; Littlejohn, 2015). These data corroborate with our findings, where the substance P 

caused spontaneous nociceptive behavior and increased mechanical allodynia in the reserpine-

induced fibromyalgia-like pain model.  

 Since ACE is responsible for degrading the bradykinin (de Mos et al., 2009) and we 

observed increased levels the bradykinin after ACE inhibitors administration, the ACE 

activity was also evaluated in peripheral and central structures involved in the pain 

modulation. The reserpine plus ACE inhibitors administration inhibited the ACE activity in 

the sciatic nerve, spinal cord, and cortex cerebral of the animals. These results are consistent 

with previous data which showed a wide distribution ACE in various tissues including 
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structures of the peripheral and central nervous system such as, dendrite cells, brain, nerve, 

cerebrospinal fluid, neurons, cerebral cortex, spinal cord, among others (Kramer et al., 2005; 

Visniauskas et al. 2011; Kashuba et al., 2013; Kaur et al., 2015).  

Ogata et al. (2016) also showed an increased spinal ACE expression which was 

associated with the allodynia development in a neuropathic pain model. Similar to our 

finding, ACE inhibitors administration in animals submitted to chronic pain models inhibited 

the ACE activity in the serum and peripheral tissues including the sciatic nerve (Silva et al., 

2016; Brusco et al., 2017a).  A great finding was the association between ACE gene 

polymorphism with susceptibility for the development of fibromyalgia (Inanir et al., 2015), 

strengthening our evidence that ACE inhibitors enhance the pain in fibromyalgia patients. 

Symptoms of comorbidity to fibromyalgia, such as hypertension, are of great 

importance because they are the main responsible for the search by patients for medical care 

(Haviland et al., 2011). Among them, depression is the neuropsychiatric disorder more 

reported by fibromyalgia’ patients (15.3%), and hypertension the most frequent 

cardiovascular comorbidity, occurring in up to 41.8% of them (Gore et al., 2010). Since ACE 

inhibitors are a class of drugs commonly used for treat hypertension (Marceau; Regoli, 2004; 

Mancia et al., 2013), our results suggest that the use of ACE inhibitors could potentiate 

painful symptoms in patients with fibromyalgia. These findings are relevant because pain is 

one of the main clinical features of this disease (Choy, 2015). In according to previous 

studies, drugs that induce peripheral and central sensitization, as the ACE inhibitor drugs, 

could potentiate the pathophysiological mechanisms involved in pain (Borsook: Sava, 2009) 

such as those occurring in fibromyalgia. 

Overall, we evidence the involvement of kinin B1 and B2 receptors in the increased 

propensity for fibromyalgia-like pain in response to systemically administered ACE 

inhibitors. These data extend the previous finding on the involvement of both kinin receptors 

in the increased pain induced by these drugs (Boix et al., 2005; Brusco et al., 2017a). 

Moreover, our results suggest that the therapy with ACE inhibitors in fibromyalgia’ patients 

requires careful analysis since they enhance fibromyalgia-like pain symptom induced by 

reserpine. Thus, the hypertension treatment in fibromyalgia’ patients could include other 

classes of antihypertensive drugs, different from ACE inhibitors. 
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5 DISCUSSÃO 

A fibromialgia é uma doença crônica potencialmente incapacitante, caracterizada 

principalmente por dor generalizada além de não possuir patofisiologia específica ou 

diagnóstico e tratamento adequados (ARNOLD; GEBKE; CHOY, 2016; CHOY, 2015; 

CLAUW, 2014). Nossos resultados demonstraram que a administração de reserpina causou 

uma série de alterações comportamentais (nocicepção) e bioquímicas associadas à 

fibromialgia, como já foi relatado em humanos e em animais experimentais (NAGAKURA et 

al., 2009; VESELINOVI et al., 2011). Embora a administração de reserpina possa causar 

alguns efeitos adversos, em nossos experimentos observamos que a capacidade do animal em 

retirar a pata no teste de alodínia mecânica e ao frio já foi um indicativo de que a reserpina 

não causou prejuízo motor, o que foi confirmado pela velocidade e distância percorrida pelo 

animal no aparato de tigmotaxia e no teste de catalepsia, assim como a reserpina não alterou a 

temperatura e o peso corporal dos animais. Além disso, a deleção do gene do receptor B1 e B2 

de cininas e/ou o antagonismo desses receptores reduziram a alodínia mecânica e ao frio e a 

nocicepção espontânea induzida por reserpina. Ainda, a reserpina aumentou a expressão do 

receptor B1 e B2 de cininas na medula espinhal e no córtex cerebral, e os níveis de bradicinina 

no nervo ciático e córtex cerebral dos animais. Isso indica um envolvimento das cininas e seus 

receptores B1 e B2 na dor do tipo fibromialgia. 

Além de dor crônica generalizada, a fibromialgia apresenta uma variedade de 

comorbidades como fadiga, sono não reparador, depressão (CHOY, 2015; ARNOLD; 

GEBKE; CHOY, 2016) e hipertensão, a qual é uma das mais frequentes, afetando 12-40% dos 

pacientes com fibromialgia (ARNOLD; GEBKE; CHOY, 2016; HAVILAND; BANTA; 

PRZEKOP, 2011). Os inibidores da ECA são fármacos anti-hipertensivos amplamente 

utilizados que têm sido associados a um aumento de condições dolorosas por bloquear a 

degradação de neuropeptídios e agir sobre os receptores de cininas (de MOS et al., 2009; 

BORSOOK; SAVA, 2009; SILVA et al., 2016; BRUSCO et al., 2017a). Nós observamos que 

os inibidores da ECA potencializaram a alodínia mecânica induzida pela reserpina no modelo 

de dor tipo fibromialgia e esse aumento foi prevenido pelos antagonistas dos receptores de 

cininas. Injeções intraplantar de bradicinina e substância P causaram nocicepção espontânea e 

aumentaram a alodínia mecânica em animais tratados com reserpina. A administração de 

reserpina plus inibidores da ECA aumentou os níveis de bradicinina e inibiu a atividade da 

ECA em estruturas envolvidas na modulação da dor. Além disso, o inibidor da cininase I 

mergepta reverteu a alodínia mecânica e ao frio induzida pela reserpina. Isso indica que o 
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tratamento da hipertensão com inibidores da ECA por pacientes com fibromialgia deve ser 

revisado, uma vez que estes poderiam potencializar os sintomas dolorosos dos pacientes. 

Primeiramente, foi demonstrado que a reserpina causou alodínia mecânica nos animais 

como previamente relatado (NAGAKURA et al., 2009; TAGUCHI et al., 2015). A alodínia é 

uma das principais características da fibromialgia que se manifesta clinicamente nos pacientes 

como dor em resposta a um toque leve (CHOY, 2015). Aqui, os antagonistas dos receptores 

B1 e B2 de cininas ou a deleção do gene do receptor B1 e B2 reduziram a alodínia mecânica 

induzida por reserpina. De fato, tem sido encontrado que a administração sistêmica de 

antagonistas dos receptores B1 ou B2 e a deficiência de ambos os receptores reduzem a 

hipersensibilidade mecânica em modelos animais de dor crônica (BRUSCO et al., 2017a; 

FERREIRA et al., 2005; QUINTÃO et al., 2008; YAMAGUCHI-SASE et al., 2003). 

Como mencionado anteriormente, a hipertensão é uma comorbidade comum de 

pacientes com fibromialgia (ARNOLD; GEBKE; CHOY, 2016; HAVILAND; BANTA; 

PRZEKOP, 2011) a qual geralmente é tratada com fármacos inibidores da ECA (MANCIA et 

al., 2013). Nós evidenciamos que a administração sistêmica de dois inibidores da ECA, 

enalapril e captopril, aumentou a alodínia mecânica induzida pela reserpina sem alterar a 

atividade locomotora dos camundongos. Similar aos nossos achados, os inibidores da ECA 

têm potencializado a alodínia mecânica em modelos animais de dor aguda e crônica 

(BRUSCO et al., 2017a; SILVA et al., 2016). Estudos clínicos também indicam que o uso de 

inibidores da ECA aumenta a dor em pacientes com gota (CHOI et al., 2012) e síndrome da 

dor regional complexa (BORSOOK; SAVA, 2009; de MOS et al., 2009). 

Curiosamente, além da tosse, a dor envolvendo qualquer parte do corpo, é considerada 

como efeito adverso de fármacos inibidores da ECA (WANG et al., 2005). Coincidentemente, 

os pacientes com fibromialgia apresentam sintomas semelhantes aos causados pelos 

inibidores da ECA, caracterizados por dor generalizada crônica (CHOY et al., 2015). Os 

inibidores da ECA podem induzir dor generalizada através de mecanismos periféricos e 

centrais, uma vez que esses fármacos reduzem o limiar de ativação de neurônios sensoriais 

(BORSOOK; SAVA, 2009), sugerindo que os inibidores da ECA podem potencializar a 

percepção da dor em pacientes com fibromialgia. Consistente com esses dados, o tratamento 

com inibidores da ECA em pacientes hipertensos normaliza a pressão arterial, mas aumenta a 

sensibilidade à dor (GUASTI et al., 2002; TURAN et al., 2013). Embora os inibidores da 

ECA não afetem o início da resposta neuro-inflamatória, eles facilitam sua progressão para 

um estado patológico, uma vez que podem aumentar uma resposta que tenha sido iniciada por 

um gatilho prévio (de MOS et al., 2009). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arnold%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26817567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arnold%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26817567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choy%20EH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26817567


110 

 

Os inibidores da ECA também podem aumentar a sensibilidade à dor por interagirem 

com os receptores B1 e B2 de cininas (BOIX et al., 2005; BRUSCO et al., 2017a; SILVA et 

al., 2016). Nós observamos que a potencialização da alodínia mecânica causada pela 

administração de reserpina plus inibidores da ECA foi reduzida pelos antagonistas dos 

receptores B1 e B2 de cininas. Uma vez que, os inibidores da ECA são conhecidos como 

agonistas alostéricos diretos do receptor B1 de cininas (ERDÖS; TAN; SKIDGEL, 2010; 

NEGRAES et al., 2015) e como potencializadores alostéricos indiretos do receptor B2 de 

cininas (CHEN et al., 2006; ERDÖS; TAN; SKIDGEL, 2010) esses resultados reforçam o 

envolvimento de ambos os receptores de cininas na dor induzida por reserpina, e são 

consistentes com estudos anteriores, que associam o aumento da dor causada por inibidores da 

ECA com sua ação sobre as cininas e seus receptores (BOIX et al., 2005; BRUSCO et al., 

2017a; SILVA et al., 2016). Além disso, similar aos nossos resultados, o potencial de 

antagonistas dos receptores de cininas em prevenir o aumento da dor crônica induzida por 

inibidores da ECA tem sido previamente demonstrado (BRUSCO et al., 2017a).  

Além da alodínia mecânica, pacientes com fibromialgia frequentemente relatam dor 

quando em contato com temperaturas frias (REHM et al., 2010; POTVIN, MARCHAND, 

2016). A reserpina induziu alodínia ao frio nos animais, como relatado por NAGAKURA et 

al. (2012), a qual foi revertida pelos antagonistas dos receptores B1 e B2 de cininas, porém não 

foi alterada pelos inibidores da ECA. Este efeito também tem sido previamente atribuído ao 

antagonismo dos receptores de cininas em um modelo de dor crônica (WERNER et al., 2007). 

Estímulos dolorosos, mecânicos ou térmicos, são conduzidos ao sistema nervoso central por 

neurônios sensoriais nociceptivos como fibras C e Aδ (BASBAUM et al 2009; GRACE et al., 

2014). Uma vez que os receptores B1 e B2 de cininas estão presentes nesses neurônios e em 

outros elementos neurais sensoriais é possível fundamentar seu envolvimento na modulação 

da dor a partir de estímulos nociceptivos mecânicos e frios (MA, 2001; FERREIRA et al., 

2002; MARCEAU; REGOLI, 2004). 

Além da dor evocada por estímulos mecânicos ou térmicos, a ativação de ambos os 

receptores de cininas em neurônios sensoriais também desencadeia dor espontânea (BRUSCO 

et al., 2017a; COSTIGAN, M.; SCHOLZ, J.; WOOLF, 2009; WERNER et al., 2007). A dor 

espontânea nos músculos ou nas articulações é uma manifestação clínica que também tem 

sido relatada por pacientes com fibromialgia (REHM et al., 2010). Consistente com achados 

prévios em modelos de dor crônica (WERNER et al., 2007; BRUSCO et al., 2017a), agonistas 

do receptor B1 ou B2 de cininas, bradicinina e DABk (em doses que normalmente não causam 
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nocicepção) induziram comportamento nociceptivo em animais tratados com reserpina, o qual 

foi prevenido por antagonistas desses receptores. 

Além de causar comportamento nociceptivo espontâneo, doses submáximas de 

bradicinina aumentaram a alodínia mecânica induzida por reserpina. Os mesmos resultados 

foram observados após a administração de substância P. Tanto a bradicinina como a 

substância P são degradadas pela ECA, logo, além dos efeitos alostéricos sobre os receptores 

de cininas, a potencialização da sensibilidade dolorosa induzida pelos inibidores da ECA tem 

sido associada ao aumento dos níveis desses peptídeos (BORSOOK; SAVA, 2009; de MOS et 

al., 2009). Esses resultados reforçam o envolvimento das cininas na potencialização da dor 

induzida pelos inibidores da ECA (BRUSCO et al., 2017a; SILVA et al., 2016), uma vez que 

a bradicinina exerce seus efeitos dolorosos através da ativação do receptor B2 de cininas e é 

substrato para a enzima cininase I que forma agonistas do receptor B1 (ERDÖS; TAN; 

SKIDGEL, 2010; KASHUBA et al., 2013). 

Além da geração dos agonistas do receptor B1 e dos efeitos alostéricos sobre esse 

receptor, ao se ligar à bradicinina, a enzima cininase I forma um complexo com o receptor B1 

resultando em sua ativação (ZHANG et al., 2008; ZHANG, X.; TAN, F.; SKIDGEL, 2013 

ab). Nós demonstramos que a reserpina aumentou a atividade da enzima cininase I no córtex 

cerebral dos animais. Além disso, a reserpina ou reserpina plus mergepta, um inibidor da 

cininase I, aumentaram os níveis de bradicinina no nervo ciático e no córtex cerebral. 

Adicionalmente, o mergepta também reduziu a alodínia mecânica e ao frio induzida pela 

reserpina. Esses dados ampliam as evidências de que a reserpina induz sintoma de dor tipo 

fibromialgia, por agir em ambos os receptores B1 e B2 de cininas e que os inibidores da ECA 

poderiam potencializar essa dor, uma vez que a inibição da ECA previne a degradação da 

bradicinina que é substrato e modulador da cininase I (ERDÖS; TAN; SKIDGEL, 2010; 

ZHANG, X.; TAN, F.; SKIDGEL, 2013b). 

A nocicepção espontânea também pode ser avaliada de forma indireta pelo teste de 

burrowing, o qual mimetiza o comportamento social normal dos animais e envolve 

mecanismos supraespinhais que contribuem para os fenótipos sensoriais e afetivos da dor 

(ANDREWS et al., 2011). Sua supressão reflete o impacto global da dor na redução do bem-

estar do animal, o qual também está comprometido em pacientes com dor crônica 

(ANDREWS et al., 2011, 2012; WODARSKI et al., 2016). A reserpina diminuiu o 

comportamento de burrowing dos animais, similar ao que ocorre em modelos de dor crônica 

(ANDREWS et al., 2012; HUANG et al., 2013; LAU et al., 2013) o qual foi revertido apenas 

pelo antagonista do receptor B1, mas não do receptor B2. Esse resultado pode ser explicado, 
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uma vez que o teste de burrowing também avalia comportamentos depressivos associados à 

dor (DEACON, 2006; WODARSKI et al., 2016) os quais têm sido inibidos pelo antagonista 

do receptor B1, mas não B2 (VIANA et al., 2010). Além disso, a pregabalina não foi capaz de 

reverter essa alteração no comportamento de burrowing. Esses resultados corroboram com 

achados clínicos, que demonstram que a pregabalina não tem efeito sobre os sintomas 

depressivos na fibromialgia (ÜÇEYLER et al., 2013; MACFARLANE et al., 2017). 

Similar ao comportamento burrowing, a tigmotaxia também é um comportamento 

natural do animal que envolve eventos conflitantes como a proteção à predadores. O aumento 

desse comportamento está associado a uma medida protetora em modelos de dor crônica 

(HUANG et al., 2013). Em acordo com isso, a reserpina aumentou o comportamento de 

tigmotaxia, o qual não foi revertido pelos antagonistas dos receptores de cininas. Esses 

resultados não são inesperados, uma vez que a tigmotaxia também mensura a ansiedade, uma 

comorbidade da fibromialgia (CLAUW, 2015; HUANG et al., 2013), cujo o envolvimento 

das cininas é controverso (ANJOS et al., 2016; BHATTACHARYA; MOHAN RAO; 

SEN,1995). Adicionalmente, também observamos que a reserpina reduziu a força muscular 

dos animais no Grip teste, um teste sensível para parâmetros dolorosos em animais 

(MONTILLA-GARCÍA et al., 2017). Esse resultado pode ser associado a algum grau de 

fraqueza muscular que é característica de pacientes com fibromialgia (LARSSON, et al., 

2015). 

Os sintomas dolorosos da fibromialgia podem ocorrer devido a alterações no sistema 

nervoso central, tais como uma disfunção da modulação descendente da dor devido à 

depleção de monoaminas (CHOY, 2015; CLAUW, 2015). A reserpina reduziu os níveis de 

monoaminas dopamina e serotonina na medula espinhal e no córtex cerebral dos animais, de 

acordo com estudos anteriores (de SOUZA et al., 2014; KLEIN et al., 2014; NAGAKURA et 

al., 2009). É importante ressaltar que níveis reduzidos dessas monoaminas também foram 

demonstrados no líquido cefalorraquidiano de pacientes com fibromialgia (CHOY, 2015; 

RUSSELL, 1992). 

Na fibromialgia também ocorre um aumento da excitabilidade dos neurônios da 

medula espinhal e uma maior ativação neural no córtex cerebral, além de alterações dos 

neurônios sensoriais periféricos (CHOY, 2015; DOPPLER, 2015; TAGUCHI et al., 2015). É 

importante notar que os receptores de cininas B1 e B2 são expressos no sistema nervoso 

periférico e central e podem ser regulados positivamente em condições inflamatórias e 

dolorosas (BRUSCO et al., 2017a; FERREIRA et al., 2005; MA et al., 2001; SILVA et al., 

2016). Em acordo com esses dados, nós demonstramos que a reserpina aumentou a expressão 
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do receptor B1 e B2 de cininas na medula espinhal e no córtex cerebral dos camundongos, 

corroborando com outros modelos de dor crônica (FERREIRA et al., 2002; 2005; QUINTÃO 

et al., 2008). 

Além de mecanismos centrais, fatores periféricos contribuem para as características 

pré-clínicas e clínicas da fibromialgia (LITTLEJOHN, 2015; TAGUCHI et al., 2015). Esses 

mecanismos incluem a inflamação neurogênica, a qual também contribui para a sensibilização 

central, pela liberação de neuropeptídios pró-inflamatórios como a substância P, a partir de 

neurônios sensoriais. Células inflamatórias periféricas também contribuem para esse processo 

liberando várias substâncias neuroativas e vasoativas, incluindo a bradicinina (LITTLEJOHN, 

2015).  

A substância P é um neuropeptídio que facilita a transmissão da dor na fibromialgia 

(CLAUW, 2015). Ela ainda aumenta a excitabilidade dos neurônios no corno dorsal 

contribuindo para a transmissão da dor e o aumento da resposta aos estímulos dolorosos 

(BORSOOK, SAVA, 2009, CHOY, 2015; CLAUW, 2015). Além disso, a substância P pode 

ser liberada após a ativação antidrômica de fibras C peptidérgicas, iniciada por um reflexo 

axonal ou do corno dorsal, contribuindo para a sensibilização periférica (LITTLEJOHN, 

2015). A substância P é também um potente mediador da inflamação neurogênica, 

característica da fibromialgia, através de mecanismos periféricos e centrais (de MOS, 2009; 

LITTLEJOHN, 2015). Esses dados corroboram com nossos achados, onde a substância P 

causou comportamento nociceptivo espontâneo e aumentou a alodínia mecânica no modelo de 

dor do tipo fibromialgia induzido por reserpina.  

Consistente com os parâmetros nociceptivos, nós também observamos níveis 

aumentados de peptídeos relacionados à bradicinina no nervo ciático e córtex cerebral dos 

animais após a administração de reserpina. Já a administração de resepina plus inibidores da 

ECA aumentou os níveis de bradicinina nessas estruturas e também na medula espinhal. De 

fato, a bradicinina contribui para a sensibilização periférica e central envolvida no aumento da 

sensibilidade à dor na fibromialgia (CLAUW, 2014; STAUD; SMITHERMAN, 2002; 

WANG et al., 2005) e com a patogênese da dor musculoesquelética crônica, um dos sintomas 

mais relevantes da fibromialgia (CLAUW, 2014, PINHEIRO et al., 2013). Aqui, os inibidores 

da ECA potencializaram o aumento dos níveis de bradicinina apenas no córtex cerebral, mas 

não no nervo ciático ou na medula espinhal. Esses resultados podem ser explicados, uma vez 

que nem sempre há um aumento nos níveis de cininas após o tratamento com inibidores da 

ECA (BRUSCO et al., 2017a; ERDÖS; TAN; SKIDGEL, 2010), isto porque, essas drogas 
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podem potencializar as ações das cininas não necessariamente por inibir a sua degradação, 

isto é, independente do bloqueio da atividade da ECA (SIVIERI et al., 2007). 

Como a ECA é responsável pela degradação da bradicinina (de MOS et al., 2009) e 

nós observamos níveis aumentados desse peptídeo após a administração de inibidores da 

ECA, a atividade da ECA também foi avaliada em estruturas periféricas e centrais envolvidas 

na modulação da dor. A administração de reserpina associada com; inibidores da ECA inibiu 

a atividade da ECA no nervo ciático, na medula espinhal e no córtex cerebral dos animais. 

Esses resultados são consistentes com dados anteriores que mostraram uma ampla 

distribuição da ECA em vários tecidos, incluindo estruturas do sistema nervoso periférico e 

central, como células dendríticas, cérebro, nervos, líquido cefalorraquidiano, neurônios, 

córtex cerebral, medula espinhal, entre outros (KRAMER et al., 2005; VISNIAUSKAS et al., 

2011; KASHUBA et al., 2013; KAUR; MUTHURAMAN; KAUR, 2015). 

Ogata et al. (2016) também demonstrou um aumento da expressão da ECA espinhal o 

qual foi associado ao desenvolvimento de alodínia em um modelo de dor neuropática. Similar 

aos nossos achados, a administração de inibidores da ECA em animais submetidos a modelos 

de dor crônica tem inibido a atividade da ECA no soro e em tecidos periféricos, incluindo o 

nervo ciático (BRUSCO et al., 2017a; SILVA et al., 2016). Um grande achado foi a 

associação entre o polimorfismo do gene da ECA com a suscetibilidade para o 

desenvolvimento de fibromialgia (INANIR et al., 2015), reforçando nossa evidência de que os 

inibidores da ECA podem aumentar a dor em pacientes com dor associada a fibromialgia. 

Além da hipertensão, pacientes com fibromialgia também apresentam outras 

comorbidades como a depressão, a qual pode estar associada à depleção de monoaminas no 

sistema nervoso central que ocorre em ambas as doenças (CLAUW, 2014; CHOY, 2015; 

NAGAKURA et al., 2009). Consistente com achados prévios (KLEIN et al., 2014; 

NAGAKURA et al., 2009; de SOUZA et al., 2014), a reserpina aumentou o tempo de 

imobilidade dos camundongos no teste de nado forçado, o qual mede comportamentos tipo 

depressivos em animais, semelhante a uma condição de depressão em humanos (KLEIN et al., 

2014; de SOUZA et al., 2014). Assim, o modelo animal de fibromialgia induzido por 

reserpina causou não apenas sintomas dolorosos, mas também um comportamento associado à 

depressão (NAGAKURA et al., 2009). 

Os sintomas comorbidos da fibromialgia, como a depressão e a hipertensão, são de 

grande importância, pois são os principais responsáveis pela busca por cuidados médicos 

(HAVILAND; BANTA; PRZEKOP, 2011). A hipertensão é a comorbidade cardiovascular 

mais frequente em pacientes com fibromialgia, ocorrendo em até 41,8% deles (GORE et al., 
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2010). Como os inibidores da ECA são uma classe de medicamentos comumente usados para 

tratar a hipertensão (MARCEAU; REGOLI, 2004; MANCIA et al., 2013), nossos resultados 

sugerem que o uso de inibidores da ECA poderia potencializar os sintomas dolorosos em 

pacientes com fibromialgia. De acordo com estudos prévios, drogas que induzem 

sensibilização periférica e central, como os inibidores da ECA, poderiam potencializar os 

mecanismos fisiopatológicos envolvidos na dor (BORSOOK: SAVA, 2009), como os que 

ocorrem na fibromialgia. Além disso, nós evidenciamos o envolvimento dos receptores B1 e 

B2 de cininas na potencialização da dor do tipo fibromialgia induzida pelos inibidores da 

ECA. Esses dados estendem achados prévios sobre o envolvimento de ambos os receptores de 

cininas no aumento da dor induzida por esses fármacos (BOIX et al., 2005; BRUSCO et al., 

2017a).  

Embora a patogênese da fibromialgia ainda não tenha sido completamente elucidada 

(CLAUW, 2014; ARNOLD; GEBKE; CHOY, 2016), a pregabalina é uma das principais 

terapias recomendadas para o seu tratamento (MACFARLANE et al., 2016). Similar à 

modelos prévios de fibromialgia (KLEIN et al., 2014; NAGAKURA et al., 2009; de SOUZA 

et al., 2014) a pregabalina foi eficaz na redução da alodínia mecânica induzida pela reserpina. 

Além disso, a pregabalina também reduziu a alodínia ao frio induzida por reserpina, 

corroborando com estudos anteriores em modelos de dor crônica (GUSTAFSSON; SANDIN, 

2009; WANG et al., 2017). No entanto, a pregabalina, em uma dose que não compromete a 

atividade locomotora dos animais (SAŁAT et al., 2014), não interferiu nas alterações 

induzidas pela reserpina no comportamento de burrowing e tigmotaxia. Tal resultado estaria 

associado ao baixo efeito da pregabalina nos sintomas de depressão e ansiedade nos pacientes 

com fibromialgia (ÜÇEYLER et al., 2013). Além disso, a pregabalina apresenta um alívio 

médio da dor de apenas 50% (ÜÇEYLER et al., 2013) e seu uso crônico pode causar vários 

efeitos adversos, incluindo tontura, sonolência, boca seca, edema, visão turva, ganho de peso 

e pensamento anormal, o que limita o seu uso (ARNOLD; GEBKE; CHOY, 2016; CLAUW, 

2015). 

Desta forma, é importante elucidar as alterações patofisiológicas da fibromialgia para 

buscar terapias que não visem apenas os sintomas, mas também os mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento dessa condição dolorosa. Nesse sentido, nossos resultados mostraram que os 

receptores B1 e B2 de cininas estão envolvidos na dor associada à fibromialgia em um modelo 

induzido por reserpina. Esses resultados estendem descobertas anteriores sobre o 

envolvimento de ambos os receptores de cininas em condições dolorosas crônicas (BRUSCO 

et al., 2017a; QUINTÃO et al., 2008; WERNER et al., 2007). É importante notar que estudos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arnold%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26817567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gebke%20KB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26817567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choy%20EH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26817567
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de triagem clínica tem demonstrado que o Icatibant, antagonista do receptor B2 de cininas é 

eficaz no tratamento do angioedema hereditário, não apresenta efeitos adversos graves e é 

bem tolerado pelos pacientes (BAŞ, 2012; LUMRY et al., 2015). Portanto, antagonistas dos 

receptores B1 e B2 de cininas podem representar um potencial terapêutico para o controle da 

dor associada à fibromialgia, a qual é a característica clínica mais relevante da doença. Esses 

antagonistas podem ser eficazes também em pacientes com fibromialgia e que estão sob 

tratamento com inibidores da ECA. 
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6 CONCLUSÃO 

As cininas e seus receptores B1 e B2 estão envolvidos no sintoma de dor do tipo 

fibromialgia, um dos principais sintomas dessa doença, em um modelo animal induzido por 

reserpina. Logo, antagonistas dos receptores B1 ou B2 de cininas podem representar um 

potencial terapêutico para o controle da dor em pacientes com fibromialgia. Além disso, nós 

evidenciamos o envolvimento dos receptores B1 e B2 de cininas na propensão aumentada para 

a dor do tipo fibromialgia em resposta a administração sistêmica de fármacos inibidores da 

ECA. Nossos resultados sugerem que a terapia com inibidores da ECA em pacientes 

hipertensos e com fibromialgia requer uma análise cuidadosa, uma vez que eles podem 

potencializar os sintomas dolorosos destes pacientes. Logo, o tratamento da hipertensão em 

pacientes com fibromialgia poderia incluir outras classes de medicamentos anti-hipertensivos. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

 Realizar a dosagem de substância P e dos metabólitos das cininas (des-Arg-cininas) após a 

administração de reserpina e reserpina associada com inibidores da ECA. 

 Avaliar a expressão dos receptores B1 e B2 de cininas após a administração de reserpina 

associada com inibidores da ECA. 

 Realizar um estudo clínico em pacientes com fibromialgia e hipertensos que fazem uso de 

fármacos inibidores da ECA e compará-los com pacientes com fibromialgia, mas não 

hipertensos. 
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ANEXO I 
 

 

 

ARTIGO PUBLICADO 

Requisito necessário para obtenção do título de doutor 

 

Durante o período de doutorado também foi desenvolvido um trabalho não 

relacionado ao modelo de fibromialgia. Neste estudo foi avaliado a atividade analgésica 

de um composto isolado de um extrato de planta, o α-espinasterol, sobre modelos de dor 

patológica como a dor pós-operatória e a dor neuropática induzida por trauma ou 

quimioterapia em camundongos. Nesta pesquisa, foram também avaliados possíveis 

efeitos adversos e o mecanismo de ação do α-espinasterol sobre as enzimas ciclo-

oxigenases (COX) 1 e 2.  

Nosso estudo resultou em um artigo científico que está publicado na revista 

British Journal of Pharmacology cujo fator de impacto é de 6.81.  O artigo “Brusco I, et 

al. α-Spinasterol: a COX inhibitor and a transient receptor potential vanilloid 1 

antagonist presents an antinociceptive effect in clinically relevant models of pain in 

mice. Br J Pharmacol. v.174, p.4247-4262. doi: 10.1111/bph.13992, 2017” consta como 

Anexo I desta tese. 
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ANEXO II 

 

 

Segue abaixo os certificados de aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Santa Maria (CEUA) para o artigo publicado e também para os dois  

manuscritos desenvolvidos. 
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