cedera/ g
& & &

W ersie
(\\\[i o
N %

3
s
&

Y

Qf.

1960

UFSM

Dissertacdo de Mestrado

EFEITO HIPERALGESICO PRODUZIDO PELA ADMINISTRAGCAO DE

BRADICININA NA AMIGDALA DE RATOS

Gerusa Duarte Dalmolin

PPGBT

Santa Maria, RS, Brasil

2006

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

EFEITO HIPERALGESICO PRODUZIDO PELA ADMINISTRAGCAO DE

BRADICININA NA AMIGDALA DE RATOS

por

Gerusa Duarte Dalmolin

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduac¢do em Bioquimica
Toxicoldgica da Universidade Federal de Santa Maria, como requisito
parcial para a obtencé&o do grau de

Mestre em Bioquimica Toxicologica.

PPGBT

Santa Maria, RS, Brasil

2006

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Naturais e Exatas

Programa de Pos-Graduacdo em Bioguimica Toxicoldgica

A comissao examinadora, abaixo assinada,

aprova a Dissertacdo de Mestrado

EFEITO HIPERALGESICO PRODUZIDO PELA ADMINISTRAGCAO DE
BRADICININA NA AMIGDALA DE RATOS

elaborada por

Gerusa Duarte Dalmolin

como requisito parcial para obtencdo do grau de

Mestre em Bioquimica Toxicologica

COMISSAO EXAMINADORA:

Juliano Ferreira
(Orientador)

Adair Roberto Soares dos Santos

Kéatia Padilha Barreto

Santa Maria, 31 de agosto de 2006

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

“ N&o descgas os degraus do sonho

Para ndo despertar os monstros.

N&o subas aos s6taos - onde

Os deuses, por tras das suas mascaras,
Ocultam o proprio enigma.

N&o descas, nao subas, fica.

O mistério esta é na tua vida!

E é um sonho louco este nosso mundo...”

(Mério Quintana)

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

AGRADECIMENTOS

Ao professor Juliano Ferreira, pela orientagdo, pelo exemplo e por todos
0S ensinamentos que contribuiram para o meu crescimento pessoal e

profissional.

Aos professores Maribel Antonello Rubin e Carlos Fernando de Mello,
pela oportunidade, pela contribuicdo na minha formagé&o cientifica e pelo auxilio

na realizagéao deste trabalho.

Ao professor Jodo Batista Calixto por colaborar para a execugdo deste

trabalho.

Aos meus pais, Maria Tereza e Helvio, meus maiores exemplos, pelo

apoio incessante e incentivo constante na busca dos meus objetivos.

A minha irm4, Lila, que com sua sabedoria e amizade, contribuiu para
essa conquista. Obrigada pela forca, pelas palavras amigas e por compartilhar

de tantos momentos importantes.

Ao Marcelo, pelo carinho e compreensdo em todos 0s momentos.

Aos colegas de laboratorio, pelo sorriso, pelo companheirismo e por

tantos momentos compartilhados... em especial a minha grande amiga Nadia,

minha primeira “orientadora” , e & querida Céssia, meu “amuleto”, sem as quais

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

esse trabalho ndo seria possivel. Obrigada pela dedicagéo, pela lealdade, pela

amizade e por tornarem tdo agradavel a realizacao deste trabalho.

Aos funcionéarios e professores do Programa de Pdés-Graduagdo em
Bioquimica Toxicoldgica que, de diferentes formas, contribuiram para a minha

formacao cientifica.

Agradeco, enfim, & Universidade Federal de Santa Maria, pela

oportunidade, e & CAPES, pelo apoio financeiro.

vi

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

SUMARIO

LiSta @ AbrEVIATUIAS. ... e e e e e e viii
LiStA € TIQUIAS ..eiiieiiiiee i e IX
RS UMD e e e e e e s X
JAY o 1S = o] AUTTT TR Xi
I = INTRODUGAOQ ...ttt et enenen o 1
1.1 - DOR E NOCICEPCAOQ ...t o 2
[.2 — TRANSMISSAO DA DOR ..ottt eee e, 4
.3 — PROCESSAMENTO CENTRAL DA DOR.....ocoeeeeeeeeeee et eeeeea e 7
[.4 — MEDIADORES DA DOR....ooee oot ettt eeee e e et eeeean 12
I = OBJIETIVOS oo ettt et e et e e e e e e e e e e e e e e e eenes 18
TR = i [T o RSSO 20
IV = DISCUSSAOD .ottt et e et e e e et e e e e e 49
V = CONCLUSODES ..o ettt ettt e e e e 58
VI — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... oo eeeeeeeeeeee e 60
Vil

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

ANOVA
CGRP
DAG
ECA
IP3

puL

mM
nM
NMDA
P2X3
PAG
PBS
pmol
Ret
RVM

TrkA

LISTA DE ABREVIATURAS

Analise de variancia

Peptideo relacionado ao gene da calcitonina
Diacilglicerol

Enzima conversora da angiotensina

Trifosfato de inositol

Microlitro

Milimolar

Nanomolar

N-metil-D-aspartato

Receptor purinérgico ionotropico 3

Substéncia cinzenta periaqueductal

Salina tamponada com fosfato

Picomol

Receptor para o fator neurotréfico derivado da glia
Porgéao rostral da medula oblonga ventromedial

Receptor para o fator de crescimento do nervo

viii

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1 - Effects of intra-amygdala administration of bradykinin on the
thermal noxious stimulus SeNnSItiVIty......... ..o,
Figura 2 - Effects of intra-amygdala administration of selective kinin
receptor antagonists on bradykinin-induced hyperalgesia......................
Figura 3 - Effects of intra-amygdala administration of a glutamate NMDA
receptor antagonist and a cyclooxygenase inhibitor on bradykinin-
iNduced NYPEralgesSIa. .. ... .oovuuie i e e e
Figura 4 - Effect of glial amygdala disruption on bradykinin-induced
NYPEIralgeSIa. ... . e
Tabela 1 - Effect of intra-amygdala administration of bradykinin on

behaviour of rats in the open-field test.............c.oooii i

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com

43

44

45

46

47


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduacao em Bioquimica Toxicolégica

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

EFEITO HIPERALGESICO PRODUZIDO PELA ADMINISTRAGCAO DE

BRADICININA NA AMIGDALA DE RATOS

Autora: Gerusa Duarte Dalmolin
Orientador: Juliano Ferreira

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 31 de agosto de 2006.

O peptideo bradicinina esta entre as mais potentes substancias algogénicas, e seu
papel na nocicepcdo tem sido intensamente estudado no sistema periférico. No
entanto, sua participacdo na transmissdo da dor no sistema nervoso central
permanece obscura. Neste trabalho avaliou-se a acdo desse peptideo na amigdala,
uma estrutura limbica que esta amplamente envolvida na modulagéo da dor, através
de um modelo de dor por estimulacdo térmica. A administracdo de bradicinina (0,025-
0,5 nmol/sitio) na amigdala direita de ratos promoveu hiperalgesia térmica, verificada
como uma reducéo na laténcia do reflexo de retirada da pata causado por estimulacéo
térmica nociva, apenas na pata ipsilateral & amigdala injetada. O efeito hiperalgésico
da bradicinina (0,25 nmol/sitio) n&o foi mediado por alteracédo na atividade locomotora
dos animais, avaliada no teste do campo aberto. A hiperalgesia produzida pela injecédo
intra-amigdalar de bradicinina (0,25 nmol/sitio) foi abolida pela sua co-administracao
com o antagonista do receptor B,, Hoe 140 (5 pmol/sitio), mas néo pela sua co-
administracdo com o antagonista do receptor B;, des-Arg’-[Leu®]-bradicinina (0,05
nmol/sitio). Esse efeito hiperalgésico também foi inibido pela co-administracdo de
bradicinina (0,25 nmol/sitio) com o antagonista do receptor glutamatérgico do tipo
NMDA, MK-801 (5 nmol/sitio), com o inibidor da ciclooxigenase, indometacina (10
nmol/sitio), ou com inibidor do metabolismo da glia, fluorocitrato (1 nmol/sitio), na
amigdala de ratos. Os resultados demonstraram que a administracao intra-amigdalar
de bradicinina induz sensibilizacdo a dor através da liberacdo de produtos da
ciclooxigenase e da ativacdo dos receptores NMDA e B, presentes em células
neuronais e gliais da amigdala. Esses achados fornecem evidéncias da participacéao

da bradicinina na modulacéo central da dor.
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The peptide bradykinin is one of the most potent algogenic substances and its role in
nociception has been intensively studied in the peripheral nervous system. However,
its action in pain transmission in central nervous system remains unclear. In this work,
we studied the action of this peptide into amygdala, a limbic structure highly involved
on pain modulation, in the thermal noxious threshold of rats. Administration of
bradykinin (0.025-0.5 nmol/site) into right amygdala of rats promoted a thermal
hyperalgesia, verified by a reduction in paw withdrawal latency produced by noxious
heat, only in the ipsilateral paw. The hyperalgesic effect of bradykinin (0.25 nmol/site)
was not due to an unspecific effect on locomotor activity, visualized on open-field test.
The hyperalgesia induced by intra-amygdala injection of bradykinin (0.25 nmol/site)
was abolished by co-administration of this peptide with the B, receptor antagonist Hoe
140 (5 pmol/site), but not by its co-administration with the B; receptor antagonist des-
Arg®-[Leu®]-bradykinin (0.05 nmol/site). This hyperalgesic effect was also inhibited by
co-administration of bradykinin (0.25 nmol/site) with the glutamatergic NMDA
antagonist MK-801 (5 nmol/site), with the cyclooxygenase inhibitor indomethacin (10
nmol/site) or with the glial metabolic inhibitor fluorocitrate (1 nmol/site) into amygdala of
the rats. The results showed that intra-amygdalar administration of bradykinin induces
pain sensitization through the release of cyclooxygenase products and the activation of
NMDA and B, receptors present in amygdala’s neurones and glia. These findings

provide evidence that bradykinin participates of the central pain-modulating circuit.

Xi
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Introducéao

l.1 - DOR E NOCICEPCAO

A dor pode ser definida como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel, associada a um dano tecidual real ou potencial, ou ainda
descrita em termos que sugerem tal dano (MERSKEY e BOGDUK, 1994). Em
individuos sadios, a dor serve para propoésitos altamente adaptativos
relacionados com a sobrevivéncia. O primeiro propdsito da dor aguda é alertar
sobre estimulos que podem provocar lesdo tecidual (estimulos nocivos),
permitindo que mecanismos de defesa ou de fuga sejam adotados (MILLAN,
1999). A perda da capacidade de sentir este tipo de dor produz efeitos
desastrosos, como pode ser observado em portadores da insensibilidade
congénita a dor, uma doenca hereditaria rara. Estes pacientes suportam
estimulos dolorosos intensos sem apresentar qualquer reagdo de retirada, o
que pode produzir lesbes graves (MOGIL et al., 2000). Desta forma, fica claro
que esta modalidade de dor eminentemente aguda possui grande valor

adaptativo.

Ao contrario destes propdsitos claramente protetores, a dor pode se
tornar crénica quando o organismo néo é capaz de produzir resolucdo da lesdo
ou quando a plasticidade neuronal que ocorre durante a doenga mantém a dor
mesmo apds a resolucdo da lesdo. E o que acontece, por exemplo, em
doengas inflamatdrias ou apd6s a lesdo nervosa (neuropatias). As dores
cronicas mais comuns incluem a neuralgia do trigémio, a fibromialgia, a dor
associada com a artrite, a dor do membro fantasma e as sindromes dolorosas
centrais (ASHBURN e STAATS, 1999). Nesses quadros patol6gicos, o

processamento sensorial € anormal (BESSON, 1999). Estimulos ambientais
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gue normalmente sdo inécuos, tais como leve toque ou pequenas alteracdes
na temperatura ambiente, produzem a sensacdo de dor, isto €&, alodinia.
Estimulos que normalmente sao percebidos como dolorosos produzem
percepcao exagerada de dor, isto &, hiperalgesia. Finalmente, a dor pode ainda
aparecer espontaneamente, sem a necessidade de estimulagdo externa,
podendo ser descrita como dor em queimagao ou choque. A dor crbnica difere
substancialmente da dor aguda ndo somente em relacdo ao seu caréter
persistente, mas esta principalmente associada com alteragBes adaptativas,
tais como & neuroplasticidade em varios niveis do sistema nervoso, sendo de

dificil tratamento (BESSON, 1999; WOOLF e MANNION, 1999).

A dor, além de uma sensacao, € uma experiéncia. Sensac¢des possuem
vias neuroanatdbmicas importantes com receptores especificos que permitem a
deteccdo e medida de um estimulo. Experiéncias incorporam 0os componentes
sensoriais com influéncias pessoais e ambientais importantes. O componente
sensorial da dor € denominado nocicepgdo, ou seja, a sensacdo determinada
pela estimulagédo das fibras aferentes primérias. A nocicepgéo € a progenitora
da dor, experiéncia complexa e subjetiva que, por sua vez, causa o sofrimento.
Além disso, a nocicepgdo ndo é uma sensacao uniforme, e a qualidade da dor
e o inicio das respostas protetoras sao determinadas por muitos fatores na
medula espinhal e em estruturas supra-espinhais envolvidas na integragédo e

modificagdo dos sinais nociceptivos (RUSSO e BROSE, 1998).
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.2 - TRANSMISSAO DA DOR

Os estimulos nocivos tais como calor, frio ou compresséo intensos e
algumas substancias quimicas, ativam subtipos de fibras aferentes sensoriais
delgadas mielinizadas ou né&o, do tipo Ad e C, chamadas de nociceptores.
Estas fibras sdo formadas por neurdnios cujos corpos celulares encontram-se
nos ganglios da raiz dorsal e trigeminal e que conduzem as informacfes
nociceptivas até o corno dorsal da medula espinhal e o nacleo trigeminal pars
caudalis na ponte, respectivamente (DRAY e PERKINS, 1997; RUSSO e
BROSE, 1998; BESSON, 1999).

As fibras ndo mielinizadas C, na sua maioria, Sao nociceptores
polimodais que respondem a varias formas de estimulos nociceptivos
(térmicos, mecéanicos e quimicos). Essas fibras s&@o classificadas em dois
grupos, de acordo com o seu conteudo de peptideos e a localizacdo de seus
terminais sinapticos no corno dorsal da medula espinhal (HUNT e ROSSI,
1985). As fibras C que expressam o receptor purinérgico P2Xs, o receptor para
o fator neurotréfico derivado da glia Ret e sitios de ligacdo para a isolecitina B4,
cujos terminais sinpticos localizam-se mais internamente na substancia
gelationsa da medula espinhal (especialmente na lamina Il), sdo classificadas
como fibras C né&o-peptidérgicas. O outro grupo de fibras sintetiza peptideos
como a substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
e expressa receptores de alta afinidade para o fator de crescimento do nervo
(TrkA). Essas fibras, denominadas fibras C peptidérgicas, fazem conexdes com
neurdnios da lamina mais externa do corno dorsal da medula (especialmente

na lamina I) (CUELLO et al.,1993; AVERIL et al., 1995). As fibras aferentes
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sométicas (que inervam a pele, as articulagbes e os musculos) e as fibras
aferentes viscerais (que inervam os sistemas cardiovascular, respiratorio, renal,
reprodutivo, bem como o trato gastrointestinal) diferem quanto as suas
propriedades bioquimicas e fisioldgicas. Além disso, quadros de dor persistente
podem alterar o fenétipo dessas fibras, por exemplo, na inflamac¢do ocorre um
significante aumento na produgcdo de substancia P e CGRP na medula
espinhal, enquanto que na dor neuropética ocorre uma diminuicdo desses
peptideos (ZHANG et al., 1995; CALZA et al., 1998).

Estudos neuroquimicos e eletrofisiologicos sugerem que essas
diferentes classes de fibras, presentes em regides distintas das laminas
superficiais do corno dorsal da medula, estdo envolvidas em diferentes vias de
transmissdo da dor (HUNT e ROSSI, 1985; CRAIG, 2003). Nas laminas
superficiais (laminas | e 1l) do corno dorsal da medula espinhal, as terminagoes
dos nociceptores liberam varios neurotransmissores que estimulam neurdnios
de segunda ordem. Os neurdnios de segunda ordem formam, entdo, vias
paralelas que irdo distribuir informagbes para circuitos supraespinhais
responsaveis pela producdo das dimensdes sensoriais (discriminativa) e
afetiva/motivacionais (descontentamento) da dor (HUNT e MANTYH, 2001;
PRICE, 2002).

A via espino-talamica cléssica origina-se na lamina Il (substancia
gelatinosa) da medula espinhal e se estende até o talamo. No tdlamo,
neurdnios de terceira ordem enviam terminacdes ao cortex somatosensorial,
onde ocorre a discriminacdo do estimulo. A via espino-talamica classica esté
anatomicamente interconectada com estruturas limbicas através da via

somatosensorial cortico-limbica. Essa via forma conexdo das areas
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somatosensoriais do coértex (S; e S;) com &reas corticais parietais posteriores e
com o cortex insular. O cértex insular envia eferéncias para estruturas como
amigdala, cortex perirrinal e hipocampo, que conferem o carater emocional a
dor (FRIEDMAN et al., 1986). A via espino-talamica cértico-limbica converge
para as mesmas estruturas limbicas e subcorticais que sdo diretamente
acessadas por outra via ascendente da dor, a via espino-parabraquial-
amigdaléide (BERNARD et al., 1989; BERNARD e BESSON, 1990).

A via espino-parabraquial-amigdaléide origina-se da lamina | da medula
espinhal e conecta-se com a &rea parabraquial. Os neurbnios da area
parabraquial, que sdo ativados especificamente por estimulos nociceptivos,
enviam projecbes para a amigdala, hipotalamo, substancia cinzenta
periaquedutal (PAG) e medula oblonga ventrolateral (GAURIAU and
BERNARD, 2002). Na amigdala, as projecdes nociceptivas da area
parabraquial atingem primeiramente a capsula lateral do nucleo central
(BERNARD et al., 1993; JASMIN et al., 1997). O nucleo central da amigdala,
bem como o hipotdlamo, envia eferéncias para a PAG, que através de
conexdes com neurdnios da porcéo rostral da medula oblonga ventromedial

(RVM), modula a via descendente da dor (FIELDS, 2004).
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[.3 - PROCESSAMENTO CENTRAL DA DOR

A transmissdo da dor envolve interacbes complexas de estruturas
periféricas e centrais. Apds ativar as fibras aferentes primarias, o estimulo
nociceptivo é enviado a areas supra-espinhais, onde diversas estruturas
cerebrais inter-relacionadas irédo integrar a informacdo nociceptiva com
informagcdes contextuais e com a memoria e, dessa forma, determinar a
resposta individual ao estimulo. Essa percepcdo supra-espinhal produz varias
respostas autondmicas, neuroenddcrinas e comportamentais relacionadas a

defesa (CRAIG, 2003).

Além de desempenhar importante papel na interpretacdo da informagéo
nociceptiva ascendente, estruturas supra-espinhais estdo fortemente
envolvidas na modulacdo de circuitos descendentes que controlam a dor.
Desde a descoberta, por Wall (1967), de que os neurdnios presentes nas
laminas (I, Il e IV-VI) da medula espinhal estdo sujeitos & modulagdo por
estruturas  supra-espinhais, 0 entendimento do circuito modulatério
descendente da dor tem progredido drasticamente (para reviséao, ler: FIELDS
and BASBAUM, 1999). Esse circuito € formado por conexdes de &reas
encefélicas como o cortex cingulado anterior, regifes do cortex pré-frontal, o
hipotdlamo e o nucleo central da amigdala com a PAG, no mesencéfalo. A
PAG, por sua vez, controla indiretamente a transmissao nociceptiva no corno

dorsal da medula através de conexdes com neurdnios da RVM (FIELDS, 2004).

Uma das descobertas mais interessantes a respeito do circuito

modulatério da dor € que esse pode tanto facilitar quanto inibir a transmisséo
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nociceptiva (LIEBESKIND et al, 1973; URBAN et al., 1999a; 1999b; PORRECA
et al, 2002). Por exemplo, estimulagdo elétrica de diversas estruturas que
compdem esse circuito promove redugdo da dor (MAYER et al., 1971;
LIEBESKIND et al., 1973). Além disso, o circuito modulatério descendente
parece estar envolvido no efeito analgésico da morfina (MANNING et al., 1994;
MANNING, 1998; McGARAUGHTY et al., 2004). Por outro lado, a estimulacao
de alguns neurbnios na RVM é capaz de exacerbar as respostas a estimulos
nociceptivos (URBAN et al., 1999a; NEUBERT et al., 2004). Além disso,
estimulagdes nociceptivas persistentes presentes, por exemplo, na inflamagéo
e na injuria de nervos, produz um quadro de hiperalgesia que é revertido por
lesdes ou pela inativagcdo da RVM (MORGAN et al.,, 1994; URBAN et al.,
1999b; PORRECA et al, 2002). Portanto, a estimulacédo de neurdnios da RVM
pode tanto facilitar como inibir a transmissdo nociceptiva, em diferentes
situagdes. Esse aparente paradoxo pode ser explicado pela presenca de duas
subpopulagdes neuronais presentes na PAG e na RVM que modulam de
maneira oposta os estimulos nociceptivos periféricos. Esse controle dual foi
verificado através de medidas eletrofisiolégicos de neurdnios da RVM durante a
aplicacdo de um estimulo térmico periférico (FIELDS et al., 1983; FIELDS e
HEINRICHER, 1985). Constatou-se que a estimulacdo térmica da cauda de
ratos causava mudangas no disparo de duas subpopula¢cdes de neuronios da
RVM. Enquanto um grupo parava, O outro grupo aumentava o disparo
imediatamente antes da resposta de retirada da cauda do animal. A partir
dessas observacdes, os diferentes grupos de neurdnios foram denominados
células off e células on, respectivamente. Enquanto a ativacdo das células on

facilita a transmissdo nociceptiva, a ativacdo das células off inibe tal acéo.
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Logo, o balango entre a ativagcdo dessas duas subpopula¢des de neurdnios
determina a resposta a um estimulo nociceptivo periférico. No entanto, em
situacOes de dor persistente, a ocorréncia de neuroplasticidade em estruturas
supraespinhais, como a amigdala e a RVM, pode resultar em uma estimulagéo
facilitatéria sustentada, que ocasiona resposta persistente e exagerada a dor

(PORRECA et al., 2002; NEUGEBAUER e LI, 2003).

Entre as estruturas que participam do processamento central da dor, a
amigdala desempenha um importante papel, uma vez que essa estrutura
limbica integra a via ascendente da dor (através da via espino-parabraquial-
amidaldide ou, indiretamente, através da via somatosensorial cortico-limbica) e
participa do circuito descendente da dor (amigdala-PAG-RVM-medula
espinhal). Portanto, pode-se inferir que a amigdala € uma estrutura encefalica
que esta posicionada para receber, integrar e modular a informag&o nociceptiva

(para reviséo, ler: NEUGEBAUER et al., 2004).

A amigdala esta localizada no lobo temporal medial e € composta por
diversos nucleos (lateral, basolateral, medial e central). Informacgfes
provenientes de todos os sistemas sensoriais chegam até a amigdala. Em
particular, as informa¢cfes sensoriais nociceptivas que ascendem pela via
espino-talamica classica atingem a amigdala, apés serem processadas pelo
talamo e é&reas corticais, através de conexdes com o nuacleo lateral e
basolateral que, entdo, projeta eferéncias para o nacleo central. Além dessa via
indireta, o nucleo central da amigdala recebe aferéncia direta da via espino-

parabraquial-amigdaléide. O nucleo central forma conexdes diretas e indiretas
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com é&reas do cérebro e tronco encefalico que estdo envolvidas no controle

sensorial e emocional da dor (para revisao, ler: NEUGEBAUER et al, 2004).

Técnicas eletrofisiolégicas permitiram a identificacdo de diferentes
grupos de neurbnios no nucleo central da amigdala. Neurdnios que respondem
tanto a estimulos nociceptivos quanto a estimulos in6cuos foram classificados
como neurdnios multireceptivos. Esses neurbnios estdo, provavelmente,
envolvidos na integracdo do estimulo nociceptivo com outras informacées
sensoriais. Os neurbnios que respondem exclusivamente a estimulos
nociceptivos foram denominados neurdnios nociceptivos. Foram identificados
ainda, neurbnios que ndo respondem a nenhum estimulo sensorial em
condicdes normais, mas que podem contribuir para condicbes de dor
persistente, e neurdnios inibitérios, que reduzem sua atividade em resposta ao
estimulo nociceptivo (NEUGEBAUER e LI, 2002). Esses neurbnios contribuem,
de diferentes maneiras, para a produgdo da dor e (particularmente os
neurénios multireceptivos e 0s neurGnios ndo responsivos) parecem estar
sujeitos a plasticidade em quadros de dor persistente, como a artrite
(NEUGEBAUER e LI, 2003; NEUGEBAUER et al, 2003).

De fato, estudos de neuroimagem funcional em humanos indicam que a
amigdala é realmente ativada em situacdes de dor (BECERRA et al., 1999;
BORNHOVD et al., 2002). Estimulos térmicos e mecénicos nocivos estimulam,
também, o0s neurdnios amigdalares de ratos (BERNARD et al.,, 1990;
NEUGEBAUER e LI, 2002). Além disso, essa estrutura contribui para a
producdo de analgesia mediada por opidides e canabindides (MANNING, 1998;
MANNING et al., 2003) provavelmente através da modulacdo do circuito

descendente da dor (McGARAUGHTY e HEINRICHER, 2002;

10
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McGARAUGHTY et al., 2004). Portanto, a amigdala parece exercer um papel
chave na integracéo da informag&o nociceptiva proveniente da medula espinhal
com estruturas encefalicas que irdo atribuir caracteristicas emocionais
individuais ao estimulo e promover respostas autondmicas, neuroenddcrina e

comportamentais de defesa.

Estudos farmacoldgicos, eletrofisiolégicos e anatémicos tém contribuido
para o entendimento do sistema modulatério da dor. Embora o principal foco de
investigacdo tenha sido a modulacao inibitéria (FIELDS e BASBAUM, 1999), a
modulacéo facilitatoria da dor parece desempenhar um papel consideravel em
quadros de dor persistente (PORRECA et al.,, 2002). A importancia dessa
modulacdo é, no entanto, menos 6bvia. Porém, a identificacdo de mediadores
que promovem a ativacdo desse circuito facilitatorio pode ser util para o

desenvolvimento de novas drogas que auxiliem no tratamento da dor crénica.

11
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I.4 - MEDIADORES DA DOR

A acdo direta ou indireta de mediadores quimicos, tais como metabdlitos
do acido araquidbnico (prostaglandinas e leucotrienos), aminoacidos ou seus
derivados (glutamato, noradrenalina, serotonina, dopamina e Oxido nitrico),
peptideos (cininas, taquicininas, CGRP, galanina, colecistocinina, peptideo
intestinal vasoativo), proteinas (citocinas, fator de crescimento do nervo), entre
outros, sé@o responsaveis pela multiplicidade de eventos que ocorrem durante a
transmissdo da dor, tanto no sistema nervoso periférico quanto no central (para
revisdo, ler: BESSON, 1999; FURST, 1999; MILLAN, 1999; CALIXTO et al.,
2000).

Entre os mediadores da dor, acdo das cininas € vista como critica para a
iniciacdo da dor, bem como para producgdo de alodinia e hiperalgesia (DRAY e
PERKINS, 1997). As vias bioquimicas envolvidas na sintese e degradacao das
cininas compreendem mecanismos bem estabelecidos (REGOLI e BARABE,
1980; BHOOLA et al.,1992). As cininas sao formadas em resposta a estimulos
fisioldgicos ou durante o processo inflamatério, a partir de precursores
chamados cininogénios, que podem ser a-globulinas de alto (120 KDa) ou de
baixo peso molecular (66 KDa), através da agcédo de enzimas denominadas de
cininogenases. O grupo mais importante de cininogenases é representado
pelas calicreinas, um grupo de proteases encontradas no sangue (calicreina
plasmética) e na maioria das glandulas exocrinas (calicreina tecidual)
(MURRAY et al., 1990; BEAUBIEN et al., 1991). A calicreina plasmatica é
sintetizada no figado e circula na corrente sanglinea na forma inativa,

denominada de pré-calicreina (fator de Fletcher). A pré-calicreina é
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rapidamente convertida em calicreina num processo dependente da ativagdo
do fator Xl da coagulagdo sanguinea (Fator de Hagemann) (BATHON e
PROUD 1991; BHOOLA et al., 1992). A acdo da calicreina plasmatica sobre o
cininogénio de alto peso molecular resulta na formacdo do nonapeptideo
bradicinina. A calicreina tecidual atuando sobre os cininogénios de baixo peso
molecular origina o decapeptideo calidina (Lys-bradicinina). A calidina pode,
ainda, ser convertida em bradicinina através da clivagem da sua por¢cdo amino-
terminal por aminopeptidases plasmaticas (GUIMARAES et al., 1973).

Logo depois de formadas, as cininas circulantes se difundem através da
parede dos capilares ou dos vasos linfaticos dos tecidos e sdo rapidamente
inativadas por peptidases, classificadas como cininases | e cininases Il. O
grupo das cininases | é representado pelas enzimas carboxipeptidase N
(plasmasmética) e carboxipeptidase M (de membrana). Essas enzimas
removem o amino4cido arginina da porcgao carboxi-terminal da bradicinina e da
calidina, formando os metabdlitos ativos des-Arg®-bradicinina e des-Arg-
calidina, respectivamente (ERDOS, 1990; MARCEAU, 1995). O grupo das
cininases Il é representado pela enzima conversora de angiotensina e pela
endopeptidase neutra 24.11. A enzima conversora da angiotensina (ECA) é
responsavel pela clivagem do dipeptideo da porgdo C-terminal da bradicinina,
transformando-a em um metabdlito inativo (BHOOLA et al., 1992). Em alguns
casos, a ECA é capaz de clivar o tripeptideo da extremidade carboxi-terminal
da des—Argg—bradicinina, embora esse fendbmeno ndo ocorra com frequéncia
devido & baixa afinidade dessa enzima por metabdlitos des-Arg® (INOKUCHI e

NAGAMATSU, 1981). A endopeptidase neutra 24.11, ou encefalinase, é uma
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metalopeptidase capaz de clivar o dipeptideo carboxi-terminal da molécula da
bradicinina, de maneira semelhante a ECA (GAFFORD et al., 1983).

A maioria das ag¢fes biolégicas das cininas é mediada pela interacdo
com receptores de membrana. A existéncia de dois subtipos de receptores
para cininas, denominados B; e B,, foi proposta, inicialmente, com base na
determinagcdo da ordem de poténcia de agonistas e da sensibilidade a
antagonistas em diversos tecidos isolados (REGOLI e BARABE, 1980). Esses
receptores sdo membros da superfamilia de receptores acoplados a proteina G
que apresentam 7 dominios transmembrana, cuja ativacdo envolve multiplas
vias de transducdo de sinal através de segundos mensageiros. Os receptores
B, e B, para as cininas sao preferencialmente acoplados a proteina G do tipo
Gq (GUTOWSKI et al., 1991) e, na maioria das vezes, suas ativacdes estédo
relacionadas com a estimulacdo da fosfolipase C e conseqiente formacao de
trifosfato de inositol (IPs) e diacilglicerol (DAG). O aumento dos niveis de IP;
resulta em aumento dos niveis intracelulares de célcio (LEE et al., 1993),
enquanto que a formacdo de DAG resulta na ativacédo de isoformas especificas
de proteina quinase C (TIPPMER et al., 1994). A estimulac&o dos receptores
para cininas pode, ainda, aumentar os niveis de prostanddes (através da
ativacdo da fosfolipase A;), ativar a adenilato ciclase, modular canais de
potassio sensiveis ao calcio, estimular o transporte de ions cloreto e promover
a formacgao de oxido nitrico (BURCH e AXELROD, 1987; BHOOLA et al., 1992;
HALL, 1992). Enquanto a bradicinina e a calidina possuem maior afinidade
pelos receptores B,, a des-Arg®-bradicinina e a des-Arg'%-calidina possuem alta

afinidade pelos receptores B;.
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Os receptores B, das cininas s&8o geralmente expressos
constitutivamente nos tecidos, e sao responsaveis pela maioria das acdes
fisioldgicas das cininas. Esses receptores foram identificados nos sistemas
gastrointestinal, cardiovascular, respiratorio, genitourinario, bem como no
sistema nervoso central e periférico (HALL e MORTON, 1997). Por outro lado,
o nivel de expressédo do receptor B; é geralmente baixo, ou mesmo ausente,
em situacdes fisioldgicas, podendo ser induzido por varios estimulos como, por
exemplo, citocinas pré-inflamatérias (interleucina-1b, -2, -8, fator de necrose
tumoral-a), alguns fatores de crescimento e endotoxinas (MARCEAU, 1997).
Apesar de serem compostos por numero de aminoacidos semelhantes (o
receptor B, humano possui 359 aminoécidos, enquanto que o receptor B;
humano possui 353 aminoacidos), 0s receptores para cininas apresentam
apenas 36% de homologia entre si (MENKE et al., 1994). Esse dado sugere
que estes receptores sdo diferentes quanto a regulagdo da atividade e a
producédo de sinais intracelulares. De fato, enquanto a estimulacdo de
receptores Bi causa respostas prolongadas, as respostas mediadas pelo
receptor B, sdo geralmente mais transitérias (BLAUKAT, 2003).

Na periferia, uma das ac¢des mais importantes da bradicinina é a
producgéo de dor. Esse evento parece ser mediado pela ativagéo de receptores
B,. Além da ativacao direta de fibras sensoriais, a bradicinina pode causar a
sensibilizacdo das mesmas, o que resulta em resposta exacerbada a estimulos
sensoriais. Além disso, a estimulacdo de receptores B, pela bradicinina
também induz um grande nimero de eventos secundéarios, como a liberagéo de
prostaglandinas e de Oxido nitrico, a degranulagdo de mastdocitos (com

consequente liberacdo de histamina e outros agentes inflamatérios), a ativagéo
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de células imunes e a excitacdo de fibras simpaticas pds-ganglionares, que
contribuem, de diferentes maneiras, para a geragao de dor (DRAY e PERKINS,
1997).

Da mesma forma que o sistema periférico, o sistema nervoso central
contém todos o0s componentes do sistema das cininas (para revisdo ler,
WALKER et al.,, 1995) Diversas técnicas demonstraram a presenca de
calicreinas, cininases e cininas (CAMARGO et al., 1973; PERRY e SNYDER,
1984; SCICLI et al., 1984; CHAO et al., 1987; KITAGAWA et al., 1991), além de
receptores B; e B, em diversas estruturas encefdlicas, inclusive naquelas
envolvidas na modulagéo central da dor, como a ponte, a medula oblonga, o
talamo e o hipotdlamo (FUJIWARA et al, 1989; RAIDOO AND BHOOLA, 1997;
MURONE et al., 1997; ONGALI et al., 2003; SHUGRUE et al., 2003). Da
mesma forma que as células neuronais, as células gliais também expressam
receptores para as cininas (CHOLEWINSKI et al., 1991; HOSLI e HOSLI, 1993;
NODA et al., 2003). De fato, astrécitos e os oligodendrécitos sdo ativados pela
bradicinina, o que ocasiona a producdo de fosfoinositideos que, por sua vez,
aumentam a concentracdo intracelular de célcio (RITCHIE et al.,, 1987;
STEPHENS et al.,, 1993; HOSLI et al.,, 1992; LIN e CHUANG, 1992) e a
estimulacdo e a liberacdo de acido araquidénico e glutamato (BURCH e
KNISS, 1988; BURCH e TIFFANY, 1989; PARPURA et al.,, 1994). Essa
estimulacdo da liberagdo de mediadores, tais como glutamato e acido
araquidonico, sugerem um possivel envolvimento da bradicinina na modulagéo

central da dor.

Interessantemente, uma alta densidade de receptores B, foi encontrada

na amigdala (ONGALI et al, 2003). Porém, o papel funcional desses receptores
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e do sistema das cininas nessa estrutura ndo foi elucidado. Levando-se em
consideracdo a importancia da amigdala no processamento central da dor, o
estudo de mediadores quimicos nessa estrutura, tais como a bradicinina,
poderd melhorar a compreensdo desse processamento e fornecer subsidios
para o uso de drogas que modulam as cininas no tratamento de processos
dolorosos, especialmente os quadros de dor cronica, que permanecem sem

uma terapia adequada.
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II.L1- OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi verificar a agdo da bradicinina na

amigdala de ratos em um modelo de nocicepg¢édo por estimulagéo térmica.

I1.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito da administrag@o de bradicinina na amigdala de ratos na
nocicepcao térmica aguda;

2. Elucidar a participagdo de receptores B, e B; na possivel acdo da
bradicinina administrada na amigdala de ratos;

3. Verificar a participagdo do receptor glutamatérgico do tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA) e de cicloxigenases na possivel acdo da bradicinina
intra-amigdala em ratos;

4. Verificar o envolvimento de células gliais na acdo da bradicinina
administrada na amigdala de ratos no teste de nocicepcdo térmica

aguda.
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ABSTRACT

Bradykinin is one of the most potent endogenous algesic substances and
its role in pain transmission has been intensively studied in the periphery.
However, whether bradykinin produces nociception in the central nervous
system remains unclear. Administration of bradykinin (0.25 nmol) into the right
amygdala of adult male Wistar rats induced thermal hyperalgesia, evaluated by
the paw-flick test. Bradykinin-induced hyperalgesia was abolished by the co-
administration of the B, receptor antagonist Hoe 140 (5 pmol/site), the NMDA
antagonist MK-801 (5 nmol/site), the cyclooxygenase inhibitor indomethacin (10
nmol/site) and the glial metabolic inhibitor fluorocitrate (1 nmol/site). Since the
intra-amygdala administration of bradykinin did not alter spontaneous
locomotion in an open-field test, it is unlikely that the current described
hyperalgesic effect of bradykinin is due to an unspecific effect on locomotor
activity. These findings provide evidence that bradykinin, through activation of
amygdalar B, receptors induces hyperalgesia, and that glutamatergic and

prostanoid-mediated mechanisms are involved in such an effect.

Key words: kinin, B, receptor, amygdala, hyperalgesia, glia, glutamate,

cyclooxygenase, prostanoids.
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1. Introduction

Kinins are naturally occurring peptides that play important roles in a
variety of biological functions, including the control of blood pressure, smooth
muscle contraction or relaxation, inflammation and pain (for review see: Regoli
and Barabé, 1980; Marceau et al., 1998). Moreover, kinins are implicated in
some pathological states, such as rheumatoid arthritis, pancreatitis, asthma and
endotoxic shock (for review: Marceau et al., 1998, Calixto et al., 2000; 2001).
The family of kinins include the nonapeptide bradykinin and other structurally
related peptide metabolites, which have their effects mediated through two G-
protein coupled receptors, named B, and B; receptors, respectively. B,
receptors are constitutively expressed and widely distributed in most tissues
under normal conditions. Conversely, B1 receptor expression is limited under
normal conditions, but can be induced and up-regulated by pro-inflammatory
agents, or after injury (for review see: Marceau et al., 1998; Calixto et al., 2000;
2001). Thus, most of the physiological actions of kinins seem to be mediated by

constitutive B, receptors (Marceau et al., 1998).

In the periphery, kinins have been associated with the onset and the
development of pain process (Dray and Perkins, 1997; Calixto et al., 2000;
2001). Some pronociceptive effects of these peptides are related to the release
of other mediators, such as prostanoids, which sensitise sensory fibres to
thermal, mechanical and chemical stimuli (Dray and Perkins, 1993). Besides
their peripheral actions, there is growing evidence that kinins mediate various
pathophysiological processes in the central nervous system (for review see:

Walker et al., 1995; Raidoo and Bhoola, 1998). All of the components of the
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kallikrein-kinin system have been identified in mammalian brain (Perry and
Snyder, 1984; Scicli et al., 1984; Chao et al., 1987; Raidoo and Bhoola, 1997).
Furthermore, recent studies have demonstrated the presence of B; and B;
receptors in various brain structures that modulate pain transmission, including
amygdala (Fujiwara et al, 1989; Murone et al., 1997; Raidoo and Bhoola, 1997;

Ongali et al., 2003; Shughrue et al., 2003).

Several lines of evidence implicate amygdala in pain modulation.
Amygdala is a forebrain structure that is well positioned to receiving, integrating
and encoding pain information (Neugebauer et al., 2004). This limbic structure
is apparently involved in both pain enhancement and pain reduction (Manning
and Mayer, 1995a; 1995b; Fields, H., 2004). Despite the studies have
demonstrated the presence of kinin receptors in amygdala, the functional action
of these peptides in this structure remains unknown. Thus, the present study
aimed to verify the effect of intra-amygdalar bradykinin in the thermal noxious

threshold in rats.

2. Materials and Methods

2.1. Animals

Male Wistar rats (250-350 g), provided by the Animal House of the
Federal University of Santa Maria, kept in controlled room temperature (22 + 2
°C) under a 12h:12 h light-dark cycle (lights on 06:00 h) were used. The animals
were habituated to the laboratory for at least 2h before testing, and were used
only once throughout the experiments. The experiments were carried out in

accordance with current guidelines for the care of laboratory animals and ethical
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guidelines for investigations of experiments in conscious animals (Zimmermann,
1983). All protocols employed had been approved by the Local Ethic’s
Committee (process number: 23081.008569/2006-60). The number of animals
and intensity of noxious stimuli were the minimum necessary to demonstrate

consistent effects of drug treatments.

2.2. Surgical Procedure

Rats were anesthetized with Equitesin (1% Phenobarbital, 2%
magnesium sulphate, 4% chloral hydrate, 42% propylene glycol, 11% ethanol;
3ml/kg, i.p.) and placed in a rodent stereotaxic apparatus. Under a stereotaxic
guidance, a cannula was inserted unilaterally into the right amygdala at the
anterior (-3.0), lateral (5.0) and ventral (8.5) coordinates relative to bregma from
the atlas of Paxinos and Watson (1986). Immediately before the surgical
procedure, the animals received an injection of the antibiotic cefotaxim (100
mg/kg, i.p.) and, after surgery, the surface of the skull was covered with

sulfadiazine powder.

2.3. Paw-flick test

Three days after surgery, the animals were subjected to a thermal
nociception test, as previously described by Saadé et al. (2002), with minor
modifications. In brief, in the first day of experimental testing (habituation
session), the animals were transferred to the laboratory and, after 2 h, each rat
was gently handheld and had its right and left hind paws dipped into a bath
containing water kept at 45+1°C. Immediately after withdrawing the paw from

the water, the animal was gently returned to a clean home cage.
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In the second day of testing, the animals were subjected to the same
experimental procedure, and had their hind paws dipped into the water bath in
the same way that was made in the first day. The latency to withdraw the paw
from the hot bath was recorded manually with a stopwatch, and this measure
constituted the baseline paw withdrawal latency. This low intensity of thermal
stimulation (45%£1°C) vyields baseline latencies (6-8 seconds) that are wide
enough to observe hyperalgesia or analgesia. Each animal was tested twice
before the administration of drugs, in order to obtain the baseline withdrawal
latency and five to sixty minutes after drug treatments. If no response occurred
in 24 seconds, the test was terminated to avoid tissue damage. The results
were expressed in % Baseline Latency, calculated as follows: % Baseline

Latency = (latency post-drug — latency pre-drug) / (latency pre-drug) x 100.

2.4. Intra-amygdala injections

Separate groups of rats received a 0.5 niL-injection of 100 mM
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) or bradykinin (0.025-0.5 nmol/site)
unilaterally into the right amygdala. Other groups received bradykinin (0.25
nmol/site) plus the selective B, receptor antagonist Hoe 140 (5 pmol/site), the
selective B; receptor antagonist des-Arg®-Leu®-bradykinin (0.05 nmol/site), the
glutamatergic NMDA receptor antagonist MK-801 (5 nmol/site) or the
cyclooxygenase inhibitor indomethacin (10 nmol/site). A different group of
animals received PBS or the glial metabolic inhibitor, fluorocitrate (1 nmol/site)
unilaterally into amygdala 30 minutes before the intra-amygdalar injection of
bradykinin (0.25 nmol/site) or PBS. The injection (0.5 pl/site) was carried out
over 1 minute, and the injector was left in place during 1 minute after infusion to

avoid drug reflux. The drug doses used were selected based on previous
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studies (Walker et al., 1996; Watkins et al., 1997; Jafari-Sabet, 2006) or
determined by pilot experiments. Injection placements were verified immediately
after the last testing session, as described previously (Rubin et al., 2004). Only

data from the animals with the correct placement of cannulas were analysed.

2.5. Open-field test

Immediately after the thermal nociception evaluation, the animals were
transferred to a round open field (56 cm in diameter), which had its floor divided
into 10 equal areas. The number of areas crossed and rearing responses was

recorded for 5 minutes.

2.6. Drugs

The following drugs were used: PBS, bradykinin, des-Arg®-[Leu®]-
bradykinin, MK-801, indomethacin and fluorocitrate were purchased from Sigma
Chemical Company (St. Louis, USA). Hoe 140 (icatibant) was kindly provided

by Aventis (Frankfurt am Main, Germany).

2.7. Statistical analysis

The results are presented as the mean + SEM of 5-9 animals per group.
Statistical analysis of withdrawal latencies was carried out by one-way or two-
way analysis of variance (ANOVA) followed by Student-Newman-Keuls’ test. P
values < 0.05 were considered significant. When possible, the EDsq values (i.e.
the dose which bradykinin produces half maximal response in relation to control
value) were determined. The EDso values were determined by graphical
interpolation from individual experiments by use of at least three doses of drug,
and are reported as geometric means accompanied by their respective 95%

confidence limits.
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3. Results

3.1. Effects of intra-amygdala administration of bradykinin on the thermal

noxious stimulus sensitivity

The intra-amygdala administration of bradykinin (0.025-0.5 nmol/site)
resulted in a thermal hyperalgesia in rats, evaluated in the paw-flick test, 15 min
after injection (Figure 1A). Accordingly, bradykinin injection into right amygdala
reduced right paw withdrawal latencies when compared to control (-55.3+6.2
and 10.1+2.6, for bradykinin 0.25 nmol/site and PBS, respectively). The
calculated mean EDs, value (and the 95 % confidence limits) for bradykinin-
induced hyperalgesia was 0.04 (0.02-0.08) nmol/site. The hyperalgesia induced
by bradykinin (0.25 nmol/site) installed slowly. It was significant at 10 minutes,
peaked at 15 minutes and lasted for up to 20 minutes, returning to baseline
level 30 minutes after injection (Figure 1B).

The unilateral bradykinin administration into amygdala produced an
ipsilateral hyperalgesia. When bradykinin was administered into right amygdala
only the right paw showed a reduction of withdrawal latency, whereas the
contralateral paw did not present difference in paw withdrawal latency in relation
to the baseline withdrawal latency when compared to control (-4.6£13.0 and -

3.5+8.3 for bradykinin 0.25 nmol/site and PBS, respectively).

Immediately after the thermal nociceptive test, we assessed the
locomotor behavior of the animals in the open field, in order to identify any
motor disability that might influence the paw withdrawal performance. Statistical
analysis of open-field data revealed that intra-amygdala bradykinin injection did

not affect the number of crossing or rearing responses in a subsequent open-
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field testing session (Table 1). These data suggest that the effects of bradykinin

on paw-flick test were not due to an unspecific effect on locomotor activity.

3.2. Effects of intra-amygdala administration of selective kinin receptor
antagonists on bradykinin-induced hyperalgesia

The co-administration of bradykinin (0.25 nmol/site) with the selective B,
receptor antagonist Hoe 140, at a dose that had no effect per se (5 pmol/site),
abolished bradykinin-induced hyperalgesia (Figure 2A). Conversely, the
selective By receptor antagonist des-Arg®-Leu®-bradykinin (0.05 nmol/site) did
not be reduce the hyperalgesic effect of bradykinin (0.25 nmol/site), when co-
administered with this peptide (Figure 2B). These data suggest that the

hyperalgesic effect induced by bradykinin involves B, but not B, receptors.

3.3. Effects of intra-amygdala administration of a glutamate NMDA
receptor antagonist and a cyclooxygenase inhibitor on bradykinin-
induced hyperalgesia

The co-administration of bradykinin (0.25 nmol/site) with the glutamate
NMDA receptor antagonist MK 801, at a dose that had no effect per se (5
nmol/site), reduced in 91.1+19.3% the bradykinin-induced hyperalgesia (Figure
3A). Furthermore, the cyclooxygenase inhibitor indomethacin (10 nmol/site) was
able to diminish in 81+23.4% the hyperalgesia when co-administered with
bradykinin (0.25 nmol/site) (Figure 3B). These results suggest that hyperalgesic
effect induced by bradykinin is indirectly mediated by NMDA receptor

stimulation and cyclooxygenase-derived products release.
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3.4. Effect of glial amygdala disruption on bradykinin-induced
hyperalgesia

It has been showed that glia can, upon activation, release a variety of
substances known to mediate hyperalgesia, including glutamate and
cyclooxygenase products. In the present study, pre-treatment with the glial
metabolic inhibitor fluorocitrate (1 nmol/site) was able to partially reduce (36.2+
6.8%) the hyperalgesia induced by intra-amygdalar injection of bradykinin (0.25
nmol/site) (Figure 5). These results support the hypothesis that amygdalar glia

contribute to pain sensitization following bradykinin administration.

4. Discussion

The peptide bradykinin has long been established as an important
peripheral mediator of pain (for review see: Dray and Perkins, 1997; Calixto et
al., 2001). Although much is known about the peripheral actions of bradykinin
and other kinins on pain induction, their functional actions on pain transmission
at the central nervous system are not well understood. All of the components of
the kallikrein-kinin system have been identified in various regions of the central
nervous system (Perry and Snyder, 1984; Scicli et al., 1984; Chao et al., 1987;
Raidoo and Bhoola, 1997). Of note, the presence of kinin receptors has been
demonstrated in many brain structures involved in pain transmission, including
amygdala (Murone et al., 1997; Ongali et al., 2003; Shughrue et al., 2003;). In
the present study we showed that the injection of bradykinin into the right
amygdala of rats caused thermal hyperalgesia mediated by B, receptor
activation. In addition, a NMDA receptor antagonist, an inhibitor of prostaglandin
production and an inhibitor of glial metabolic activity decreased bradykinin-

induced hyperalgesia.
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An increasing body of evidence implicates the amygdala in the
modulation of pain behavior and pain sensation. Electrophysiological studies
have indicated that mechanical and thermal noxious stimuli activate amygdaloid
neurons (Bernard et al., 1990; Neugebauer and Li, 2002). Functional
neuroimaging studies in humans have indicated that noxious stimulation
produces amygdala activation (Bornhévd et al., 2002; Becerra et al., 2001).
Furthermore, this limbic structure also contributes to the production of morphine
antinociception in the thermal and chemical models of pain in rats (Manning and
Mayer, 1995a; 1995b; McGaraughty et al, 2004). Our results showed that
bradykinin administration into the amygdala reduces the paw withdrawal latency
from a noxious thermal stimulus. Although the paw withdrawal seems to be a
simple spinal reflex, this behavior is under the influence of supraspinal
structures that modulate the descending pain-modulating pathways (Basbaum
and Fields, 1984). The central nucleus of amygdala forms widespread direct
and indirect connections with forebrain and brainstem areas that are part of the
pain-modulating system, including periaqueductal gray matter (PAG), rostral
ventromedial medulla (RVM) and dorsal horn of the spinal cord (Fields, H.,
2004; Neugebauer et al., 2004). This descending control can either facilitate or
inhibit nociceptive transmission through the activity of two neuronal
subpopulations present in PAG and RVM: off-cells inhibit withdrawal reflex
whereas on-cells facilitate such response (Fields et al., 1983; Heinricher et al.,
1989). It has been demonstrated that microinjections of morphine, at doses
capable of inducing analgesia in the tail-flick test, into the amygdala decrease
on-cells and increase off-cell firing (McGaraughty et al, 2004). Thus, morphine

seems to cause analgesia through the stimulation of inhibitory descendent pain
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pathways. On the other hand, we can suggest that the hyperalgesia produced
by injection of bradykinin into amygdala is result of activation of facilitating pain
pathway. Kinins could also modulate the central descending pain pathways in
other structures. In fact, it has been demonstrated that bradykinin injected into
PAG promotes a hyperalgesic effect (Burdin et al., 1992). Apparently,
bradykinin and morphine stimulate the descending pain pathway, but in an
opposite manner.

We have also observed that intra-amygdala bradykinin produces thermal
hyperalgesia only in the paw ipsilateral to the injected amygdala. In agreement
with our results, a previous study has demonstrated that unilateral amygdala
lesions result in an ipsilateral disruption of analgesic effect of systemic
morphine (Manning, 1998). Moreover, earlier neuroanatomical tracing studies
suggesting an ipsilateral topography of descending pain control circuits. The
present results are in agreement with earlier neuroanatomical. In example,
projections from the central nucleus of amygdala to the ventrolateral PAG are
primarily ipsilateral in nature (Rizvi et al., 1991; Manning, 1998).

The actions of kinins are mediated through stimulation of two subtypes of
seven transmembrane G-protein coupled receptors, named B; and B,. It is well
known that kinin receptors are different entities (for review, see: Calixto et al.,
2001; 2004). The B; receptor exhibits higher affinity for the kinin active
carboxypeptidase metabolites des-Arg®-bradykinin and des-Arg'®-kallidin, and is
rarely expressed in non-traumatized tissues. On the other hand, bradykinin and
kallidin exhibit great affinity for the B, receptors, which are normally constitutive
and widely distributed throughout central and peripheral tissues. Thus, most of

the physiological kinin actions seem to be mediated by stimulation of
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constitutive B, receptors. Therefore, most actions of bradykinin, including the
activation of nociceptors and the production of pain, are mediated through the
B, receptor (Dray and Perkins, 1997; Calixto et al., 2001). In line with view, we
have found that bradykinin-induced hyperalgesia was mediated by B,-, but not
B, receptor stimulation. Moreover, in vitro autoradiography studies have shown
that rat amygdala presents more B, receptors than B; receptors (Ongali et al.,
2003), although the expression of B; receptors in the amygdala increases in
epileptic and diabetic animals (Ongali et al., 2003; Campos et al., 2005).
Therefore, the role of amygdalar B: receptors in chronic painful pathological
conditions remains to be determined.

The strong synergy between the actions of bradykinin and prostaglandins
is well known. The activation of B, receptors stimulates phospholipase A, to
generate arachidonic acid metabolites, such as prostaglandins (Rang et al.,
1991). In fact, it has been reported that peripheral bradykinin-induced
nociceptor sensitisation in vitro and heat hyperalgesia in vivo are mediated by
cyclooxygenase products (Schuligoi et al, 1994; Peth¢ et al., 2001). Similar to
periphery, results reported in the current study demonstrated that hyperalgesic
state induced by intra-amygdala bradykinin is partially mediated by
cyclooxygenase products. Interestingly, there are some evidences that
prostaglandins can induce hyperalgesia through activation of descending pain-
modulating circuit (Heiricher at al., 2004; Oliva et al., 2006).

An additional mechanism that may contribute to bradykinin-induced
central sensitization is the modulation of the glutamatergic synaptic
transmission. It has been recently demonstrated that bradykinin increases

spinal cord glutamate release pre-synaptically and enhances the sensitivity of
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glutamate ionotropic receptors post-synaptically (Wang et al., 2005). Besides,
the glutamatergic NMDA receptor antagonist MK-801 abolished the thermal
hyperalgesia induced by the intrathecal injection of bradykinin (Wang et al.,
2005). Our results support the view that glutamate NMDA receptors also
contribute to central sensitisation and, therefore, to the hyperalgesia induced by
the intra-amygdala injection of bradykinin. Some evidence point to a close
relationship between prostaglandins and glutamate regulation. Cyclooxygenase
inhibitors block the hyperalgesia induced by spinal glutamate injection
(Malmberg and Yaksh, 1992). In addition, activation of glutamatergic NMDA
receptors stimulates the release of arachidonic acid or its metabolites in striatal
neurons (Dumuis et al., 1988). Thus, the combination of cyclooxygenase
metabolites and glutamate release induced by bradykinin seems to be essential
to thermal hyperalgesia induction.

There is an extensively communication between neurons and the
neighbouring glial cells that modulate pain sensitization through the release of
some mediators, such as glutamate and prostanoids. Indeed, recent studies
have documented a glial key role in hyperalgesia mechanisms (for review see:
Watkins e Maier, 2003). Activation of spinal cord glia is involved in hyperalgesic
state induced by peripheral nerve injury, intraplantar zymosan or formalin
administration (Meller et al., 1994; Watkins et al., 1997; Milligan et al., 2003).
Here, we have shown that glial cells are also important components of pain
induction at amygdalar level since the inhibitor or glial metabolism fluorocitrate
reduced thermal hyperalgesia. Microglia and astrocytes express B, receptors
(Cholewinski et al., 1991; Hosli and Hosli, 1993; Noda et al., 2003) and

bradykinin is capable of inducing calcium-dependent release of glutamate from
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cultured astrocytes (Jeftinija et al., 1997). Similarly, prostaglandins stimulate
calcium-dependent glutamate release in astrocytes (Bezzi et al., 1998) and
arachidonic acid inhibits glutamate uptake into glial cells (Barbour et al., 1989).
Accordingly, the results of the current study indicate that glia represents a
relevant site for hyperalgesic action of bradykinin.

In conclusion, in this study we showed that the activation of amygdalar B>
receptors results in pain sensitization mediated by prostaglandins and
glutamate that probably modulate descending pain pathways. Together, these
findings support that bradykinin participates of the central pain-modulating

circuit.
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Figure 1. (A) Dose-response curve for the hyperalgesic action caused by intra-
amygdala injection of bradykinin (BK). (B) Time-course for the hyperalgesic
action caused by intra-amygdala injection of bradykinin (0.25 nmol/site) in rats.
The effects of drugs are expressed as % of baseline latency. For dose-
response curves the % baseline latency was calculated at the hyperalgesia
peak (15 minutes). Each column or point represents the mean of six to nine
animals and vertical lines show the SEM. Asterisks denote the significance
levels in comparison with control (PBS-treated group) values (one-way ANOVA
(A) or two-way ANOVA (B) followed by Student-Newman-Keuls’ test), *P<0.05,
**P<0.01, **P<0,001.
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Figure 2. Effect of the co-administration of the selective B, kinin receptor

antagonist Hoe 140 (A) or the selective B kinin receptor antagonist des-Arg®-
[Leu®]-bradykinin (DALBK) (B) on the hyperalgesia assessed 15 minutes after
the intra-amygdala injection of bradykinin (BK, 0.25 nmol/site) in rats. The

effects of drugs are expressed as % of baseline latency. Each column

represents the mean of six to nine animals and the vertical lines show the SEM.

Asterisks denote the significance levels in comparison with control (PBS-treated

group) values and # denote the significance levels in comparison with PBS plus

bradykinin-treated group (one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls’
test), *P<0.01, ***P<0,001, *P<0,001.
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Figure 3. Effect of the co-administration of the NMDA receptor antagonist MK-
801 (A) or the cyclooxygenase inhibitor indomethacin (B) on the hyperalgesia
assessed 15 minutes after the intra-amygdala injection of bradykinin (BK, 0.25
nmol/site) in rats. The effects of drugs are expressed as % of baseline latency.
Each column represents the mean of six to nine animals and the vertical lines
show the SEM. Asterisks denote the significance levels in comparison with
control (PBS-treated group) values and # denote the significance levels in
comparison with PBS plus bradykinin-treated group (two-way ANOVA followed
by Student-Newman-Keuls’ test), *P<0.01, #P<0,01.
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Figure 4. Effect of the pre-treatment with the glial metabolic inhibitor
fluorocitrate on hyperalgesia assessed 15 minutes after the intra-amygdala
injection of bradykinin (BK, 0.25 nmol/site) in rats. The effects of drugs are
expressed as % of baseline latency. Each column represents the mean of five
to seven animals and the vertical lines show the SEM. Asterisks denote the
significance levels in comparison with control (PBS-treated group) values and #
denote the significance levels in comparison with PBS plus bradykinin-treated
group (two-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls’ test), **P<0.001,
*P<0,01.
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Table 1. Effect of intra-amygdala administration of bradykinin on behaviour of

rats in the open-field test.

Group Crossing Rearing N
PBS (0.5 pl/site) 39.5+5.8 10.8+2.8 6
Bradykinin (0.25 nmol/site) 32.0+4.3 7.6x2.4 5

Data are means + SEM.
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O peptideo bradicinina é considerado um importante mediador da dor.
Embora as a¢des periféricas da bradicinina, e de outras cininas, na inducdo da
dor estejam bem estabelecidas (para revisdo, ler: DRAY e PERKINS, 1997;
CALIXTO et al., 2001), a participacdo desse peptideo na transmisséo da dor no
sistema nervoso central permanece obscura. Todos o0s componentes do
sistema das cininas foram identificados no sistema nervoso central (CAMARGO
et al., 1973; PERRY e SNYDER, 1984; SCICLI et al., 1984; CHAO et al., 1987;
FUGIWARA et al., 1989; RAIDOO e BHOOLA, 1997). A presenca de
receptores para as cininas foi evidenciada em diversas estruturas encefélicas
envolvidas na transmissdo da dor, inclusive na amigdala (MURONE et al.,
1997; ONGALI et al.,, 2003; SHUGHRUE et al., 2003). No presente estudo,
verificou-se que a administragdo de bradicinina na amigdala de ratos resultou
em hiperalgesia térmica. O efeito hiperalgésico desse peptideo foi mediado
pela estimulagdo de células neuronais e gliais através da ativacdo de
receptores B, e NMDA e liberag&o de produtos das ciclooxigenases.

Véarias evidéncias indicam que a amigdala estd envolvida no
processamento da dor. Estudos eletrofisiologicos demonstraram que estimulos
nociceptivos térmicos e mecéanicos ativam neurénios amigdalares (BERNARD
et al., 1990; NEUGEBAUER e LI, 2002). Estudos de neuroimagem funcional
em humanos indicam que a amigdala é ativada em situacdes de dor
(BORNHOVD et al., 2002; BECERRA et al., 1999). Além disso, essa estrutura
participa do controle endégeno da dor e da analgesia mediada por opidides e
canabinéides (MANNING e MAYER, 1995a 1995b MANNING et al., 2003;

McGARAUGHTY et al, 2004).
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Os resultados do presente estudo demonstram que a administragdo de
bradicinina na amigdala provoca reducdo na laténcia do reflexo de retirada
causado por estimulacdo térmica. Embora o reflexo de retirada pareca um
simples reflexo espinhal, esse comportamento € intensamente regulado por
estruturas supra-espinhais envolvidas no circuito descendente da dor. O
circuito descendente da dor é formado por conexdes entre estruturas limbicas e
corticais com a PAG, que envia eferentes & RVM e essa ao corno dorsal da
medula (para revisdo, ler: FIELDS, 2004). Esse circuito descendente pode
tanto facilitar como inibir a transmissdo nociceptiva através da atividade de
duas subpopulagdes neuronais presentes na PAG e na RVM, que exercem
acbes modulatérias opostas ap0s a estimulagdo nociceptiva periférica.
Enquanto as células off inibem o reflexo de retirada, as células on facilitam tal
resposta (FIELDS et al., 1983; HEINRICHER et al., 1989). Alguns estudos
comprovam esta afirmativa. Microinjegdes de morfina no nucleo basolateral ou
no ndcleo medial da amigdala em dose que promove analgesia (avaliada no
teste de retirada da cauda), promovem uma diminuicdo da atividade das
células on e um aumento na atividade das células off da RVM
(McGARAUGHTY et al., 2004). Portanto, a morfina parece causar analgesia
através da ativacdo do circuito descendente inibitério. Por outro lado, a
ativacdo seletiva das células on da RVM diminui consideravelmente a laténcia
da resposta de retirada da pata causada por estimulagéo térmica (NEUBERT et
al., 2004), e, também, parece contribuir para a nocicepcdo exagerada presente
em quadros de dor persistente, como a observada em alguns processos

inflamatorios e apds leséo de nervos (PORRECA et al., 2002).
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Uma vez que a amigdala tem conexdes diretas e reciprocas com a PAG
e, dessa forma, participa do circuito modulatério descendente (amigdala-PAG-
RVM-medula espinhal), pode-se sugerir que a hiperalgesia produzida por
administracdo de bradicinina nessa estrutura é resultado da ativagdo do circuito
descendente facilitatério. Da mesma forma que na amigdala, as cininas
parecem modular a transmissdo da dor em outras estruturas que integram esse
circuito descendente. Por exemplo, foi demonstrado que a injecdo de
bradicinina na PAG de ratos causa hiperalgesia (BURDIN et al., 1992). Embora
a administracdo de morfina na amigdala cause analgesia (McGARAUGHTY e
HEINRICHER, 2002; McGARAUGHTY et al.,, 2004), aparentemente tanto a
bradicinina quanto a morfina estimulam o circuito descendente da dor, porém
de maneira oposta.

Curiosamente, a administragdo intra-amigdalar de bradicinina induziu
hiperalgesia apenas na pata ipsilateral ao hemisfério injetado. Sabe-se que o
estimulo periférico sensorial normalmente ativa regides encefalicas localizadas
no hemisfério contralalateral ao lado estimulado, logo a via sensorial e/ou
nociceptiva ascedente apresenta uma topografia contralateral. Por outro lado,
estudos prévios sugerem uma topografia ipsilateral para o circuito modulatorio
descendente da dor (RIZVI et al., 1991; MANNING, 1998). Por exemplo, foi
demonstrado que a lesé@o unilateral da amigdala inibe a analgesia induzida por
injecdo sistémica de morfina apenas na pata ipsilateral a lesdo (MANNING,
1998). Interessantemente, nesse mesmo estudo, a leséo unilateral da amigdala
ndo interrompeu a transmissdo ascendende do estimulo nociceptivo, uma vez
que a inativagdo da amigdala n&o foi capaz de inibir a nocicepgéo induzida por

formalina na pata ipsilateral (MANNING, 1998). Esses dados sugerem que a
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amigdala estd envolvida de forma importante na modulagdo do circuito
descendente da dor, que segue uma trajetoria ipsilateral. Os resultados do
presente trabalho estdo de acordo com os trabalhos anteriores e reforcam a
hipétese de que o efeito hiperalgésico da bradicinina se da através da
estimulacéo desse circuito.

As acdes das cininas sdo mediadas por estimulacdo de subtipos de
receptores acoplados a proteina G, denominados B; e B,. Sabe-se que esses
receptores sdo diferentes entidades (para reviséo, ler: CALIXTO et al., 2001;
2004). Os receptores B; possuem alta afinidade pelos metabdlitos ativos des-
Argg—bradicinina e des—Arglo—caIidina e sdo raramente expressos nos tecidos.
Por outro lado, os receptores B, sS40 expressos constitutivamente na maioria
dos tecidos e apresentam grande afinidade pela bradicinina e pela calidina.
Logo, a maioria das agbOes da bradicinina sdo mediadas pela ativacdo do
receptor B, (DRAY e PERKINS, 1997; CALIXTO et al., 2001). Em acordo com
essas caracteristicas, os dados desse trabalho indicam que a hiperalgesia
causada por injecao intra-amigdalar de bradicinina é mediada por ativacao de
receptores do subtipo B,. Além do mais, estudos autoradiogréaficos in vitro
demonstraram que a densidade de receptores B; na amigdala €
consideravelmente maior que a de receptores B; (ONGALI et al., 2003).
Curiosamente, foi observada uma maior densidade de receptores B;
amigdalares em animais submetidos a modelos animais de epilepsia e diabetes
mellitus (ONGALI et al., 2003; CAMPOS et al, 2005). No entanto, a
participagcdo dos receptores B; da amigdala em processos dolorosos
patolégicos permanece obscuro. Estudos adicionais serdo necessérios para o

esclarecimento do papel desses receptores em tais processos.
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Existe uma forte sinergia entre as acdes da bradicinina e das
prostaglandinas. A ativacdo de receptores B, estimula a produgdo de
prostaglandinas através da estimulagdo da fosfolipase A, (RANG et al., 1991).
De fato, alguns trabalhos indicam que a sensibilizagdo de nociceptores
periféricos (in vitro) e a hiperalgesia (in vivo) induzida por administracdo
intraplantar de bradicinina sdo eventos mediados por prostandides
(SCHULIGOI et al, 1994; PETHO et al., 2001). De forma similar aos efeitos
periféricos induzidos pela bradicinina, os resultados descritos nesse estudo
demonstram que o efeito hiperalgésico induzido pela administracdo amigdalar
de bradicinina é parcialmente mediado por prostandides. Interessantemente,
alguns relatos corroboram que as prostaglandinas induzem hiperalgesia
através da ativacdo do circuito descendente facilitatorio da dor (HEIRICHER et
al., 2004; OLIVA et al., 2006).

Outro provavel mecanismo pelo qual a bradicinina causa sensibilizagéo
4 dor é através da sua acdo modulatéria na transmissdo sinaptica
glutamatérgica. Recentemente foi demonstrado que a bradicinina promove o
aumento da liberac@o espinhal de glutamato pré-sinapticamente e aumenta a
sensibilidade de receptores glutamatérgicos ionotropicos pds-sinapticamente
(WANG et al, 1995). Além disso, administragdo intratecal de bradicinina induz
hiperalgesia térmica que é abolida pelo pré-tratamento com MK-801, um
antagonista do receptor glutamatérgico ionotropico do tipo NMDA (WANG et
al., 2005). Os resultados aqui apresentados estédo de acordo com a Suposigao
de que a modulacdo de sinapses glutamatérgicas (através da liberacao de

glutamato e/ou da sensibilizagéo de receptores do tipo NMDA) possivelmente
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contribui para a sensibilizagdo e consequente hiperalgesia induzida pela
bradicinina.

Algumas evidéncias indicam que 0s mecanismos de regulagdo das
prostaglandinas e do glutamato estéo intimamente relacionados. Por exemplo,
inibidores da ciclooxigenase bloqueiam a hiperalgesia induzida por
administragédo intratecal de glutamato (MALMBERG e YAKSH, 1992), e a
ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA estimula a liberacdo de
acido araquidonico e de seus metabdlitos em neurdnios do estriado (DUMUIS
et al, 1988). No presente estudo demonstrou-se que tanto a inibicdo da
producdo de prostaglandinas quanto o bloqueio de receptores glutamatérgicos
do tipo NMDA séo capazes de inibir o efeito da bradicinina. Esses dados
sugerem que a hiperalgesia induzida por bradicinina é resultado da interacéo
das ac¢des mediadas por prostandides e glutamato.

A comunicacdo entre os neurbnios e as células gliais adjacentes
contribui para mecanismos envolvidos na sensibilizagdo a dor. A proposito,
recentes estudos demonstraram que a glia desempenha um importante papel
no desenvolvimento da hiperalgesia (para revisdo, ler: WATKINS e MAIER,
2003). Por exemplo, a ativacdo de células gliais da medula espinhal esta
envolvida na hiperalgesia induzida pela inflamagé&o, pela injuria de nervos e
pela administragdo subcutanea de formalina (MELLER, 1994; WATKINS et al.,
1997; MILLIGAN, 2003). No presente estudo verificou-se que, assim como 0s
neurdnios, as células gliais estdo envolvidas na hiperalgesia induzida pela
bradicinina, uma vez que o inibidor do metabolismo da glia (fluorocitrato)
reduziu parcialmente tal efeito. Como a microglia e os astrocitos expressam

receptores B, (CHOLEWINSKI et al., 1991; HOSLI e HOSLI, 1993; NODA et
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al., 2003), é possivel que a bradicinina esteja envolvida na ativagdo dessas
células, bem como na liberacdo de mediadores da dor pelas mesmas. De fato,
existem evidéncias de que a bradicinina é capaz de induzir liberacdo de
glutamato em astrdcitos (JEFTINIJA et al., 1997) de forma similar & liberacéo
de glutamato mediada por prostaglandinas nessas células (BEZZI et al., 1998).
Curiosamente, o acido araquidénico também modula os niveis de glutamato
nos astrécitos através da inibicdo da recaptagdo desse neurotransmissor por
células gliais (BARBOUR et al.,, 1989). Os resultados do presente trabalho
demonstram que a glia representa um relevante sitio de acédo da bradicinina.

A partir dos resultados desse trabalho pode-se inferir que existe uma
interacdo sinérgica entre as acdes do glutamato e das prostaglandinas que
modula o efeito da bradicinina. Em outras palavras, a estimulagdo dos
receptores B, resulta em uma cadeia de eventos que pode levar a
sensibilizacdo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, bem como a
liberacdo de glutamato e de prostaglandinas. As prostaglandinas podem agir
diretamente, promovendo sensibilizagdo neuronal ou indiretamente, liberando
glutamato em células gliais. O aumento nos niveis de glutamato livre e/ou a
sensibilizagdo de receptores NMDA promove o aumento da estimulagéo
desses receptores glutamatérgicos, o que pode, por sua vez, resultar na
liberagdo de mais prostandides, em um processo ciclico. Esses mecanismos
parecem envolver acdes inter-relacionadas de células neuronais e gliais.

Em conclusédo, a ativacdo de receptores B, na amigdala resulta em
sensibilizacdo central a dor, mediada pela ativagdo de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA e liberacdo de prostandides, que leva a

estimulacdo do circuito descendente facilitatério da dor. Esses resultados
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indicam que a bradicinina € um dos mediadores que participam da modulagéo
central da dor. Como a transmissao da dor estd sob forte modulacdo de
mecanismos centrais, tais como o circuito modulatério descendente, a
descoberta de mediadores que participam desse circuito pode contribuir
consideravelmente para o entendimento dos mecanismos envolvidos em
processos dolorosos persistentes e/ou ininterruptos que estdo provavelmente
associados & estimulagédo do circuito descendente facilitatorio. Os resultados
desse trabalho indicam que a bradicinina € possivelmente um dos mediadores
envolvidos na estimulacdo do circuito facilitatério da dor. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para a confirmac¢ao do papel da bradicinina endégena

nessa modulagéo.
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Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir

que:

1. A administracdo de bradicinina na amigdala de ratos causa hiperalgesia
térmica;

2. O efeito hiperalgésico da bradicinina é mediado por ativagdo de
receptores B, amigdalares;

3. A hiperalgesia produzida pela bradicinina se deve, em parte, a formacgéo
de produtos da ciclooxigenase e & ativagcdo de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA;

4. A acdo hiperalgésica da bradicinina envolve a ativagéo da glia.

Logo, a administracdo de bradicinina na amigdala de ratos resulta em
sensibilizac@o central a dor, através da ativac@o de receptores By, producéo de
prostanoides e estimulagdo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA.
Essas acdes envolvem mecanismos inter-relacionados de células gliais e
neuronais e resultam na estimulagdo do circuito descendente facilitatorio da

dor.
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