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Modelo experimental de disfuncdo temporomandibular em ratos. KATIA DO
NASCIMENTO GOMES. Orientador: Carlos Mauricio de Castro-Costa.
Dissertacdo de Mestrado. Pds-graduacdo em Farmacologia. Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2005.

Estudos de comportamentos espontaneos, atividade farmacoldgica sobre os
comportamentos alterados, avaliagao histopatolégica e alteragdo de peso corporal
foram realizados em ratos (180-300g), através da administracdo de Adjuvante
completo de Freund (CFA) na regido da articulagao temporomandibular de ratos com
a finalidade de investigar se um estimulo inflamatério crénico promove alteragéo de
comportamento espontaneo comparado a estimulo agudo ou subagudo como a
formalina 2,5%. Os animais apds a injecdo de CFA, formalina 2,5% e solugéo salina
fisiolégica 0,9% foram observados diariamente durante 30 minutos por 7 dias onde
foram sacrificados para a remogao da regido articular e periarticular para avaliagéo
de alteracdo de parametros inflamatérios frente a um estimulo pelo CFA e pela
formalina 2,5% comparando com o grupo controle. As principais alteragdes
promovidas pelo CFA ocorreram no tempo de execugao de alguns comportamentos
como movimento de rotagdo da mandibula ou mastigacéo (chewing like), tempo de
descanso e sono (rest/sleeping), aparente congelamento (freezing) e auto cuidado
como cogar a face com a pata anterior (grooming ou rubbing), enquanto que no
grupo de animais da formalina 2,5%, os comportamentos alterados formam
grooming e scratching. Os estudos comportamentais demonstraram que o CFA
possui uma atividade tempo dependente sobre comportamentos, pois essas
alteragcbes ocorreram a partir do 2° dia e persistiu até o 7° dia apds a administracao
do CFA, ao passo que a formalina apresentou uma atividade principal no 1° dia de
injecdo. A administracdo de drogas analgésicas (Morfina 4mg/Kg; Indometacina,
5mg/Kg e Lidocaina com fenilefrina) demonstrou que o comportamento chewing like
foi sensivel a acdo da morfina e indometacina, o sleeping foi aumentado por
administracao de lidocaina e indometacina, o tempo de execug¢ao do comportamento
grooming foi reduzido por atividade da morfina e lidocaina e o comportamento
freezing nao foi alterado por acdo de nenhuma das drogas administradas.
Comparativamente, os comportamentos alterados pela atividade nociceptiva da
formalina 2,5% na regido orofacial dos animais foram grooming e scratching. A
morfina e a lidocaina foram efetivas em reduzir o grooming e o scratching
desenvolvidos pela formalina. A atividade de drogas classicamente analgésicas
testadas sobre esses comportamentos pode caracteriza-los como nociceptivos. Foi
observado também que o peso corporal dos animais nao foi alterado pela indugao
inflamatoria do CFA. Comparando sessdes histologicas da regido articular e
periarticular da ATM dos ratos, observamos que no grupo do CFA ha presenga de
infiltrado inflamatorio linfocitario intenso comparado ao grupo da formalina, além de
alteragcdes degenerativas e pequeno infiltrado inflamatério periarticular. Nos
sugerimos que o fendbmeno da neuroplasticidade esta relacionado as alteragdes
comportamentais desenvolvidas pelo CFA e a identificagdo de comportamentos
relacionados a sua atividade inflamatéria pode fornecer subsidios para a avaliagcéao
de novos e melhores agentes terapéuticos para o tratamento da dor orofacial como
também avaliacdo dos beneficios dos tratamentos ja existentes, em consonancia
com 0s avancgos nos estudos de dores experimentais.
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Experimental model of temporomandibular dysfunction in rats. KATIA DO
NASCIMENTO GOMES. Promoter: Carlos Mauricio de Castro Costa. Master of
Science Dissertation. Post-Graduation in Pharmacology. Department of
Physiology and Pharmacology, UFC, 2005.

Studies on rats spontaneous behaviors and pharmacological effects of drugs
on them, as well as their body weight and histopathological analysis of their joints
were carried out to investigate the effect of chronic inflammation of the
temporomandibular articulation induced by the administration of Complete Freund
Adjuvant (CFA) compared with the acute and subacute stimulus of 2.5% formalin.
After CFA, 2.5% formalin and 0.9% saline injection, the animals were daily observed
during 30 minutes for 7 days; thereafter, they were killed for removal of the articular
and periarticular region for evaluation of inflammatory changes induced by CFA and
formalin compared with control rats. The main behavioral changes induced by CFA
concerned chewing-like, rest/sleeping, freezing, grooming or rubbing whereas those
induced by formalin were grooming and scratching. The CFA-induced behavioral
changes were time-dependent from the 2" up to the 7" day, while the formalin-
induced changes occurred in the 1 day only. For pharmacological testing, morphine
(4 mg/kg), indomethacin (5 mg/kg) and lidocaine with phenilephrine were used. In the
CFA rats, morphine reduced significantly chewing-like and grooming, indomethacin
decreased grooming and increased sleeping. Freezing was not changed by any
drugs. In the formalin rats, grooming and scratching towards the orofacial region
were increased and those behaviors were significantly decreased by morphine and
formalin. The effects of the drugs on the different behaviors shown above show their
nociceptive meaning. Moreover, the body weight of the animals was not changed. In
both CFA and formalin groups, the histological analysis evidenced degenerative and
small periarticular inflammatory infiltration. Neuroplasticity changes may be related to
the CFA induction and the nociceptive meaning of the behaviors may be useful for
experimental therapeutic studies.
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I- INTRODUCAO

A Disfungdo Temporomandibular (DTM) corresponde a auséncia de
normalidade nas fungcdes do aparelho mastigatoério (Maciel,1998). Caracteriza-se por
um conjunto de sinais e sintomas, como dores na regido temporomandibular (ATM),

nos musculos da mastigacéo e em regides da cabega e do pescogo.

A DTM apresenta etiologia multifatorial e normalmente envolve uma
abordagem interdisciplinar para seu tratamento (Rizzatti-Barbosa e colaboradores,
2000). Os fatores mais comumente relacionados s&o: oclusdo, fatores emocionais,
auséncias dentarias, mastigagao unilateral, habitos orais inadequados. Geralmente,
apenas um fator isolado ndo é desencadeante da disfungdo, mas sim a associagao
entre eles (Okeson, 1992).

Essa patologia orofacial € um mal que atinge parte da populacdo e causa
impacto na qualidade de vida devido a dor provocada por ela. Além disso, a
populacdo normalmente nao recebe informacdes sobre o que € DTM e como trata-la,
pois médicos e cirurgides dentistas nao investigam a causa e tratam somente o

sintoma, concorrendo assim para a nao resolucao definitiva do problema.

Além disso, a DTM & uma patologia pobremente estudada, devido em parte, a
limitados modelos experimentais com agente inflamatdrios crénicos desenvolvidos
para estudar dor nessa regidao, bem como testar a eficacia farmacoldgica de drogas

que poderiam ser usadas para tratar esse disturbio orofacial nociceptivo.

Mas o que se observa na literatura sdo modelos experimentais avaliando
comportamentos espontaneos envolvendo dor orofacial de origem inflamatéria
aguda ou subaguda como a formalina (Roveroni e colaboradores, 2001), 6leo de
mostarda (Ro e colaboradores, 2003) e a capsacina (Pelissier e colaboradores,
2002).

Por isso, considerando a necessidade de um modelo experimental avaliando
comportamentos espontdneos apds um estimulo inflamatério  crénico,

desenvolvemos um modelo experimental administrando o Adjuvante completo de



Freund (CFA) na regido da ATM de ratos. Para isso, abordamos duas grandes

questdes:

1. ldentificacdo de comportamentos espontaneos alterados pela indugao

inflamatoria e nociceptiva na regido orofacial de ratos;

2. Avaliagdo da interrelagdo entre agdo analgésica de farmacos (DAINE,
agonista opidéde e anestésico local) e comportamentos espontaneos sugestivos de

dor.



I- REVISAO DA LITERATURA

1.1- CONCEITO E EPIDEMIOLOGIA

Os conceitos e as justificativas sobre as razdes da ocorréncia da dor sofreram
marcantes modificagdes ao longo do tempo em fungdo das aquisigdes cientificas e

dos aspectos culturais de cada povo.

Durante o século XX, acumularam-se conhecimentos basicos e critérios
caracteristicos neuroanatdémicos e neurofisiologicos do homem e dos animais, assim

como a compreensao da fisiologia da dor.

O comité de taxonomia da Internacional Association for the Study of pain
(IASP), conceitua a dor como “experiéncia sensorial e emocional desagradavel que é
associada ou descrita em termos de lesdes teciduais”. Dessa forma parte da dor é
compreendida subjetivamente. Cada individuo utiliza a palavra dor de acordo com o
aprendizado frente a experiéncias prévias. E uma sensacéo desagradavel localizada
em uma parte do corpo, constitui adicionalmente uma experiéncia emocional
(Merskey e colaboradores, 1979). A dor tem valor bioldgico fundamental de alertar o
individuo sobre a ocorréncia de alguma forma de lesdo organica instalada ou em

vias de se instalar.

Embora a dor seja reconhecida mais como uma experiéncia do que uma
sensacao, ela realmente tem uma dimensao sensorial que registra a natureza do
estimulo iniciador, incluindo sua qualidade, intensidade, localizagao e duragdo. Mas
pode ter uma dimens&o cognitiva, emocional e motivacional. Em humanos, a
experiéncia dolorosa ativamente envolve processos neocorticais relacionados com o
reconhecimento e a interpretagdao das consequiéncias dessa experiéncia, exercendo

assim grande influéncia na dor e no sofrimento gerado por ela (Melzack, 1979).

A dor pode ser resultante de um ou mais fatores interno e/ou externos, sendo

por isto o seu diagndstico mais complexo (SBED, 2004).



Alguns fatores podem influenciar a dor: biolégicos (lesbes nos tecidos,
condigdes fisicas e efeito de medicagdes); sociais (suporte social, relagdo familiar,
influéncias culturais); psicolégicos (comportamento, tipo de personalidade, grau de
conhecimento) (SBED, 2004).

Por tratar-se de uma experiéncia individual e subjetiva, a dor pode apresentar
diferentes caracteristicas em funcdo da: intensidade, qualidade, localizacao,

duracao, etiologia, natureza e frequéncia da dor (SBED, 2004).

A ocorréncia de dor é crescente, talvez em decorréncia dos novos habitos de
vida, das modificagcbes do meio ambiente, do prolongamento da sobrevida dos
individuos em geral e dos doentes com afec¢des clinicas naturalmente fatais, do
decréscimo da tolerancia ao sofrimento do homem moderno e da aplicagcdo dos
novos conceitos que traduzem seu significado (IASP, 1986). Von Korff e
colaboradores (1988) em pesquisa epidemioldgica destacam como mais frequentes
as dores recorrentes abdominais, lombares, cranianas e na articulagcéo

temporomandibular.

Bergman e colaboradores (2001) relatam que os estudos epidemiologicos tém
demonstrado o aumento das queixas de dores crénicas com a idade e que mais de
80% de relatos de pacientes com 80 anos de idade mostram dor significante.
Aproximadamente metade desses relatos ¢é devida a desordens

musculoesqueléticas (Andersson e colaboradores,1999).

Bingefours e Isacson (2004), demonstram que a cefaléia e a dor
musculoesquelética sdo um dos maiores problemas da saude publica e proporgcdes
substanciais da populacdo relatam de experiéncias com a dor afetando o trabalho,
vida diaria e social. Segundo os autores, estudos epidemiolégicos tém
consistentemente mostrado que a prevaléncia da maioria das condi¢gdes dolorosas &
mais alta nas mulheres que nos homens, associada a problemas psicossomaticos e

psiquiatricos.

Bonica (1980) estima que 5 a 7 milhdes de americanos sofrem de dor crénica
na face ou regido bucal e entre 25 a 45% relatam que em alguma época da vida

sofreram dor nessa regiao (Lipton e colaboradores,1993; Von Korff, 1996).



Foi realizado um estudo do impacto da dor na vida de individuos portadores
de disfuncao da articulagdo temporomandibular através de uma versao brasileira do
questionario McGill de dor que avalia questdes especificas como: prejuizo social;
atividades da vida diaria, percepcdo do outro, tolerancia a dor, sensacido de estar
doente e insatisfagdo com a vida (Oliveira e colaboradores, 2003). Os autores
concluiram que a dor da DTM tem um impacto negativo na qualidade de vida
afetando atividades do trabalho (59,64%), da escola (59,09%), no sono (68,18%) e
no apetite/alimentacgéo (63,64 %).

E importante salientar que a DTM atinge também individuos em idade pré-
escolar. Em estudo de prevaléncia de desordens em uma populacédo de estudantes
com idade entre 9 e 12 anos revelam que ha necessidade de examinacido pré-
escolar na ordem de prevenir o progresso de estagios tardios dessa patologia que
pode ocorrer na infancia. Nesse estudo se verificou que 11,7% dos individuos
apresentaram disfuncdo da articulagdo temporomandibular, 1,7% descreveram
limitagdo da abertura bucal e 5,4% tém um desvio ao realizar movimentos

mandibulares (Fariaby e Mohammadi, 2005).



1.2- MANIFESTACOES CLINICAS

1.2.1- DOR AGUDA E CRONICA

De acordo com Braun e Braun (2004), a dor aguda se diferencia da dor
crbnica ndo somente pelo aspecto temporal. Existem também diferengas quando
consideramos 0s mecanismos fisioldgicos e, especialmente, os fisiopatolégicos

envolvidos na cronificagdo das sensagdes dolorosas.

Os autores reportam que a dor aguda é uma consequéncia sensorial imediata
da ativagdo do sistema nociceptivo. E um sinal e alarme desencadeado pelos
sistemas protetores do individuo e geralmente possui uma relagao entre lesao e dor;
manifesta-se como um padrao de comportamento. Nesse tipo de dor a remissao €&
espontanea e coincide com a cura da lesdo, sendo considerada mais como sintoma
que uma doenga. Além disso, a dor aguda tem uma etiologia bem conhecida sendo
mais facil o tratamento, tem como consequiéncia o aparecimento de alteracdes

neurovegetativas e neuroendocrinas.

Por sua vez a dor crbnica ultrapassa o periodo de cura do trauma; nao possui
qualquer funcédo biologica e freqlientemente desenvolve alteragbes fisicas,
emocionais, sociais e econdmicas; ndo se relaciona a lesdo e a dor, levando a
processos adaptativos e é considerada uma doenga de etiologia ndo conhecida, pois
pode advir de processos crbénicos, como também de lesdo ou disfungao do sistema
periférico (SNP) ou sistema nervoso central (SNC) e por isso pode levar a uma

dificuldade no tratamento.



1.2.2- DOR NOCICEPTIVA SOMATICA E VISCERAL E DOR NEUROPATICA

Braun e Braun (2004), destacam através de dados da literatura que a dor
nociceptiva é a forma de dor que surge em todos os individuos, como consequéncia
da aplicagdo de estimulos que produzem dano ou lesdo nos 6rgdaos somaticos ou
viscerais. Originam-se da ativagao dos nociceptores, os quais poderdo se encontrar

em estado normal ou sensibilizados.

A dor somatica tem origem na pele, musculos, articulagdes, ligamentos e
ossos. Trata-se de uma dor bem localizada, circunscrita a area lesada e caracteriza-

se por sensagdes claras e precisas.

A dor visceral surge mais freqiientemente apds enfermidades. E um sintoma
comum na maioria das sindromes dolorosas agudas e crdnicas de interesse clinico.
E vaga, mal localizada e estende-se além do 6rgdo lesionado. Vem acompanhada
de intensas reacdes reflexas motoras e vegetativas e pode ser referida em regides

distantes da viscera que a originou.

A dor neuropatica apresenta sintomatologias e muitas etiologias, incluindo
cancer, artrite, doencgas vasculares, traumatismos, neuropatia diabética e alcodlica,
neuromas, causalgia (queimacgéo), dor do membro fantasma, sindrome talamica
(Kupers e colaboradores,1992). E circundada por um numero variado de sindromes
de dor e tem em comum a presencga de hiperalgesia e/ou alodinia, dor espontanea e
parestesia (Bennett, 1994), sugerindo que existem mecanismos fundamentais que

sdo comuns nas diferentes sindromes (Woolf e Manion, 1999).



1.2.3- FASES DA DOR

Cervero (1989), analisando os diversos estados das sensacdes dolorosas, 0s

dividiu em trés fases diferentes:

A primeira fase € aquela conseqliente a um estimulo nocivo rapido. Sinaliza a
presenca de uma lesdo em potencial e € uma sensagao necessaria para
sobrevivéncia e o bem estar do individuo. E um mecanismo neurofisioldgico simples
de transmissao central para o talamo e o coértex cerebral, com possibilidade de

modulagao sinaptica dos nucleos centrais e periféricos.

A dor na segunda fase expressa a capacidade do sistema nociceptivo normal
de responder a estimulos prolongados, os quais tenham produzido lesao tissular e
iniciado um processo inflamatério, promovendo liberagao de substancias excitatorias

locais e pode levar a um envolvimento central.

Na terceira fase ocorrem estados dolorosos anormais, 0s quais se originam
freqientemente de lesdes de nervos periféricos ou SNC. A caracteristica
fundamental é uma auséncia da relacédo entre lesdo e dor, que se manifesta como
dores espontaneas, provocadas por estimulos in6cuos (alodinia) ou como respostas

exageradas a estimulos nocivos de baixa intensidade (hiperalgesia).



2- DOR OROFACIAL E AS DISFUNCOES TEMPOROMANDIBULARES

Dworkins e colaboradores, (1990) e Okeson & De Kanter, (1996) definem que
as disfungbes temporomandibulares (DTMs) ou a auséncia de normalidade das
funcdes do aparelho mastigatorio representam um termo coletivo incluindo varias
condigdes patolégicas relacionado a complexos sinais e sintomas envolvendo a
musculatura mastigatéria, a articulagdo temporomandibular (ATM) e outras
estruturas orofaciais. Outros termos usados s&o sindrome de Costen (Costen,1934),
disfungao (Shore, 1959) e desordens craniomandibulares (McNeill e colaboradores,
1980).

Embora tenham sido sugeridos métodos para a padronizagdo dos exames
diagndsticos em DTM (Le Resche e colaboradores, 1992) a fim de que se possam
avaliar e comparar os resultados de diferentes estudos com maior fidelidade, o que
se percebe na literatura € uma falta de padrbes de definicdo, de métodos de
investigacdo e de apresentacdo de resultados. Esses fatores podem justificar a
grande variagdo de prevaléncia de sinais e sintomas da DTM encontrada em

diferentes estudos.

Cerca de 70% da populagdo tém pelo menos um sinal de DTM leve ou
moderada. Entre os sintomas que a caracterizam podemos citar: otalgia, zumbidos,
dor nos olhos, na face e no pescogo, mudancgas oclusais, mialgias, dor e ruido nas
articulagdes, cefaléias, entre outros. Das pessoas que apresentam um ou mais
sinais de disfungcdo temporomandibular, somente 5% procuram o tratamento. A
maioria dos que procuram tratamento sdo mulheres em proporc¢ao de 1:4 (Salonen &
Hellden, 1990).

Rocha (2002) e Salonen & Hellden (1990) referem que embora a DTM possa
ocorrer em qualquer idade, o paciente a apresenta mais comumente na fase adulta

jovem, entre os 20 e 40 anos.

Sarlani e Greenspan (2003), revelam que as discrepancias entre os estudos
experimentais em humanos podem ser devido a numerosos critérios metodoldgicos,

incluindo regras de selegcdo de pacientes, idade, sexo, tamanho da amostra, tipo de
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estimulacao para diagnodstico diferencial, medidas de resposta a dor e sitio do corpo

em que foi feito o teste de sensibilidade.

Tomacheski e colaboradores (2004) verificaram através de um modelo de
questionario, que pouco mais da metade dos entrevistados eram portadores de DTM
leve ou moderada (50,56%), sendo a incidéncia maior em mulheres (67,76%) e as
queixas principais relatadas foram tensdo emocional e o habito de apertar ou ranger

os dentes.

2.1- TIPOS DE DISFUNCAO E ETIOLOGIA

A recente classificagdo das cefaléias realizada pela sociedade Internacional de
Cefaléias (ICHD, 2004), relatou que as disfungbes temporomandibulares ocorrem
frequentemente nos musculos mastigatorios (dor miofacial; mialgia localizada nos
musculos mastigatorios) e nas articulagdes temporomandibulares (deslocamento do
disco e disfungdes inflamatérias que incluem as capsulites, sinovites e as

osteoartrites).

Lobbezoo e  colaboradores (2004)  classificam as  desordens

temporomandibulares em trés grupos:

-Dor miofascial que é a forma mais comum de DTM, onde ha um desconforto

ou dor nos musculos da maxila e pescogo;

-Desordens internas na articulagédo que ocorrem quando ha deslocamento da

maxila, disco articular ou lesdo no coéndilo;

-Doenca degenerativa da articulagdo que s&o DTMs associadas a

osteoartrites.
Para Silva (1991), as DTMs podem ser subdivididas de acordo com :

- Alteracdes internas como artrites, anquilose, subluxacao, luxagao.
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-Alteragdes musculares que sao mialgias (podendo causar trismo ou limitagao
da abertura bucal), dor a palpacgao (trigger points) associada ao bruxismo (habito de

ranger os dentes) ou apertamento dental.

-Disquinesia que é a incoordenagdo do movimento da mandibular com ou
sem tremor, podendo ocorrer sem episodios de dor, quando associados a problemas

neuroldgicos.

-Fatores etioldgicos como fator hereditario (sindromes congénitas) e locais
(trauma na ATM, traumatismo craniano, causas dentarias iatrogénicas, invasdo do

espaco de repouso fisioldgico, desarmonia oclusal).

-Fatores gerais como fisiolégicos (recente enfermidade sistémica) e

psicoldgicos (estresse).

Ha uma multiplicidade de fatores que contribuem para a etiologia da DTM,
dentre as quais se podem incluir. ma oclusdo, estresse emocional e habitos
parafuncionais (Okeson, 2000), auséncia de alguns elementos dentarios e fatores
sistémicos (Meira, 2002). Entretanto, Okeson, (1992) ja havia relatado que muitas
vezes esses fatores estdo associados e o que determina a instalacdo da doenca é

tolerancia fisioldgica e resisténcia estrutural do individuo.

Dentre as manifestacdes clinicas das DTMs a mais comum € a presenca de
dor e sensibilidade dos musculos da mastigagao e da articulagao temporomandibular
(Okeson, 1998).

Meira (2002) em pesquisa com pacientes relata que os sinais e sintomas
associados a DTM sao dores intra-articulares, espasmo muscular, dor reflexa, dor a
abertura e ao fechamento da mandibula, dor irradiada na area temporal,
masseteriana e infra-orbital, dor de cabeca cronica, dor ou zumbido no ouvido, dor
irradiada ao pescogo, sensagdo de tamponamento do ouvido, xerostomia (boca

seca), entre outros.

Em estudo de prevaléncia de disfuncdo temporomandibular em criangas com
denticdo mista, Tuerlings e Limme (2004) demonstraram elevada ocorréncia de

sensibilidade a palpagdo muscular (80,9%). Ruidos na articulagéo
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temporomandibular estavam presentes em 35% das criangas, sendo maior parte

meninas.

Fujita e colaboradores (2003), relatam que 82,8% de pacientes com disfungao
temporomandibular tém habitos parafuncionais como mastigacdo unilateral,

bruxismo, anormalidade na postura (desvios da coluna cervical), etc.

Além disso, um dado a ser considerado é a grande flutuagdo dos sinais e
sintomas de DTM com o tempo. Sao frequentes os periodos de exacerbagao e
remissao de sintomas e isto deve ser cosiderado na indicagao do tipo de tratamento.
(Bruno, 2004).

Em resumo, DTMs sao desordens das articulagbes e musculos da regiao
bucofacial e cervical (DTM miogénica), que tém entre seus principais sintomas a dor
facial, dor no ouvido, cefaléia, neuralgias, ruidos, etc. A etiologia da DTM é
multifatorial incluindo a oclusao bucal, fatores neuromusculares e psicogénicos,. mas
o determina a instalacdo da doenca €& a tolerancia fisiolégica e a resisténcia

estrutural do individuo.

2.2- MECANISMOS IMPLICADOS NA FISIOPATOLOGIA DA DOR
RELACIONADA A DTM.

Varias linhas de estudo tém demonstrado que pacientes com DTM miogénica
exibiam significantemente baixo limiar na dor a pressdo (LDP) dos musculos
mastigatorios que individuos saudaveis (Maixner e colaboradores, 1998). A
sensibilizacdo de aferentes nociceptivos primarios da area afetada, bem como a
hiperexcitabilidade do sistema trigeminal sdo a causa da hiperalgesia. Varios fatores
tém sido implicados para o inicio da dor muscular, como trauma tecidual,
sobrecarga, inflamacdo e isquemia, podendo sensibilizar esses aferentes da dor
(Mense, 1993). O aumento na atividade de nociceptores periféricos pode levar ao
desenvolvimento da sensibilizacdo central, a saber, hiperexcitabilidade e expansao

do campo receptivo em neurdnios de segunda ordem do sistema nervoso central
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(SNC), contribuindo para a amplificacao e persisténcia de sinais nociceptivos que
eventualmente evocam a dor (Sessle, 2000). O envolvimento da hiperexcitabiliade
de neurdnios nociceptivos do tronco cerebral no aumento da sensibilidade de
pacientes com DTM a estimulacdo de regides afetadas é reforgado por falha do
bloqueio anestésico de zonas desencadeadoras em alterar LDP nesses pacientes
(McMillan e Blasberg, 1994).

Além disso, pacientes com DTM relatam grande sensibilidade a estimulos
aplicados além da area indicada como dolorosa clinicamente, indicando uma
generalizada ou alta hiperexcitabilidade em neurdnios nociceptivos de segunda
ordem no SNC. Como a sensibilizagdo central tem sido implicada como importante
para o entendimento do mecanismo patofisioldgico de diferentes tipos de dor crdnica
(Dubner,1991), e pode contribuir para dor em DTM. Reid e colaboradores (1994)
demonstraram que pacientes com DTM tém uma significante reducdo de LDPs dos
musculos mastigatérios, como também exibem similar baixo LDPs em outros sitios
dolorosos. Estes achados foram interpretados como reforco da presenca de dor
mediada centralmente. Além disso, pacientes que sofrem de DTM e que possuem
um componente miogénico, ou seja, que tem origem em algum musculo orofacial,
apresentavam uma somacao temporal a estimulos térmicos repetidos aplicados na
palma da mao. (Maixner e colaboradores, 1998). Essa somagao temporal € o
aumento da percepcdo da intensidade da dor quando estimulos nocivos, a uma
intensidade constante, sdo oferecidos a uma frequéncia alta suficiente, refletindo
uma transitoria up-regulation de neurbénios nociceptivos do corno dorsal (Price e

colaboradores, 1977).

A amplificacdo da atividade neuronal em neurdnios de segunda ordem do
corno dorsal da medula espinhal pode ser relacionada ao desequilibrio entre
modulagao descendente inibitéria e caminhos facilitatérios que regulam a informagao
nociceptiva processada. (Ren e Dubner, 2002). Um decréscimo na eficacia de
sistemas inibitérios enddégenos tem sido implicado na fisiopatologia da dor crénica

em DTM (Maixner e colaboradores, 1995).
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3- PROCESSAMENTO DA DOR

3.1- NOCICEPTORES

Segundo Coderre e colaboradores (1992), o sistema somatosensorial
normalmente funciona como um mecanismo de alerta individual ou dano potencial
do tecido. O fendbmeno sensitivo doloroso é a transformagdo dos estimulos
ambientais em potenciais de acdo que, das fibras nervosas periféricas, séo
transferidos para o sistema nervoso central (SNC). Os receptores nociceptivos sédo
representados pelas terminacdes nervosas livres das fibras mielinicas finas A delta e
amielinicas C (Besson e Perl, 1969). Os nociceptores quimiomecanotérmicos do tipo
C evocam sensagao de calor e os nociceptores relacionados com as fibras A delta
evocam sensacao em pontada. Os nociceptores que veiculam informacdes pelas
vias A delta sdo classificados como tipo 1 e 2. Os do tipo 1 apresentam limiar
elevado para os estimulos térmicos, aumento progressivo da atividade com o
aumento da temperatura, laténcia prolongada a estimulagao térmica, sdo sensiveis
aos estimulos mecanicos, veiculam informagdes pelas fibras do tipo A delta, séo
sensilizados pelos estimulos térmicos e localizam-se na pele gabra e pele com
pélos. Os do tipo 2 apresentam baixo limiar ao estimulo térmico, adaptam-se a
estimulagcédo térmica intensa, apresentam pico de frequéncia precoce, geralmente
sdo mecanoinsensiveis, veiculam informacdes pelas fibras do tipo A-delta, ndo sao
sensibilizados pelos estimulos térmicos e localizam-se na pele com pélos. A
estimulacdo dos aferentes A-Beta pode provocar sensacido dolorosa quando ha
sensibilizagdo central (Jensen, 1996). A porgao terminal do axdnio & especializada
na transformacado de eventos fisicos e quimicos que ocorrem nos tecidos em
potenciais de acao interpretados como dolorosos apds o seu processamento no
SNC.
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3.2- FISIOLOGIA DA NOCICEPCAO INFLAMATORIA

Os receptores nociceptivos sdo sensibilizados pela acdo de substancias
quimicas, denominadas algogénicas, presentes no ambiente tecidual
(Webster,1971). Entre elas, destacam-se acetilcolina, bradicinina, histamina,
serotonina, leucotrieno, substancia P(SP), fator de ativagdo plaquetario, radicais
acidos, ions potassio, prostaglandinas (PGE2), tromboxana, interleucinas (IL1-beta,
IL6, IL8), fator de necrose tumoral (TNF-alfa), fator de crescimento do nervo (NGF) e

o monofosfato-ciclico de adenosina (AMPc) (Campbell e colaboradores, 1989).

As substancias algogénicas sao liberadas no ambiente tecidual do interior dos
mastocitos e de outros leucdcitos, vasos sanguineos e células traumatizadas, sendo
responsaveis pela hiperalgesia mecéanica e vasodilatagdo observada em lesdes

traumaticas, inflamatdrias e isquémicas (Campbell e colaboradores, 1989).

A substancia P, a neuroquinina A e B (NKA e NKB) e o peptideo relacionado
ao gene da calcitonina (CGRP), entre outros, sdo liberados nos tecidos pelas
terminagbes nervosas dos aferentes nociceptivos e interagem com elementos
celulares envolvidos na inflamacao (neutrdfilos, linfocitos, plasmoécitos, macréfagos,
fibroblastos, células de Schwann, etc) atraindo-os ou ativando-os, gerando
vasodilatagdo e instalacdo do processo inflamatdrio de origem neurogénica

(inflamagao neurogénica) (Salt, 1992).

De acordo com Allen e colaboradores (1999) varias evidéncias suportam a
nocdo de que a substdncia P e a neuroquinina A (NKA), que sao sintetizadas e
estado contidas em 20-30% dos neurénios do ganglio da raiz dorsal, estédo envolvidas
na transmissao de informagdes nociceptivas das fibras aferentes para o corno
dorsal. Primeiro, a SP/NKA sao co-liberadas pelas fibras aferentes primarias de
pequeno diametro em estimulos nocivos (Levine e colaboradores, 1993). Segundo,
0s neurdnios espinhais nociceptivos sao excitados com administragcdo de SP e de
NKA (Radhakrishnan e Henry 1991). Terceiro, a destruicao dos estoques de SP em

fibras aferentes primarias ndo mielinizadas com aplicagdo de capsaicina atenua
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resposta a estimulos nocivos (Buck e Burks, 1986). Quarto, Aimone e Yaksh (1989)

relataram que analgésicos opidides inibem a liberagdo de SP na medula espinhal.

Os aferentes primarios ndo sdo apenas vias de conducido de estimulos do
ambiente tecidual para o SNC, de vez que colaterais das fibras nervosas periféricas
parecem participar da regulagdo da atividade de géanglios da cadeia nervosa

neurovegetativa e da vasoatividade (Campbell e colaboradores, 1989).

Os neurotransmissores, liberados retrogradamente pelas terminagdes
nervosas em situagcdes anormais, podem, indiretamente, participar da liberacdo de
varios mediadores quimicos nos tecidos, entre eles a histamina (Barolat e

colaboradores, 1987).

As vias periféricas do sistema nervoso neurovegetativo simpatico (SNNVS),
frente a agcdo da bradicinina ou por mecanismos reflexos, libera nos tecidos
noradrenalina (NE) e prostaglandina (PG), que sensibilizam os nociceptores.
Quando ocorrem processos inflamatorios, devido a acado das substancias
algogénicas, muitos receptores em condicdbes normais, especialmente os
relacionados com as fibras C, sao recrutados. Esses receptores sao chamados de
nociceptores silenciosos (Cervero, 1994). O recrutamento desses nociceptores
durante estados patolégicos deve contribuir para somagao temporal e espacial
aumentando o envio de informacdes das fibras C para o corno dorsal da medula
espinhal. Por exemplo, fibras aferentes primarias em articulagbes artriticas
desenvolvem tanto atividade espontdnea como emitem sinais de resposta a
movimentos articulares antes inofensivos, e a inflamacéao de visceras pode aumentar

enormemente sua sensibilidade para estimulos mecanicos indcuos.

A ativacdo de nociceptores silenciosos pode explicar a natureza distinta dos
estados inflamatdrios dolorosos prolongados quando comparado a exposicao aguda
a estimulos nocivos passageiros. De fato, o recrutamento de nociceptores
silenciosos promove uma importante contribuicdo para a sensibilizagcdo e as
mudangas de adaptagao central que suportam a hiperalgesia primaria causada por

inflamacéo tecidual (Millan, 1999).
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As alteracdes inflamatoérias e imunoldgicas estao relacionadas com ativacao de
enzimas proteoliticas e colagenoliticas que causam degradagao da matriz tecidual. A
liberagdo tecidual de neuropeptideos participa da degeneragdo progressiva das
unidades funcionais estimulando a sintese de agentes inflamatorios (citocinas,
PGE2) e enzimas degradativas (proteases, colagenases). Como resultado direto e
indireto das interagbes quimicas, podem ocorrer alteragdes secundarias nas
propriedades mecénicas que perpetuam o processo degenerativo (Calvino e

colaboradores, 1987).

3.3-. ESTRUTURAS NEURAIS RELACIONADAS

Cada receptor sensitivo € axbénio de neurénio de primeira ordem ou neurénio

aferente primario que transmite o impulso para o SNC (Okeson, 1998).

Trés classes de neurbnios aferentes nociceptivos fornecem o impulso para o
encéfalo: 1- aferente mecanotérmicos que primariamente sado fibras A—delta e
respondem a estimulos mecanicos e térmicos intensos; 2- aferentes polimodais que
sao constituidos por fibras C e respondem a estimulos mecanicos, térmicos e
quimicos e 3- aferentes mecanorreceptores com limiar alto, onde as fibras A-delta

respondem a estimulos mecanicos intensos (Dubner, 1985).

Estes neurbnios de 12 ordem fazem sinapse com neurbnios de segunda
ordem e algumas vezes € chamado de neurbnio de transmissdo, uma vez que

transferem os impulsos para centros superiores (Okeson, 1998).

Os neurdnios de segunda ordem sdo nomeados de acordo com o tipo de
impulso que ele predominantemente transmite. Os neurdnios mecanossensitivos de
baixo limiar (LTM) transmitem informacdes de propriocepcao e pressao e toque leve.
Os neurbnios nociceptivos especificos (NS) transmitem exclusivamente impulsos
relacionados ao estimulo nocivo. Os neurdnios de variagdo dinédmica ampla (WDR)
respondem a uma faixa de intensidade de estimulos inofensivos a nocivos (Okeson,
1998).
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O corno dorsal da medula espinhal esta subdividido em camadas ou laminas.
Estas laminas sdo numeradas de acordo com sua profundidade no corno dorsal de |
a VI. Estudos sugerem que os impulsos nociceptivos entrem no corno dorsal pela via
dos neurénios NS e WDR numa area das laminas |, Il e V. Os neurdnios que nao
transmitem nocicepcado parecem estar mais concentrados nas laminas Ill e IV
(Guyton, 1991).

Uma vez que os impulsos tenham sido transferidos dos aferentes primarios,
os neurdnios de segunda ordem transmitem o impulso, cruzando para o lado oposto
da medula espinhal formando o trato espinotalamico antero-lateral, o qual ascende
para os centros superiores, transmitindo informagdes sensoriais de dor, calor, frio e

sensacodes tateis inespecificas (Guyton ,1991).

O sistema Antero-lateral esta dividido em dois tratos: trato neoespinotalamico
e o trato paleoespinotalamico. O trato neoespinotaldamico transmite os impulsos
nociceptivos A-delta diretamente para os centros superiores. O ftrato
paleoespinotalamico predominantemente transmite a nocicepgao das fibras C mais
lentas e percorre muitos outros centros antes de alcangar o encéfalo (Okeson,
1998).

Assim, segundo Kidd e Urban, (2001) tecidos cutaneos e somaticos profundos
sao inervados por neurdnios aferentes primarios que fazem sinapses com neurbénios
de segunda ordem no corno dorsal da medula espinhal. Os neurbnios aferentes
primarios tém trés fungdes em relagdo a nocicepg¢ao: a) Transducdo, que € a
propriedade do receptor em detectar ou diferenciar a intensidade do estimulo,
definindo-o como nocivo ou danoso. Receptores para estimulos ndo dolorosos sao
caracterizados pela especificidade para um estimulo e possuem uma ampla faixa de
sensibilidade, onde podera haver uma amplificagao de sinais e rapida adaptacao; b)
Conducédo, que seria a passagem do estimulo sensorial detectado para terminais
periféricos para corno dorsal da medula espinhal. Estudos neurofisiolégicos
demonstram que, sob condi¢des normais, as fibras A beta conduzem rapidamente
(velocidade de condugéo > 30 m -1) e sao principalmente associadas com estimulos
nao nocivos para receptores especializados. A maioria das fibras de pequeno
didmetro ou A delta (velocidade de condugdo de 2,5-30 m s -1) e as fibras C

(velocidade de condugdo de <2.5 m s-1) presentes nos terminais periféricos
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respondem a estimulos nocivos (Grigg e colaboradores, 1986). Embora, grande
parte das fiboras C mostre uma resposta polimodal, algumas sao quase que
exclusivamente quimiosensiveis sob condicbes normais e nado respondem a
estimulos mecanicos ou térmicos. Esses receptores denominados “silenciosos”
foram primeiro descritos em articulagdes e mais tarde descobertos em outros tecidos
(Schaible e Grubb, 1993); c) A transmiss&o, em primeira instancia, € a resposta da
medula espinhal a estimulos nocivos e sdo mediados por aminoacidos excitatorios
(glutamato) agindo em receptores AMPA e NMDA. A ativacdo desses receptores
produz uma sequéncia de eventos levando a um incremento na excitabilidade e na

atividade de neurdnios do corno dorsal (Dickenson e Sullivan, 1987).
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4-. MECANISMO NEURAL E CAMINHOS DA DOR CRANIOFACIAL

O impulso sensitivo proveniente da face e da boca é transmitido através do V
nervo craniano, o trigémio. Os corpos celulares dos neurdnios aferentes trigeminais
estdo localizados no ganglio trigeminal. Os impulsos transmitidos pelo nervo
trigeminal entram diretamente no tronco encefalico na regidao da ponte fazendo
sinapse no nucleo espinhal trigeminal. Esta regido do tronco encefdlico é
estruturalmente semelhante ao corno dorsal da medula espinhal.O complexo nucleo
trigeminal consiste do principal nucleo trigeminal sensitivo, localizado rostralmente e
recebe aferentes periodontais e pulpares; e do trato espinhal do nucleo trigeminal,

localizado mais caudalmente (Okeson, 1998).

O complexo trigeminal do tronco encefalico pode ainda ser subdividido em
nucleo sensorial principal e nucleos do trato espinhal, o qual compreende trés
subnucleos: oral, interpolar e caudal. Baseado em observagdes anatémicas, clinicas
e eletrofisiologicas, o subnucleo caudal é o principal sitio de informag¢ao nociceptiva

no tronco cerebral (Sessle, 1999).

Outro componente do complexo trigeminal do tronco encefalico € o nucleo
motor do V nervo craniano. Esta area do complexo € envolvida na interpretacao de

impulsos que demandam respostas motoras da face (Okeson, 1998).

Estudos anatémicos tém revelado que aferentes de pequeno diametro levam
informagbes  nociceptivas de varios tecidos craniofaciais terminando
predominantemente no nucleo caudal, lamina I, Il, V e VI. Além disso, recentes
estudos histoquimicos da expressao de genes da proteina c-fos tem revelado o
incremento na sua expressao no neurdnio caudal apds estimulagdo de tecidos
craniofaciais incluindo pele, articulagcdo temporomandibular, cornea e tecido cérebro

vascular (Hoskin e colaboradores, 1996).

Adicionalmente, estudos eletrofisiolégicos tém demonstrado que muitos
neurbnios de resposta nociceptiva cutdnea orofacial sdo categorizados como
nociceptivos especificos (NS) e neurbnios de variagdo dindmica ampla (WRD)
(Sessle, 1999).
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Esses neurdnios (NS) respondem somente a estimulos nocivos (p.e. calor)
aplicados em campo receptivo craniofacial localizado e recebem aferentes de
pequeno diametro a partir das fibras A delta e/ou C; neurénios WDR sé&o excitados
tanto por estimulos nocivos como também por ndo nocivos (p.e. tatil) e podem

receber fibras de grande e pequeno diametro (Sessle, 1999).

A maioria desses neurdnios, NS e WDR, podem ser excitados por outros tipos
de aferentes periféricos como de tecido cerebrovascular, polpa dentaria, ATM ou

tecidos musculares (Sessle, 1999).

O subnucleo caudal trigeminal € uma extensdo rostral do corno dorsal
espinhal cervical superior e também é referida como corno dorsal bulbar (MDH).
Existe uma similaridade anatdmica e funcional entre corno dorsal espinhal e bulbar
(Gobel e colaboradores, 1981). Assim como no corno dorsal da medula espinhal, os
neurénios do tipo NS e WDR sao referidos como neurénios de segunda ordem no
subnucleodo caudal trigeminal (Dubner e Bennet, 1983). Broton e Sessle (1988)
relataram que neurdnios excitados por estimulos na ATM séao classificados como
WDR e NS e o campo receptivo desses neurdnios estende-se para amplas areas de

tecidos faciais e estruturas intraorais (dentes, ligamento periodontal).

Os neurbnios trigeminais de segunda ordem projetam-se para o talamo a
partir das jungdes sinapticas com aferentes primarios no subnucleo caudal. A
extensiva convergéncia de aferentes ativando neurbnios NS e de WDR no
subnucleo caudal podem explicar a dificuldade em localizar a dor, bem como
contribuir para dor difusa e referida que envolve a ATM e musculatura facial (Sessle,
1999).

Neurbnios de todos os niveis do complexo trigeminal do tronco encefalico
projetam-se para outras regides incluindo formacgao reticular e nucleo motor do nervo
craniano; sua conectividade para essas regides particularmente provém de um
substrato central que compreende respostas autonémicas e reflexos musculares
para o estimulo craniano. Muitos neurbnios do complexo trigeminal do tronco
encefalico podem se projetar para a regido contralateral do talamo diretamente ou

através de vias multisinapticas (Sessle, 1999).
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As regides do talamo que séo bem conhecidas por receberem e transduzirem
informacdes somatossensoriais da regiao craniofacial sdo o complexo ventrobasal
ou (nucleo ventro posterior) e regido meédia do talamo. Essas regides talamicas
contém neurdnios NS e WDR que tém propriedades que sao geralmente
semelhantes aos neurbnios do subnucleo caudal. Neurbnios nociceptivos tém
propriedades e conexdes com cortex cerebral somatossensorial, indicando um papel
discriminador da dimensdo dolorosa. Contrariamente, neurdnios nociceptivos do
nucleo medial (ndcleo intralaminar, nucleo parafascicular) tém propriedades e
conexdes com a regido anterior cingular, sugerindo um papel mais afetivo ou
motivacional da dor. Outros neurénios tém sido descritos no cortex somatossensorial
com propriedades que indicam uma fungdo na codificagdo da localizagdo e
intensidade do estimulo térmico facial ou pulpar dentario. Neurbnios também
ocorrem em outras regides corticais, como o cértex anterior cingular, o qual tem sido

implicado na dimenséo afetiva da dor (Sessle, 1996; lwata, e colaboradores, 1999).
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5- CONTRIBUICAO DA NEUROPLASTICIDADE CENTRAL NA PATOLOGIA DA
DOR

5.1- HIPERALGESIA SECUNDARIA

Hardy e colaboradores (1950) propuseram que existem dois tipos de
hiperalgesia: primaria e secundaria. Hiperalgesia primaria envolve incremento da
sensibilidade ao estimulo nocivo no sitio da lesdo, enquanto que a hiperalgesia
secundaria envolve aumento da sensibilidade extendendo-se além do sitio

lesionado, algumas vezes em locais distantes da lesao.

A hiperalgesia primaria € mediada por mecanismos periféricos (inflamacéao
neurogénica) enquanto que a hiperalgesia secundaria € relacionada a uma

hiperatividade central ou sensibilizagao.

Esta conclusao baseou-se nas observacdes de Hardy e colaboradores (1950)
de que a hiperalgesia se difundia para regido além da area de resposta, o que é
consequente a inflamagdo neurogénica. O desenvolvimento da hiperalgesia apos
lesdes cutdneas foi prevenido por bloqueio anestésico antes da lesdo no sitio

proximo ao nervo periférico.

La Motte e colaboradores (1991) evidenciaram que a hiperalgesia depende,
em parte da sensibilizagdo central. Pois a hiperalgesia induzida por um estimulo
mecanico apos injecado intradérmica de capsaicina € mantida mesmo quando se
anestesia essa regido apos a administragdo do agente algésico. Entretanto, se a
regido da pele é anestesiada antes da inje¢do com capsaicina, hiperalgesia cutanea

nao é desenvolvida.

Torebjork e colaboradores (1992) tém mostrado que a injecdo de capsaicina
causa dor intensa e pode resultar em uma pequena area de hiperalgesia ao calor e
uma ampla area circunvizinha com hiperalgesia a estimulos mecanicos. A

microestimulagdo intraneural elétrica que normalmente estimula sensagdes nao
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dolorosas foi acompanhada pela dor quando a sensacao foi projetada para essas
areas de hiperalgesia. Essa hiperalgesia mecanica também foi observada, mesmo
gquando se anestesiava o territorio cutaneo, ou seja, as fibras aferentes cutaneas
daquela area, demonstrando que a capsaicina desenvolve mudangas no
processamento central para aferentes mecanorreceptivos dessas fibras que

normalmente evocam sensagdes nao dolorosas.

Serra e colaboradores (2004) em estudo de microneurografia analisando a
acao hiperalgésica através da injecdo intradérmica de capsaicina na pele de
humanos, verificaram que existem dois subtipos de nociceptores C com diferentes

propriedades em seus axdnios.

Wasner e colaboradores (2004) em modelo humano utilizando aplicagao
topica de mentol sugerem que esse agente atua sensibilizando os nociceptores C e
as fibras A-delta frio especificas. A hiperalgesia em “pontadas” €& devida a
sensibilizacdo central baseada na continuidade da atividade em estimular os

nociceptores sensiveis ao frio.

5.2- DOR REFERIDA E HIPERALGESIA

Dor referida foi inicialmente descrita por Martyn, (1964) como uma condigao
em que a dor ndo é relacionada com alguma les&o local, mas em sitio adjacente ou
distante que ocorre em consequéncia a lesdo em tecidos profundos como musculo,

articulagao ou visceras.

Estudos mostram que ha uma sensibilizacdo ou a expansao do campo
receptivo do corno dorsal neuronal seguinte a um dano inflamatério em tecidos
viscerais como bexiga urinaria (McMahon, 1988), inflamacédo aguda da articulagéao
(Doughert e colaboradores, 1992) ou estimulacdo elétrica de musculos aferentes
(Cook e colaboradores, 1987). A expansao do campo receptivo tem sido observada
em neurénios do tronco cerebral trigeminal apds a estimulagdo quimica de aferentes

craniofaciais profundos (Hu e colaboradores, 1992). Apds lesdes inflamatérias na
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articulagdo do joelho de ratos, neurbnios do corno dorsal da medula espinhal
(Neugebauer e Schaible 1990) e talamicos (Guilbaud e colaboradores, 1986)
exibiam uma responsividade acentuada ndo apenas a estimulacdo mecéanica da
juncado inflamada, mas também a estimulagdo dos musculos na regido posterior

ipsilateral (mesmo lado) e contralateral (lado contrario) das patas.

5.3- SENSIBILIZACAO CENTRAL

Segundo Coderre e colaboradores, (1992) prolongados disturbios sensoriais
associada a lesdes teciduais (hiperalgesia secundaria e dor referida, bem como
alodinia e dor espontanea persistente) resultam da diminuicdo no limiar do
nociceptor ou incremento na excitabilidade do neurdénio no SNC envolvido na

transmissao da dor.

A inflamagado pode resultar em uma reorganizagdo dos circuitos neurais
envolvidos na trasmissao nociceptiva, especialmente na inflamacgao cronica. Alguns
fendmenos podem contribuir para reestruturacédo central apds lesdes periféricas, por
exemplo: atividade anormal de aferentes primarios, alteracdo na expressao de
neurotransmissores e receptores, degeneragdo de neurbnios do ganglio da raiz

dorsal e processos regenerativos (Coderre e colaboradores, 1992).

Estudos mostram a sensibilizacdo dos receptores periféricos apos estimulos
nocivos (Koltzenburg e colaboradores, 1992), como um mecanismo periférico
responsavel pela hiperalgesia que € desenvolvida apds a lesdo. Entretanto, outra
linha de experimento sugere que a sensibilizacdo esta relacionada com alteragdes
do sistema nervoso central que também contribui significantemente para este

fendmeno.

Outros dados na literatura indicam que lesdes apds estimulos nocivos, ou
estimulacdo elétricas de fibras C levam a uma sensibilizagdo de neurdnios do corno
dorsal da medula espinhal e em outras areas no sistema somatosensorial (Coderre e

colaboradores, 1992).
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Essa sensibilizagdo ¢é evidenciada por um incremento da atividade
espontanea, reducgao do limiar ou aumento na responsividade para entrada aferente,
mudancgas com repetidas estimulagdes e expansao do campo receptivo periférico em

neurénios do corno dorsal (Coderre e colaboradores, 1992).

Expansdo do campo receptivo tem sido observada em neurbnios do tronco
encefalico trigeminal com uso de estimulagao inflamatéria em aferentes craniofaciais

profundos, como a ATM (Yu e colaboradores, 1993).

Varias linhas de evidéncias sugerem que neuropeptideos liberados a partir da
ativacdo das fibras C sao envolvidos no inicio da plasticidade apods estimulos
nocivos (Coderre e colaboradores, 1992). Um papel para neuropeptideos na
nocicepgao € evidenciado uma vez que estimulos nocivos ou inflamagao periférica
causam a liberacdo de substancia P (SP) (Duggan e colaboradores, 1988),
neuroquinina A (Duggan e colaboradores, 1990), somatostatina (Morton e
colaboradores, 1988), peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (Saria e
colaboradores, 1986) e galanina (Morton e Hutchinson 1990) no corno dorsal da

medula espinhal.

Além disso, citocinas como IL-1 beta, IL-6 e TNF alfa, que normalmente estao
presentes em concentracdo apenas constitutiva, apresentam um aumento apoés
lesdo na medula espinhal (Bethea e colaboradores, 1999) e na dor neuropatica (De

Leo e colaboradores, 1997).

Bradicinina tem atraido interesse por possuir a capacidade de reduzir o limiar
de comportamento nociceptivo (Taiwo & Levine, 1988), causar excitagao direta de
nociceptores (Manning e colaboradores, 1991), sensibilizar mecanorreceptores
(Neugebauer e colaboradores, 1989) e receptores térmicos (Koltzenburg e
colaboradores, 1992). Incremento na sensitividade a bradicinina foi observado em
receptores em modelos animais de inflamacédo aguda. (Kirchhoff e colaboradores,
1990).

Ha uma interacdo entre os neuropeptideos liberados e aminoacidos
excitatérios no processamento nociceptivo central. Neuropeptideos e aminoacidos

excitatérios sdo relacionados por localizarem-se no terminal central de neurénios
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aferentes primarios (De Biasi e Rustioni, 1988). Estudos demonstram que a co-
administracdo de N-metil-D-aspartarto (NMDA) e Substancia P incrementa a
excitabilidade de neurbnios na medula espinhal, propondo que ha um mecanismo
envolvendo a liberagdo de aminoacidos excitatorios e peptideos que podem levar a
hiperalgesia secundaria. (Willcockson e colaboradores, 1984; Doughert e Willis,
1991).

O glutamato reconhece pelo menos quatro tipos de receptores que recebem
denominacdo de acordo com o agonista correspondente: os ionotropicos (AMPA,
KAINATO E NMDA) e os metabotrépicos (Lerma, 1997).

O glutamato tem um papel importante no mecanismo periférico e na
nocicepgao da articulagdo temporomandibular (ATM) (Cairns e colaboradores,1998).
Injecao de irritantes inflamatorios ou 6leo de mostarda dentro da capsula da ATM de
ratos resulta em aumento na atividade eletromiografica dos musculos digastrico e
masséter (Bakke e colaboradores, 1998). Estudos demonstram que o 6leo de
mostarda evoca atividade eletromiografica que pode ser atenuada por aplicagao
periféerica de antagonista de receptor NMDA (Yu e colaboradores,1996).0Outros
trabalhos descrevem que injecdes de glutamato na regidao da ATM de ratos induzem
a uma similar estimulacdo de musculos mandibulares através de ativacdo de
receptores periféricos NMDA e nao-NMDA (Cairns e colaboradores, 1998), ao passo
que injecdo de GABA e de glicina, neurotransmissores inibidores, n&o levam a esse

aumento na atividade muscular mandibular (Cai e colaboradores, 1999).

Ha um incremento na excitabilidade em neurbnios do subnucleo caudal
ocorrem apos inflamagdo aguda ou cronica de tecidos craniofaciais profundos,
incluindo tecidos da ATM (Ren e Dubner, 1999) Adicionalmente, a duragdo da
atividade evocada em neurbnios nociceptivos do subnucleo caudal do tronco
encefalico e musculos mandibulares por aplicacado de algésicos quimicos na ATM

s&o similares (Hu e colaboradores,1992; Yu e colaboradores, 1996).

Essas mudancgas neuroplasticas sdo marcantes uma vez que ocorre apos
estimulos em forma de lesédo ou inflamacgao, que levam horas, dias ou semanas e
sdo associadas com mudangas comportamentais na sensibilidade a dor. Parece

haver mecanismos que refletem uma plasticidade funcional ou sensibilizacdo central
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de neurdnios nociceptivos e envolvimento de padrbes extensivos de aferéncia para

esses neurdnios (Sessle,1999).

Os aminoacidos excitatorios glutamato e aspartato estimulam o influxo de
calcio através dos receptores dependentes de canais (MacDermott e colaboradores,
1986). SP promove uma elevagdo no calcio intracelular por mobiliza-los para os
estoques intracelulares (Womack e colaboradores, 1988) e tanto SP (Womack e
colaboradores, 1989) quanto CGRP (Oku e colaboradores, 1988) aumentam o

influxo de calcio através dos canais voltagem dependentes.

MacDermott e colaboradores (1986), sugerem que o desenvolvimento de
nocicepcao persistente apos irritacdo por formalina € influenciado pelo influxo de

calcio, particularmente através de receptor NMDA.

Em adicdo as alteracdes celulares que provém o mecanismo de plasticidade
estimulo-induzida que produzem essas mudancas na sua permeabilidade ao ion
calcio, mecanismos moleculares levam a expressao de proto-oncogenes com a

proteina c-fos.

Hunt e colaboradores (1987) demonstraram que a proteina c-fos é expressa
em neurbnios do corno dorsal pos-sinaptico sucedendo estimulagdo térmica ou
quimica na pele. A expressao da fos tem sido demonstrada no corno dorsal espinhal
de ratos em resposta a compressao da pata (Bullitt, 1989),a inje¢gdo de formalina
(Kehl e colaboradores, 1991) ou carragenina (Draici e Ladarola 1989), na indugao de
poliartrite com adjuvante de Freund (Menétrey e colaboradores, 1989), dentro da
articulagdo temporomandibular (Zhou e colaboradores, 1999). Foi também
observado o aumento dessa proteina na zona de transicdo do subnucleo interpolar e
caudal do complexo trigeminal por inflamagdo do musculo masseter por injecao de
CFA (Imbe e colaboradores, 1999).

Estudos mostram uma relacdo entre a expressao da proteina fos estimulo-

induzida, neuroplasticidade central e comportamento de hiperalgesia.

Primeiro, o estimulo nocivo que produz a expresséo da fos (calor, formalina e
agentes inflamatérios) também produzem hiperalgesia que ¢é associada a

neuroplasticidade.(Coderre e colaboradores, 1990). Segundo, a curva temporal de
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expressao da fos coincide com o desenvolvimento de comportamento hiperalgésico.
Por exemplo, inflamagao periférica induzida por carragenina produz tanto incremento
de RNAm para c-fos como hiperalgesia com similar curva temporal (Draisci e
Ladarola, 1989).

A expressao da proteina fos estimulo induzida tem sido amplamente usada
para medir a ativagdo neuronal e é induzida nas vias trigeminais apds estimulos
nocivos (Ren & Dubner, 1999).|

Uma das consequéncias desse aumento na expressao da proteina c-fos é a
sua participacédo na regulacdo de RNAm que codificam varios peptideos na medula
espinhal de ratos. Inflamagao periférica, estimulagdo do nervo trigémio resultam em
incremento na expressdo de RNAm codificador da dinorfina (Ruda e colaboradores,
1988), encefalina (Nishimori e colaboradores, 1989), SP (Minami e colaboradores,
1989) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (Piehl e colaboradores, 1991)

no ganglio da raiz dorsal, corno dorsal ou no nucleo caudal.

Imbe e colaboradores (2001) comparando inje¢do de CFA na ATM e tecido
perioral de ratos, verificaram um aumento na expressdo do RNAm para codificacao
de preprodinorfina , um precussor da dinorfina, em tecidos inflamados na ATM
quando comparado com tecido perioral e relaciona essas mudangas como
colaboradoras para hiperexcitabilidade persistente e dor associada com desordens

temporomandibulares.

Laughlin e colaboradores (2000) relatam que citocinas tém sido associadas
com resposta inflamatéria periférica, mostrando que IL1-beta contribui para o
desenvolvimento de alodinia dinorfina-induzida e o tratamento com citocinas

antiinflamatdrias como IL-10 reverte esse processo.

Dinorfina tem sido mostrada tanto como uma inibidora (Kong e colaboradores,
1997) quanto estimuladora (Chao e colaboradores, 1995) na producéo de citocinas.
A administragéo intratecal de dinorfina pode induzir alodinia crénica (Coderre e

colaboradores, 1992).

Encefalinas e outros agonistas delta opidides tipicamente produzem efeitos

inibitérios ou antinociceptivos (Vaught e colaboradores, 1982). Entretanto, esse
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efeito pode prover um mecanismo onde a neuroplasticidade e a hiperalgesia séo
mimetizadas (Dubner, 1991). Enquanto a dinorfina e outros kappa opidides sao
classicamente conhecidos por favorecer efeito nociceptivo moderado (Millan e
Colpaert, 1991), eles apresentam um dual efeito no corno dorsal da medula
espinhal. Dinorfina, em particular, tem sido conhecida por aumentar o campo
receptivo e facilitar a resposta em aproximadamente um terco das células da
superficie do corno dorsal, enquanto produz inibicdo em outro terco das células

(Hylden e colaboradores,1991)
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6- MECANISMOS DE MODULACAO DA DOR

A transferéncia das informagdes nociceptivas do Corno Posterior da Medula
Espinhal (CPME) para segmentos rostrais do SNC sofreu profundas alteracdes
devido a atuacdo de influéncias excitatérias e inibitérias, em circuitos locais ou a
distancia. Segundo Fields e Basbaum (1989) o tadlamo € o centro da percepg¢ao da
dor e o0 neocortex, o centro da percepcao discriminativa, que modula a resposta do
tdlamo aos estimulos nociceptivos. As primeiras evidéncias concretas sobre a
existéncia de sistemas supraespinhais controladores das vias nociceptivas foram
apresentadas na década de 60 (Gordon e colaboradores, 1961). Um marco
importante na conceituacdo da existéncia de sistemas moduladores espelcificos no
CPME foi apresentacdo da teoria de comporta por Melzack e Wall em 1965.
Segundos os autores, a inibigdo pré-sinaptica na medula espinhal decorreria da
colisdo entre potenciais aferentes e potenciais antidrémicos negativos presentes na
raiz dorsal, originados na substancia gelatinosa do CPME. A ativacao prolongada de
interneurénios da substancia gelatinosa pelos aferentes primarios de grosso calibre
geraria potenciais nociceptivos. Segundo essa teoria, a ativagdo das fibras de
grosso calibre bloquearia a transfleréncia das informagdes dos aferentes primarios
para os neurdnios do CPME, assim como as influéncias hiperpolarizantes dos
aferentes de calibre fino. Entretanto, foi demonstrado que as aferéncias A-delta e C

também geram potenciais negativos na raiz sensitiva.

A via do segmento encefalico rostral ventromedial bulbar (RVM) representa um
importante mecanismo supraspinhal na modulagdo espinhal da transmissao
nociceptiva (Gjerstad e colaboradores, 2001). A estrutura da RVM inclui o nucleo

magno da rafe (NMR) e formacao reticular lateral (Aimone e Gebhart,1986).

A transmissdo nociceptiva trigeminal ativa a modulagdo descendente para
estruturas caudais encefélicas, incluindo a regido ventro bulbar. Dubner e Ren
(2004) examinando a hipétese de que a atividade do subnucleo caudal e interpolar
ter um papel importante na ativagao do circuito modulatério da RVM, verificaram que
a injegdo de CFA no musculo masseter leva a uma interagcdo entre esses neurénios

trigeminais e modulagdo descendente na regido ventrobulbar, indicando glue lesdes
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nos tecidos profundos levam a ativacdo desses subnucleos e alteram diversas

funcgdes neuronais em tecidos craniofaciais e regides orais.

O caminho modulatério descendente na antinocicepgao mediada pelo nucleus
accumbens pode incluir a regiao periaquedutal (PAG) e regido ventro bulbar (RVM).
Através de modelo reflexo de abertura da mandibula em ratos, semelhante ao tail
flick, Gear e colaboradores (1999) verificaram que a capsaicina ativa circuitos

modulatorios que envolvem os sistemas opidide, dopaminérgico e gabaérgico.

Zhang e colaboradores (1998) analisando o efeito inibitério da estimulag&o
elétrica da regido do cortex ventro lateral orbital (VLO) no reflexo de movimento de
abertura mandibular em ratos, sugerem um papel importante dessa regido na
modulagao da nocicepgao orofacial. Além disso, os autores propdem que o efeito
analgésico ocorre por estimulagdo da regidao VLO que, mediada pela PAG, ativa

sistemas inibitérios descendentes e deprime o processo nociceptivo trigeminal.

Recentes estudos indicam que a hiperalgesia em modelos animais de
inflamacdo e dor neuropatica estdo intimamente relacionados com circuitos
modulatérios descendentes envolvendo inibigao e facilitagdo. Existem consideraveis
evidéncias de que a inibicado descendente é acentuada apés inflamagao em locais

de hiperalgesia primaria (Dubner & Ren, 2004).

Através de varios estudos enfocando a resposta de estimulos nocivos
transitorios (Willis, 1988), recentes evidéncias sugerem que a via descendente para
RVM também modula transmissao espinhal nociceptiva durante a dor inflamatodria, e
tem um importante papel no desenvolvimento da dor persistente (Urban e
colaboradores, 1999; Terayama e colaboradores, 2000). Outros trabalhos reportam
que a modulacao descendente da dor pode exibir mudancgas na resposta a estimulos
nocivos persistentes sob varias condicées (Dubner e Ren,1999; Hurley e Hammond,
2000). A atividade da RVM no circuito modulatério € aumentada durante a
inflamacéo e por isso acentua a inibicdo descendente da dor (Hurley e Hammond,
2000) bem como a facilitagdo (Terayama e colaboradores, 2000). Com todas essas
informacdes, sugere-se uma atividade modulatéria na excitabilidade medular

espinhal e comportamento nociceptivo do circuito modulatério da dor.

32



Além dessas estruturas espinhais e supraespinhais destacadas, o controle
inibitério nocivo difuso (DNIC) também esta envolvido na transmissao modulatéria
nociceptiva. Danzinger e colaboradores (1999) investigando diferentes estagios
desenvolvidos durante a monoartrite induzida por adjuvante de Freund e verificando
a atividade dessa agdo modulatéria no contexto de dor aguda e cronica, observou
que em estagios agudos (24-48 horas) da inflamagao ha um aumento na atividade
da modulatodria do DNIC. Em inflamacgéo cronica (3-4 semanas), ocorre uma falha no
recrutamento desse controle modulatorio. Essa diferenca na atividade moduladora
de DNIC foi atribuida a uma sensibilizacdo de neurdnios durante a inflamacao e uma
exacerbacdo paralela de DNIC durante o estimulo agudo, ao passo que a
cronicidade da lesdo, leva a modificagdes nesse fendmeno modulatério como

resultado de mudancgas neuroplasticas induzidas por dor prolongada.

Adicionalmente, estudos sugerem que aminoacidos excitatorios tém um papel
importante na modulagdo descendente na RVM (Urban e colaboradores, 1999). Em
animais normais, microinjegdo de glutamato na RVM induz resposta bifasica
modulatéria descendente na transmissdo da dor, mostrando facilitacdo em baixas

doses e inibicdo em altas doses (Zhou e Gebhart, 1997).

Guan e colaboradores (2003) investigaram o papel dos aminoacidos
excitatorios da RVM na modulagdo descendente em modelo de hiperalgesia
inflamatoria (CFA intraplantar) e demonstrou que a persistente hiperalgesia induz
acentuacdo tempo—-dependente da neurotransmissdo na RVM que envolvem
receptores NMDA e AMPA. Esses autores também demonstraram que ha um
incremento da atividade de receptores AMPA do segmento RVM associado com
acentuacao da inibicdo descendente apds inflamacao e hiperalgesia por agcao de
CFA.

Essa progressdao da modulacdo descendente da nocicepgao foi também
estudada por Terayama e colaboradores (2002), constatando um aumento na
excitabilidade de neurbnios RVM apds inflamagao da pata com CFA e inibicdo da
resposta nociceptiva. Esse estimulo nocivo induziu mudangas correlacionadas com

atividade dos receptores NMDA.
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7- MODELOS ANIMAIS DE DOR OROFACIAL E COMPORTAMENTOS
ASSOCIADOS.

Estudos em modelos animais de dor na regido orofacial (musculo masseter,
labio e regiao da ATM) através da inducao por agentes pré-inflamatérios descrevem
um aumento na frequéncia de comportamentos induzidos como hiperalgesia e
alodinia, correlaciona-os com eventos neurais em tecidos periféricos e neurbnios do
SNC. Nesse mesmo contexto inflamatério, outros trabalhos mostram alteracoes
eletrofisiolégicas e de comportamentos espontaneos (Yu e colaboradores, 1993;

Ren e Dubner, 1999, Svensson e colaboradores, 2003).

O fato de grandes disturbios sensoriais ocorrerem na condicdo dolorosa
envolvendo tecidos mais profundos antes de incluir tecidos cutaneos (Sessle e Hu,
1991), levou a estudos comparando estimulos evocados por agentes algébgenos em
tecidos orofaciais profundos versus orofaciais cutaneos. Os autores demonstraram
que ha uma diferenca na indug¢ao da neuroplasticidade (Yu e colaboradores, 1993) e
na expressao da proteina fos (Zhou e colaboradores, 1999) em neurbnios do

sistema trigeminal.

Por inje¢cao do Adjuvante Completo de Freund (CFA) no interior da ATM de rato
e na regidao do tecido perioral, desenvolveu-se uma persistente hiperalgesia
associada com inflamagéo orofacial (Zhou e colaboradores, 1999) semelhante ao
que foi visto em modelo de inflamacgao e hiperalgesia cutdnea na pata (Hargreaves e
colaboradores, 1988). Nesse modelo também foi verificado por Imbe e
colaboradores (2001) a caracterizagdao da resposta trigeminal na dor orofacial

profunda e no tecido cutaneo resultando em hiperalgesia e alodinia.

Outros trabalhos relacionando a estimulagdo de aferentes com algésicos (KCI,
histamina) na regiao orofacial e ATM demonstram um aumento na atividade reflexa
ou na eletromiografia (EMG) de musculos como: genioglosso, digastrico e temporal.
(Broton e Sessle, 1988).

Devido a necessidade de modelos experimentais que avaliem a dor orofacial
associada com alteracbes de comportamentos espontaneos, o teste da formalina,

originalmente descrito por Dubuisson e Dennis (1977), foi utilizado para testar a dor
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nos tecidos superficiais da regido orofacial por Clavelou e colaboradores (1989).
Neste modelo, a formalina € subcutaneamente injetada no labio superior do rato e
respostas nociceptivas bifasicas sao evocadas, principalmente friccdo da area
injetada (rubbing ou grooming), descrita por ser um comportamento relacionado a

dor.

Clavelou e colaboradores (1995) testando o efeito de diferentes concentragdes
de formalina observaram uma correlacdo positiva entre a concentracédo e a
amplitude da atividade rubbing. Foi observada uma atividade concentragao-
dependente da formalina no aumento do tempo de execugdo da atividade rubbing,
mostrando uma atividade sobre esse comportamento até a concentracdo de 2,5%
que decresce em altas concentracbes (5% a 10%). Esse comportamento foi
semelhante aos observados apds estimulos elétrico, térmico e mecanico aplicados
na regiao orofacial de animais ou em neuropatia experimental como ligadura do
nervo infraorbital de ratos. Outros comportamentos variaram de acordo com a dose e
a fase do teste da formalina em que foram observados. Os autores relatam que um
unico indicador como friccado da area da face ou lamber a pata, ndo podem ser
utilizados como um mensurador da intensidade de dor, pois alguns comportamentos

podem ser evidenciados de acordo com a concentracédo de formalina utilizada.

Essa observacao também é relatada por Lee e colaboradores (2000) quando
descrevem que em altas concentragbes de formalina (5% a 15%), alguns animais
apresentam consideravel soma de tempo executando o comportamento de aparente
congelamento (freezing), que raramente é observado em concentragdes
convencionais (por exemplo, 1,5% a 2,5%) e outros comportamentos como lamber
ou morder a pata sao consideravelmente reduzidos na concentracédo de 5%.
Rosland e colaboradores (1990) relatam um efeito maximo no tempo de execugao

de lamber a pata na concentragao de 1,5% em ratos.

Vos e colaboradores (1998) avaliando comportamento de dor orofacial em
ratos apds estimulos que variavam no grau de irritacdo (6leo mineral, compressao
das vibrissas, bupivacaina e formalina) verificaram o padrédo de comportamento
cogar a face (grooming) no grupo injetado com formalina 5% e relatam que disturbios
sensoriais como parestesias e anestesias produzem uma resposta transitoria

assimétrica da face que permanece por alguns minutos.
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Pelissier e colaboradores (2002) descrevem em modelo de dor orofacial
injetando capsaicina na regido das vibrissas e relacionam como alteragcéo
relacionada a dor, o comportamento de cogar a regido. Os autores demonstram que
ha uma correlagao positiva entre a concentracao de 0,25% a 1,5% e amplitude da

resposta de limpar-se ou cogar-se nessa regiao.

Ro e colaboradores (2003) injetando 6leo de mostarda (20%), formalina (3%)
ou salina hipertdnica (5%) na regido média do musculo masseter verificaram uma
relagdo comportamental nociceptivo com o padrdao de sacudir ou cogar com a pata

posterior na regido injetada (scratching).

Hartwing e colaboradores (2003) demonstram através de modelo de
inflamacao orofacial agudo descrito por Haas e colaboradores (1992), que o 6leo de
mostarda desenvolve alteragdo de comportamentos caracterizados e relacionados a
nocicepgao como: congelar-se, sacudir a cabega, cogar-se com a pata posterior na

area injetada, movimento de rotagdo da mandibula.

Ro e colaboradores (2003) relatam que ha uma diferengca nos
comportamentos nociceptivos ou na ativagdo de musculos mastigatorios quando se
injeta 6leo de mostarda no musculo masseter ou na ATM.Isso tem sido demostrado
por Roveroni e colaboradores (2001) que introduziram um modelo comportamental
de dor na regido da ATM com a formalina. Os autores descrevem que os efeitos da
formalina variam de acordo com a concentracdo (0,5; 1,5; 2,5; 5,0%) e relacionam
alteragdes comportamentais nociceptivas como cogar a face na regido injetada,
movimento de rotagcdo da mandibula ou mastigacdo e sacudir a cabega como

respostas induzidas pela formalina.

Anderson e colaboradores (2003) descrevem que a constricgdo crénica do
nervo infraorbital acentua a resposta nociceptiva desencadeada pelo teste da
formalina e observaram que esse modelo de dor neuropatica acentua a resposta de
friccdo da regido da vibrissa quando se injetava formalina 3%. Outros
comportamentos adicionais como sacudir a cabeca, vocalizacbes espontaneas,
trismo ou limitagdo da abertura bucal, vigorosas sacudidas seguidas por lambidas da
pata e movimentos de protegdo da face enquanto fecha os olhos sdo sugestivos de

sofrimento moderado a severo e sao indicativos de dor.
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Além dos comportamentos como friccdo da regido, sacudir a cabecga para o
lado doloroso, movimento de rotagdo da mandibula e cogar-se com a pata posterior,
devido a associacdo entre as manifestagbes dolorosas e os disturbios do sono, um
fendbmeno recentemente observado € o tempo de sono em ratos submetidos a

lesdes da regido orofacial com agentes flogisticos (Andersen e Tufik , 2000).

Schutz e colaboradores (2003) verificaram alteragbes no padrdao de sono,
movimentos de limpeza e coceira do lado irritado na regido orofacial, movimento de
rotacdo da mandibula e sacudidas da cabeca em modelo de animais utilizando CFA
na ATM de ratos, relacionando uma reducao na eficiéncia do sono e incremento nas

vezes em que o animal despertava como sinal indicativo de nocicepcao.
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8- CONTROLE FARMACOLOGICO DA DOR OROFACIAL

Terapias analgésicas para condi¢des dolorosas agudas e crénicas sao
baseadas em trés classes de drogas: drogas antiinflamatérias ndo esteroidais
(DAINES); analgésicos opidides e drogas com diversas ac¢des farmacoldgicas
conhecidas como adjuvantes (antidepressivos, anticonvulsivantes, anestésicos
locais, agonista receptor alfa-2). Tanto DAINES quanto os opidides exibem uma
variedade de acgdes adversas, e em muitos estagios de dor crbnica, particularmente
envolvendo lesées do nervo, sdo inadequadamente controlado por esses agentes,
os adjuvantes sao frequentemente necessarios para adequar a dose antes
necessaria para o alivio da dor ou diminuir os efeitos colaterais. A farmacoterapia na
dor crbnica e dor neuropatica tem sido descritas extensivamente em varios estudos
(MacPherson, 2000).

8.1- DROGAS ANTIINFLAMATORIAS NAO-ESTEROIDAIS (DAINES)

As drogas antiinflamatérias nao esteroidais (DAINES) caracterizam-se pela
propriedade comum analgésica, antipirética e antiinflamatéria. Sua atividade reside
no decréscimo da inflamacao periférica e depressdo na dor por ela induzida. As
diferencas basicas entre os varios tipos de DAINES estdo na sua farmacocinética,

poténcia antiinflamatdria e analgésica e efeitos colaterais.
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8.1.1- MECANISMO DE ACAO

Vane (1971) através de suas observagdes propOs a habilidade de DAINES
em suprimir a inflamagao por inibir a enzima cicloxigenase, limitando a produgéo de

proinflamatérios (PGs) no sitio da leséo.

DAINES possuem um mecanismo de agao central e periférico por inibicao das
cicloxigenases e subsequente inibigdo de endoperéxidos ciclicos e prostaglandinas,

mediadores da inflamacéo e da hiperalgesia primaria (Barros, 2004).

Os DAINES de 12 geragao bloqueiam tanto a COX-1, constitutiva, presente na
maioria dos tecidos e relacionada a funcado renal, plaquetaria e a protecido da
mucosa gastrica e intestinal, como a COX-2, constitutivamente presente no SNC e o
aparelho urogenital, e induzida pelo processo inflamatério e expressada no endotélio
e macroéfagos. Recentemente, foi descrita uma nova forma de ciclooxigenase a
COX-3, presente no SNC e aparente alvo de agcdo da dipirona e do paracetamol

(Barros, 2004; Chandrasekharan e colaboradores, 2002).

Apesar de a importancia da atividade da COX na producédo de PGs ter sido
bem esclarecida, a inducibilidade dessa atividade e o papel central desta inducao
na amplificagdo da inflamagao ainda tem sido estudada. Evidéncias advindas de
modelos animais de artrite inflamatdria sugerem que o aumento da expressao da
COX-2 é responsavel por incremento na produgdo de PGs vista em tecidos
articulares inflamados (Anderson e colaboradores, 1996). O bloqueio periférico na
producao de prostaglandinas durante a inflamagao reduz a continuagao da dor e da

hiperalgesia e, ainda, interfere na inflamacg&o neurogénica (Craig & Sorkin, 2001).

Danos locais e doencgas inflamatdrias como a osteoartrite sdo associadas com
incremento de PGs, e receptores nociceptivos sdo conhecidamente sensiveis a
baixos niveis de PGs (Dray & Urban, 1996). As PGs nao ativam nociceptores, mas
causam sensibilizagdo, decréscimo do limiar em que eles sao ativados por estimulos
quimicos, mecanicos e térmicos, onde normalmente s&o in6cuos(Craig & Sorkin,
2001). Além disso, PGs atuam sobre a medula espinhal facilitando a transmissao de

resposta dolorosa e DAINES tem sua acgéo nesse sitio central (Cashman, 1996).
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Durante estagios de dor crénica as PGs sao liberadas na medula espinhal,
onde contribuem para a sensibilizagdo central da mesma forma que ocorre em seus
efeitos periféricos, por exemplo, inibindo a liberacdo de neurotransmissores para
aferentes primarios terminais. A administragdo na medula espinhal de pequenas
quantidades de DAINES elimina a acentuada liberacdo e, adicionalmente, reduz
inflamacado neurogénica periférica por inibir estimulo antidrbmico nos tecidos
periféricos. DAINES podem prover um efeito analgésico central por interagir com
mecanismo enddgenos controladores de dor na regido Periaquedutal Mesencefalica
(PAG) e suas agbes podem ser sinérgicas com atividade de opidides (Vaughan e

colaboradores, 1997).

Pitcher e Henry (1999) descrevem que a administragcdo de inibidores de
ciclooxigenase como a indometacina deprimem de forma dose-dependente a
resposta nociceptiva em neurdnios do corno dorsal espinhal tanto em estimulos

cutdneos como elétricos do nervo ciatico.

Drogas como aspirina, indometacina e cetoprofeno demonstram um efeito
antinociceptivo no plano medular espinhal (Bustamante e colaboradores, 1997).
Outros trabalhos tém demonstrado a acdo de DAINES sobre as fibras C

(Bustamante e colaboradores, 1996); em neurdnios WRD (Pitcher e Henry, 1999).

Os efeitos da administragéo intracerebroventricular (i.c.v.) e intratecal (i.t.) de
DAINES tem sido reportada por ter atividade em modelos animais de dor

experimental onde processo inflamatério e a hiperalgesia estao presentes.

Ferreira e colaboradores (1978) estudaram a agédo da aspirina, indometacina
e do paracetamol e concluiram que esses DAINES agem diminuindo a hiperalgesia
desencadeada por inje¢éo de carragenina em modelos de edema de pata. Okuyama
e Aihara (1984) em modelos de artrite experimental observaram que a indometacina
diminuiu a resposta de vocalizagao induzida eletricamente e o diclofenaco reduziu o
numero de contor¢gées abdominais (Bjorkman e colaboradores, 1992). Os salicilatos
mostraram-se efetivos analgésicos sobre a agao do adjuvante no edema de pata

(Higushi e colaboradores, 1986).
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Malmberg e Yaksh (1992) usando o teste da formalina, relataram o efeito
antinociceptivo de DAINES e referiram sua atividade na inibicdo da formagao de
prostandides. A indometacina também reduziu a resposta de neurbnios do corno

dorsal em teste da formalina.

Wang e colaboradores (1994) também reportam que a administragdo de
intratecal de DAINES inibe o reflexo tail-flick e a resposta nociceptiva da segunda
fase do teste da formalina (Malmberg e Yaksh, 1994) bem como a resposta de

retirada da pata em estimulos térmicos (Malmberg e Yaksh, 1992).

Outros trabalhos também reportam a acdo da indometacina em atenuar a
resposta dolorosa na segunda fase do teste da formalina em ratos. Nesses estudos,

a segunda fase € um modelo valido de dor inflamatoria (Hunskaar e Hole, 1987).

Tem sido demonstrado que indometacina reduz a produgao de PGE2 que é
liberada por aplicagao de capsaicina no corno dorsal da medula espinhal bem como
o incremento de PGE2 induzida por injecdo de formalina. Contudo, a inibicado de
COX pode favorecer ao incremento do substrato, o acido araquidénico ou desviar o
metabolismo do acido araquidénico através de outros caminhos derivados, como o

da lipoxigenase ou isoprostanos (Pitcher e Henry, 1999).

Vaughan e colaboradores (1997) especulam que inibidores de COX
aumentam a sintese de eicosandides na PAG via lipoxigenase. Kirchner e
colaboradores (1997) reportam que a indometacina produz elevados niveis de
leucotrienos na mucosa gastrica de ratos. Por esta razdo, ndo se deve excluir algum
envolvimento do acido araquidbnico, da via da lipooxigenase e de outros

componentes do ciclo lipidico no mecanismo excitatério de receptores nociceptivos.
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8.1.2- EFEITOS INDESEJAVEIS

Baseado em estudos sobre o0 mecanismo da cascata do acido araquiddnico,
onde se observou que existem duas isoformas da enzima ciclooxigenase, foi definido
que a forma constitutiva (COX-1) é importante nos processos fisiolégicos modulados
pela produgdo de PGs de onde provém a homeostase do organismo, e que a
induzida (COX-2) é responsavel pela lesdo tissular e inflamagdo (Dubois e

colaboradores, 1998).

Dessa forma os maiores efeitos dos DAINES estdo relacionados com
toxicidade gastrica (dispepsia, ulceragdo gastroduodenal e hemorragia
gastrointestinal), agregacéo plaquetaria e alteragdo da fungao renal, aparentemente
causada pela inibicdo da COX-1 (Dubois e colaboradores, 1998). Outros efeitos
incluem: insuficiéncia e necrose hepatica; rash cutdneo e prurido e problemas

respiratérios envolvendo rinite e piora de crises de asma.

Por outro lado, essas agdes sobre a mucosa gastrica e sobre a atividade renal
levaram ao desenvolvimento de varios modelos experimentais com o intuito de
estudar os efeitos da indometacina sobre a fisiologia gastrica (Xiang e Huang, 2004)
e renal (Sokolova e colaboradores, 1977) através da administragdo crbnica desse
DAINE em pequenas doses. Os autores observaram que a indometacina promovia
mudangas na resisténcia vascular periférica causando o desenvolvimento da

hipertensao arterial.
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8.2.- ANESTESICOS LOCAIS

Os canais de sédio sensiveis a voltagem (VGSCs) tém um papel importante
no controle da excitabilidade neuronal e uma familia de genes que codificam esses
canais tem sido identificada (Catteral, 2000). Neurdnios sensoriais contendo canais
(VGSCs) sensiveis a tetrodotoxina , bem como alguns neurdnios parcialmente
sensiveis ou resistentes a tetrodotoxina sdo expressos em terminais aferentes
sensoriais (McClesky e Gold,1999).

Alteragcdes na expressao, distribuicdo e funcdo desses neurbnios podem
ocorrer apos lesdées ou inflamacéao crénica que tem um profundo efeito em neurénios
aferentes, contribuindo para expressdo de comportamentos de dor (McCleskey e
Gold, 1999).

Anestésicos locais que bloqueiam VGSCs sdo usados para abolir a dor
temporariamente por bloquear a condugdo nervosa, mas também estdo sendo

usados para o tratamento de muitas condi¢gdes dolorosas cronicas (Sawynok, 2003).

8.2.1- MECANISMO DE ACAO

Os anestésicos locais bloqueiam o inicio e a propagacao dos potenciais de
acao, impedindo o aumento da condutancia aos ions Na+ através de canais
voltagem-dependentes. Apesar de exercerem uma variedade de efeitos
inespecificos sobre a fungdo da membrana, sua principal agao consiste em bloquear
os canais de Na+, o que fazem fisicamente ao fechar o poro transmembrana,
interagindo com radicais do dominio da hélice transmembrana S6 (Strichartz e
Ritchie, 1987).

A atividade anestésica local aumenta em pH alcalino. Isto decorre do fato de
que o composto precisa penetrar na bainha do nervo e a membrana axdnica para,

entdo, alcangar a extremidade interna do canal de Na+ (onde se encontra o sitio de

43



ligacdo dos anestésicos locais). Como a forma ionizada nao atravessa a membrana,
a sua presenca € muito precaria em pH acido. Uma vez no interior do axénio, é a
forma ionizada da molécula anestésica local que se liga ao canal. Essa dependéncia
em relagcédo ao pH pode ser clinicamente importante, visto que os tecidos inflamados
sdo frequentemente acidos e, portanto, levemente resistentes aos agentes

anestésicos locais (Rang e colaboradores, 1999a).

Em modelos de dor aguda os anestésicos mostram-se bastante eficazes.
Sakaue e colaboradores (2004) comparando os efeitos antinociceptivos de varios
bloqueadores de canais de sodio na dor aguda térmica e mecéanica demonstraram
que esses agentes tém uma preferencial resposta antinociceptiva contra estimulagéo
térmica e possuem um papel importante na diferenciagcao entre nocicepgao térmica e

mecanica.

Para compreensdo da acido efetiva de anestésicos locais como um fator
diferenciador entre a estimulagdo aguda térmica da mecéanica, é preciso conhecer os
distintos caminhos mediadores da geragao e condugao de sinais dolorosos térmicos

€ mecanicos.

Na conducao de sinal nociceptivo para neurénios do corno dorsal, Doucette e
colaboradores (1987), reportam que as fibras C sdo ativadas na resposta para
estimulos nocivos por calor. Além disso, Yeomans e colaboradores (1996),
demonstraram que os nociceptores do tipo C e/ou fibras A-delta ativados por
nocicepcdo mecanica depende da faixa de aquecimento da pele. Uma pequena
faixa de aquecimento preferencialmente ativa nociceptores das fibras C, enquanto
que altas faixas de calor na pele atinjem nociceptores das fibras A—delta. Em
contrapartida Hu e Sessle (1988), demonstram que tanto fibras A-delta e C sé&o
ativadas em resposta para estimulos mecanicos. Adicionalmente, distintos
receptores medeiam diferentes sinais nociceptivos. Por exemplo, segundo Price e
colaboradores (2000) demonstram que sensagbes promovidas por substancias
acidas sao relacionadas como estimulacdo mecanica nos nociceptores e 0s
receptores de capsaicina integram a nocicep¢cdo mediada por calor (Tominaga e

colaboradores, 1998).
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Em geral os anestésicos locais bloqueiam a condugao das fibras nervosas de
pequeno didametro mais facilmente que nas fibras grandes. Todavia, as fibras
menores nos nervos periféricos consistem em fibras n&o mielinizadas, que s&o bem,
menos suscetiveis do que as fibras mielizadas menores. Como o0s impulsos
nociceptivos sao transmitidos por fibras mielinizadas e nao mielinizadas, a sensacao
da dor é bloqueada mais facilmente do que outras modalidades sensoriais (tato,
propriocepgao). Os axdnios motores, em virtude de seu grande didmetro, também
sao relativamente resistentes. As diferencas de sensibilidade entre diferentes fibras
nervosas, embora sejam facilmente medidas em condi¢cdes experimentais, ndo tem
grande importancia pratica e raramente € possivel produzir um bloqueio da
sensacao dolorosa sem afetar outras modalidades e provocar paralisia local. (Rang

e colaboradores, 1999a).

8.2.2- EFEITOS INDESEJAVEIS

Os principais efeitos indesejaveis dos anestésicos locais estdo relacionados
ao sistema nervoso central e cardiovascular, constituindo uma fonte de risco quando

sdo utilizados clinicamente.

A utilizacdo do anestésico local tem efeito estimulador sobre o sistema
nervoso central, resultando em tremor e agitacdo e sinais subjetivos que variam
desde confusdo mental até agitacdo extrema. O tremor pode progredir para
verdadeiras convulsdes, e 0 aumento adicional da dose provoca depressdo do SNC.
A procaina tende particularmente a produzir efeitos centrais indesejaveis, que é
motivo de sua substituicdo por agentes como lidocaina e a prilocaina no uso clinico

em que os efeitos centrais sdo menos pronunciados (Rang e colaboradores, 1999a).

Os efeitos cardiovasculares decorrem, principalmente na depressao do
miocardio e da vasodilatagdo. A reducao da contratilidade miocardica provavelmente
resulta, indiretamente, da inibicdo da corrente de Na+ no musculo cardiaco. A
consequente redugao do Na+, por sua vez, diminui as reservas intracelulares de

Ca+, reduzindo a forga da contracado. O efeito antidisritmico de alguns anestésicos
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locais, particularmente lidocaina, tem utilidade clinica. (Rang e colaboradores,
1999a).

A vasodilacdo que afeta principalmente as arteriolas decorre, em parte, da
inibicdo do sistema nervoso simpatico. A depressdo miocardica e a vasodilagao
combinadas levam a uma queda da pressao arterial, que pode ser subita e

potencialmente fatal.

8.3- ANALGESICOS OPIOIDES

O termo opioide aplica-se a qualquer substancia seja enddgena ou sintética,
que produz efeitos semelhantes ao da morfina, que sao bloqueados por
antagonistas como a naloxona. O termo mais antigo, opiaceo, ficou restrito a drogas

semelhantes a morfina com estruturas nao peptidicas (Herz, 1993).

Estudos farmacologicos (Lord e colaboradores, 1977) tém demonstrado a
existéncia de trés subtipos de receptores: mu, lambda e kappa. Varias evidéncias
anatbmicas e farmacologicas reforcam o papel de pelo menos dois desses
receptores em regular o processo nociceptivo. A expressao do receptor mu no
ganglio da raiz dorsal, bem como seus aferentes terminais centrais na medula

espinhal, foi demonstrado por Wang & Wessendorf (2001).

8.3.1- MECANISMO DE ACAO

Os opidides agem nesses receptores e cada um possui uma atividade e
desenvolve efeitos terapéuticos e/ou reagdes adversas. Essas acdes dependem da
afinidade de ligacao pelo receptor. Pelo menos dois tipos de receptores de opidides
(mu e kappa) medeiam a analgesia. Os receptores mu sdao amplamente distribuidos

através do SNC, especialmente no sistema limbico (cortex frontal, cértex temporal,
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amigdala e hipocampo), talamo, hipotalamo e mesencéfalo, assim como nas laminas
I, 11, IV e V do corno dorsal e na medula espinhal. Os receptores mu sdo abundantes
na substancia cinzenta periaquedutal do tronco cerebral e corno dorsal da medula
espinhal. Os receptores kappa estdo presentes também nestas areas, bem como

nas camadas mais profundas do cortex cerebral. (Bojrab, 1996).

Os opioides mostram-se eficazes como analgésicos quando administrados
por via intratecal em pequenas doses, implicando que uma acao central pode ser

responsavel pelo seu efeito analgésico (Rang e colaboradores, 1999b).

A injecdo de morfina na regido da PAG produz analgesia acentuada, que
pode ser prevenida pela interrupgao cirurgica da via descendente para o NRM ou
pelo bloqueio de 5-HT com p-clorofenilalanina. A morfina aumenta a deflagagao dos
neurdnios associados as vias inibitorias descendentes, implicando a existéncia de

um componente supramedular significativo (Bojrab, 1996).

A analgesia opidide ndo €& mediada exclusivamente pelo SNC. Aplicado
localmente os opidides tém agdo antinociceptiva e antiinflamatoria em tecidos
animais inflamados (Stein, 1993). A morfina intrarticular produz potente analgesia
apos cirurgia da articulagdo do joelho e seus efeitos sdo mediados por receptores
opidides fora do SNC. Experimentos animais tém mostrado desta forma que
receptores opidides estdo localizados em sistema nervoso sensorial terminal
(Hassan, 1993) e esses receptores podem ser ativados por agonistas mu, kappa e
delta exégenos (Stein e colaboradores, 1993), bem como por peptideos opidides
enddégenos expressos em células inflamatérias (Przewlocki e colaboradores, 1992).
Esses peptideos podem ser liberados e produzirem potente inibicdo ténica da dor
clinica, com poder similar ao observado com a morfina. Além disso, esses efeitos
sdo revertidos por naloxona, sugerindo que a morfina e os peptideos enddgenos

agem na mesma populagéo de receptores opidides periféricos (Sawynok, 2003).
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8.3.2- EFEITOS INDESEJAVEIS

Além da analgesia mediada pelo receptor mu, a morfina produz euforia
relacionada principalmente na atividade nesse receptor, que é equilibrada pela
disforia (ansiedade, alucinag¢des) associada a ativacdo dos receptores kappa (Rang

e colaboradores, 1999b).

A depressao respiratoria e do reflexo da tosse, nauseas, vomitos, constricao
pupilar, reducdo da motilidade gastriintestinal relacionam-se com a atividade sobre
os receptores opidides, variando de acordo com a sua afinidade (Rang e
colaboradores, 1999b).

O tratamento da dor central com analgésicos opidides ¢é limitado
principalmente pela tolerdncia, que é o decréscimo do efeito da droga em
administragcao prolongada ou o composto relacionado agindo no mesmo receptor
(enddégeno). Stein e colaboradores (1996) propuseram um mecanismo de tolerancia
ao opioide e incluem: dowregulation de receptores, ndo acoplamento do receptor a

proteina G, inativacao da proteina G e incremento da atividade da adenilato ciclase.

Powell e colaboradores (1999) investigaram o efeito de DAINES na tolerancia
a morfina, associando-a com ibuprofeno, resultando em aumento da poténcia desse
opidide. Craig e Sorkin (2001) demonstram que a aspirina pode agir sinergicamente
com efeitos da morfina na regido cinzenta periaquedutal e que a co-administragéo

de adjuvantes auxilia na preveng¢ao do desenvolvimento da tolerancia.
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9- RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Em face do exposto, ficou estabelecido que a patogénese das Disfuncdes
Temporomandibulares é baseada em um componente inflamatério originado da
resposta protetora dos tecidos que compdem a ATM, onde a sua persisténcia leva a
desenvolvimento e manutencdo do estado hiperalgésico promovendo a dor na
regido orofacial. Diante da necessidade de mais estudos experimentais envolvendo
um componente inflamatério crénico para esclarecer manipulacdes terapéuticas
farmacologicas propomos a elaboragdo de um modelo experimental de dor nessa

regiao.

E importante destacar que ndo existem trabalhos envolvendo acdo
inflamatoria persistente como o CFA na regido orofacial e sua atividade sobre
movimentos espontdneos, bem como a caracterizagcdo nociceptiva de tais

comportamentos através da manipulagao farmacologica dos mesmos.
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10- OBJETIVOS

Portanto, o objetivo geral desse trabalho foi desenvolver um modelo
nociceptivo através de inje¢cao de Adjuvante Completo de Freund (CFA) na regido da

articulacdo temporomandibular em ratos.

Para isso osbjetivos especificos sdo os seguintes:

8 Verificar alteragdes de comportamentos espontaneos: 1- farejar e cheirar (sniffing),
2- empinar-se (rearing), 3- movimento de rotacdo da mandibula (chewing like), 4-
subir escadas (climbing), 5- congelar-se (freezing), 6- dormir /descansar (rest/
sleeping), 7- limpar-se e fricgdo da regido orofacial (grooming ou rubbing), 8- lamber-
se (licking), 9- cogar-se (scratching), 10- morder-se (biting), 11- sacudir a cabeca
(head fliches).

8 Determinar a curva temporal de cada comportamento, estabelecendo o periodo
onde as alteracbes se evidenciaram, correlacionando possiveis alteracbes com

padrdes nociceptivos estudados na literatura;

8 Testar drogas classicamente analgésicas para caracterizar farmacologicamente os

comportamentos associados a nocicepgao em nosso modelo.

8 Verificar se ha alteragdo no peso dos animais devido a indugéo da disfungdo

temporomandibular dos animais.

8 Avaliar o tipo de alteragdo celular na regido da ATM dos animais através de
analise histolégica comparando com alteragcbes ocorridas entre os animais tratados

com solucéo salina 0,9%, CFA e formalina 2,5%.

8 Fazer uma andlise comparativa entre o modelo da formalina e modelo com o
Adjuvante Completo de Freund (CFA) na regido da ATM com o intuito de estabelecer
diferencas entre um modelo de inflamagdo subaguda ou aguda e o modelo de
inflamacdo cronica e dor persistentes respectivamente, estabelecendo quais

parametros sdo mais relevantes em cada modelo.
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Il - MATERIAL E METODOS

2.1- ANIMAIS

Foram utilizados 90 ratos Wistar machos, pesando entre 180 e 300 gramas,
provenientes do Biotério Central do Campus do Pici — Universidade Federal do
Ceara e do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia dessa

mesma universidade.

Os animais eram mantidos em caixas plasticas (grupo = 6) com agua e
comida ad libitum, seguindo o ciclo claro-escuro. As caixas continham no solo cerca
de 5mm de raspa de madeira. As observagdes eram realizadas durante o dia,

sempre entre 8:00 e 17:00 horas.

Foram seguidas normas segundo Zimmerman (1983) que a partir do comité
de estudo e ética da Associagao Internacional para o Estudo da Dor-IASP (1983),
concernente aos aspectos de estudo em dor experimental e sofrimento que pode

causar no animal.

2.2- DROGAS E SOLUCOES
- Adjuvante completo de Freund (Sigma Chemical Co. St. Louis, USA)

-Cloridrato de Morfina (Dimorf, laboratério Cristalia, Itapira, SP, Brasil) doada pelo

departamento farmacéutico do Hospital Walter Cantidio. Fortaleza — Ceara.

-Indometacina (Indocid, laboratério Merk Sharp & Dohme) doada pelo departamento

farmacéutico do Hospital Walter Cantidio. Fortaleza — Ceara.

-Cloridratos de lidocaina e de fenilefrina (Novocol 100 — SsWhite, Rio de Janeiro, RJ,

Brasil)
-Bicarbonato de sddio (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
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-Formaldeido 37% (Sigma-Aldrich Chemical Co. ST. Louis, USA)

-Eter etilico (DPF vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)

- Solucao de bicarbonato de sodio utilizado a 5% (p/v) dissolvida em agua destilada
- Solugéo de morfina em solugéo salina fisioldgica 0,9% (10mg/5ml).

- Solugdo de indometacina em solugao salina 0,9% (25mg/5ml)

-Solugéo salina fisiologica 0,9% estéril (endogen)

-Solucéo de formalina em agua bidestilada (10%).

-Solugéo de formalina em agua bidestilada (2,5%).

2.3. MATERIAL E EQUIPAMENTOS

- Computador IBM-PC e programa basico comporta
- balanga analdgica

- seringa descartavel (1cc) (BD)

- agulha 30 G (BD)

- camara para anestesia.

2.4- PROTOCOLO EXPERIMENTAL

No primeiro dia, os animais foram pesados e passaram por um periodo de
adaptacao de 10 minutos em um observatério de madeira (100 cm x 50 cm x 50 cm)
iluminado com uma lampada (40 watts) em um dos cantos. A parede frontal do
observatério era de vidro de modo a permitir ao experimentador observar os

elementos comportamentais. O observatoério era forrado com serragem de madeira.
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Apos o periodo de adaptagcido, os animais eram removidos do observatorio,
anestesiados em uma camara contendo éter etilico. Quando os animais se

encontravam anestesiados, eram removidos da camara.

O sitio da injegao na regiao temporomadibular foi identificado por palpagao do
arco zigomatico e cbndilo mandibular. Uma agulha 30G foi inserida no ponto
imediatamente inferior ao bordo postero inferior do arco zigomatico. Apds a
localizagdo do ponto, a solugdo de acordo com cada grupo foi injetada (Zhou e
colaboradores, 1999) (Quadro 1).
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Protocolo experimental: Quadro 1 — apresenta o resumo esquematico do

protocolo experimental utilizado para o estudo. Apés 10 minutos de adaptacao, os

animais foram divididos em trés grupos de acordo com a solugcdo a ser injetada,

apos a palpacao da regido da ATM, em um volume de 50 microlitros.

NaCl 09,%
Formalina 2,5%
CFA

10 minutos de
adaptacao

Observacao por
30 minutos
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2.4.1- OBSERVACOES COMPORTAMENTAIS

Imediatamente apds a injegcdo os animais eram recolocados na caixa para
observagdo comportamental. Esses dados eram registrados em um computador
IBM-PC, através de um programa Comporta de quantificagdo de comportamentos,
desenvolvido em nosso laboratério sob a orientacdo do Prof. Dr. Marcus Raimundo
Vale. No computador havia comando, onde cada tecla registrava os comportamentos

selecionados. Foram registrados os seguintes comportamentos abaixo descritos:

Congelar-se (freezing): o animal fixa o olhar em algum ponto mantendo o

corpo rigido, estatico e com orelhas empinadas.

Empinar-se (rearing): o animal empina o corpo apoiando-se sobre as patas
posteriores ao mesmo tempo que mantém as patas anteriores livres ou recostadas

as paredes do observatério a medida que se desloca.

Farejar (sniffing): o animal fareja o solo, as paredes, os recéndidos do
ambiente através de seu focinho ao mesmo tempo em que movimenta suas vibrissas

de uma maneira rapida, ativa e deslocando-se por todos os locais do observatorio.

Limpar-se (grooming ou rubbing): o animal através de movimentos de vai-e-
vem de suas patas anteriores em torno de seu focinho e regido lateral da face e
girando para o dorso e patas, lambendo-os e as vezes, realizando pequenas

mordidas.

Repousar (rest/sleeping): o animal repousa quando mostra o relaxamento de
seu corpo dobrando-o num local cuidadosamente escolhido. O relaxamento também
se faz por flacidez e declinio de sua orelha. Toda essa série de atos culmina com o

fechamento dos olhos.

Cocgar-se (scratching): esse comportamento € expresso por movimentos
ritmicos, rapidos das patas posteriores dirigidos a cabega e ao dorso, tocando-os

levemente. Esse comportamento, em geral, faz parte de uma sequéncia ao ato de
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limpar-se (grooming). De forma rara e ndo comum cocgar-se pode ocorrer de forma

isolada e consiste de uma vibragao das patas ao ar, sem atingir o corpo.

Morder-se (biting): o animal realiza pequenas mordidas em toda regido do seu

corpo além da pata anterior quando pode ser considerado grooming.

Lamber-se (licking): o animal limpa o seu corpo além a regido anterior da face

(grooming).

Movimento de rotagdo da mandibula ou mastigagdo (chewing like): o animal
inicia movimentos como estivesse mastigando ou rangendo os dentes, ou ainda,

tremor da musculatura facial.

Sacudir a cabega (head fliches): o animal realiza movimentos aparentemente
com intuito de remover algo da cabega ou regido da face. Esse movimento é o

equivalente a sacudidas da pata anterior ou posterior em outros modelos.

Subir as escadas (climbing): verificava-se a capacidade do animal em subir os
degraus da escada. Era considerado o tempo (s) contabilizado a partir do momento

em que o animal colocava as patas anteriores no 1° degrau da escada.

Apos cada observacdo, os animais foram recolocados em suas caixas € lhes

era oferecido agua e comida a vontade.

O experimento terminou no 7° dia apds a injecao das trés solugdes testadas,
quando foi observado o declinio da curva da resposta do CFA. Os animais foram
pesados para comparag¢ao com os valores obtidos no 1° dia do experimento e depois

sacrificados para analise histologica.
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2.4.2- GRUPOS EXPERIMENTAIS

- Controle normal

Corresponde ao grupo de animais em que nao foi injetada nenhuma solugéo,
mas que passou pelo periodo de adaptacdo e que foi realizada a avaliagcao

comportamental.
- Controle com agulha sem injecdo de solucéo salina fisiolégica

Compreende o grupo de animais em foi inserida a agulha na regido da
articulagado temporomandibular, mas sem injetar solugdo salina fisiolégica 0,9% ou

agente irritante.
- Controle com agulha e com solucéo salina fisiolégica

Corresponde aos animais em que foram injetados 50 microlitros de solugao

salina fisiolégica 0,9%.

- Grupo Adjuvante Completo de Freund

Corresponde aos animais em que foram injetados 50 microlitros de CFA.

- Grupo formalina

Corresponde aos animais em que foram injetados 50 microlitros de solugao

de formalina 2,5%.
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2.4.3 - TESTES FARMACOLOGICOS

Nesses grupos tivemos como objetivo a caracterizagdo farmacoldgica de nosso
modelo experimental. As drogas testadas foram: indometacina (5mg/Kg); Morfina

(4mg/Kg) e o anestésico local lidocaina com vasoconstrictor a 2% (0,4 ml).

Os grupos de animais para testes farmacoldgicos foram subdivididos de acordo
com os dias onde foram detectadas as principais alteragdes comportamentais
determinada estatisticamente significante na curva temporal de cada
comportamento. Assim, de acordo com a curva temporal de comportamento foram
determinados os principais comportamentos alterados pelo CFA foram: chewing like,
sleeping, grooming e freezing. Além disso, os comportamentos destacados pela

administragao da formalina 2,5% foram o grooming e o scratching.

— INDOMETACINA (Indocid 25 mg)

Os animais, antes de se testar as drogas analgésicas, foram deixados 24 horas

em jejum devido a via de administracdo escolhida ser a oral.

Os animais eram pesados no dia da administragcdo das drogas e a dose era

calculada de acordo com o seu peso.
As drogas foram administradas via oral, através de uma sonda orogastrica.

Decorridos 30 minutos apds a administragao do analgésico, se iniciavam as

observacgoes.

- INDOMETACINA 3° dia ap6s CFA (Indocid 25 mg)

A indometacina foi testada em grupos com oito animais no 3° dia apds injegao
do CFA. A dose utilizada foi de 5mg/Kg (v.0) de solugao (10mg/5ml) de indometacina

diluida em solugao salina fisiolégica 0,9% na proporgao de 1:10.
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- INDOMETACINA 4° dia apés CFA (Indocid 25 mg)

A indometacina foi testada em grupos com oito animais no 4° dia apos injegcao
do CFA. A dose utilizada foi de 5mg/Kg (v.0) da solugao (10mg/5ml) de indometacina

diluida em solugao salina fisiolégica 0,9% na proporgao de 1/10.

- INDOMETACINA 1°dia ap6s formalina 2,5% (Indocid 25 mg)

No grupo da formalina 2,5%, a indometacina foi testada em um grupo com seis
animais nos 30 minutos antes da injegcao a solucao de formalina. A dose utilizada foi
de 5 mg/Kg (v.0) da solugdo de bicarbonato de sodio diluido em de solugdo de
10mg/5ml de indometacina diluida em solugado salina fisiolégica 0,9% na proporgéao
de 1/10. Nesse grupo foram avaliados todos os comportamentos evidenciados ao

longo da determinagéo da curva temporal da formalina 2,5% em relagao ao CFA.

- MORFINA (Dimorf 10mg)

Os animais, antes de se testar as drogas analgésicas, foram deixados 24 horas

em jejum devido a via de administragao escolhida ser a oral,

Os animais eram pesados no dia da administragcdo das drogas e a dose era

calculada de acordo com o seu peso.
As drogas foram administradas via oral, através de uma sonda orogastrica.

Decorridos 30 minutos apds a administragdo do analgésico, se iniciavam as

observacgoes.
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- MORFINA 3° dia ap6s administracdo do CFA

Seguindo-se o0 mesmo protocolo do grupo testado com indometacina 5mg/Kg,
a morfina foi administrada em um grupo com oito animais no 3° dia apds inje¢ao do
CFA, para avaliar a agao analgésica sobre todos os comportamentos, na dose de 4

mg/Kg em uma de 10 mg/5 ml de solugéo salina fisiolégica 0,9%.

- MORFINA 4° dia ap6s administracdo do CFA

Seguindo-se 0 mesmo protocolo do grupo testado com indometacina 5mg/Kg,
a morfina foi administrada em um grupo com oito animais no 3° dia apos injecdo do
CFA, para avaliar a agédo analgésica sobre todos os comportamentos, na dose de

4mg/Kg.

- MORFINA 1° dia ap6s administracdo do Formalina 2,5%.

A morfina foi testada 30 minutos antes da injegdo do agente irritante, em um
grupo com seis animais, na dose de 4mg/Kg em uma diluicdo de 10mg/5ml de
solugdo salina fisiolégica 0,9%, onde todos os parametros comportamentais foram

avaliados.

- LIDOCAINA COM FENILEFRINA 2% (NOVOCOL)

Nesse grupo a lidocaina foi administrada via intramuscula, na regidao do
musculo masseter, em um volume de 0,4 ml, dispensando o protocolo de jejum

necessario para os farmacos administrados por via oral.

Nesse grupo, o0s animais passavam por 10 minutos de adaptagcdo ao
ambiente do observatério s6 entdo removidos para a camara contendo éter etilico,

assim eram levemente anestesiados, para permitir a inje¢do de lidocaina na regido
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previamente sensibilizada por CFA e em seguida reconduzidos para caixa de

observagdo comportamental.

— LIDOCAINA no 3° dia ap6s administracdo de CFA

Nesse grupo com oito animais foi testado o efeito da lidocaina sobre os

parametros comportamentais alterados no 3° dia apds injegdo de CFA.

— LIDOCAINA no 4° dia ap6s administracdo de CFA

Nesse grupo, com oito animais foi testado o efeito da lidocaina sobre os

parametros comportamentais alterados no 4° dia apds injegdo de CFA.

— LIDOCAINA no 1° dia ap6s administracdo de Formalina 2,5%

Nesse grupo, com oito animais, a lidocaina foi administrada junto com a
solugao de formalina 2,5% e todos os comportamentos foram imediatamente

analisados e registrados por 30 minutos.
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2.5 -. ANALISE HISTOLOGICA

Apoés a conclusdo da curva temporal de cada comportamento, ou seja, no 7°
dia, os animais foram sacrificados, a regiao periarticular e articular foram removidas,
acondicionadas e fixados em formalina 10%, para avaliagdo do conteudo

inflamatorio dos grupos controle, CFA e formalina 2,5%.

2.6- ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como Média e Erro Padrao da Média (EPM).
As médias do tempo de execucdo de cada comportamento nos varios procedimentos
foram comparadas em teste paramétrico t — Student-Neuman-Keuls e o teste nao
paramétrico Mann Whitney para analise dos dados comportamentais dos grupos

controles, formalina 2,5% e CFA.

O numero de animais por grupo experimental estd descrito nas figuras e a

significancia minima foi aceita com p<0,05.
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- RESULTADOS

3.1- CURVA TEMPORAL DOS COMPORTAMENTOS

Analisou-se neste trabalho 22 grupos de animais que foram observados
durante sete dias. Nos animais observados verificou-se que ao longo dos sete dias

houve mudancas significativas em alguns comportamentos.
- Curva temporal do comportamento sniffing avaliado durante 7 dia

O primeiro comportamento analisado no grupo de animais onde foi injetado o
CFA, o sniffing, ndo mostrou significativa (p<0,05) alteracédo no 1° (434,25+/- 41,91),
2° (468,25 +/- 65,67), 3° (720,13 +/- 75,23), 4° (817,13 +/- 65,43), 5° (644,25 +/-
112,49) e 7° (728 +/- 138,89) dia de observagdo em relagéo ao controle 1° (522,13
+/- 62,73), 2° (614,75), 3° (697,25 +/- 123,94), 4° (653,38+/-144,32), 5° (469,13 +/-
93,12), 7° (601,75 +/- 120,96). Entretanto, no 6° dia houve um aumento significativo
(p<0,05) do comportamento de farejar no grupo do CFA (705,38 +/-80,64) em
relacdo ao controle (318,75 +/- 58,58). Mas comparado a formalina 2,5%, ndo houve
alteracao no tempo de execucédo desse comportamento no 1° (607,67 +/ 90,74), 3°
(675,67 +/- 89,1), 4° (658,5 +/-85,13), 5° (602,83 +/- 134,24), 6° (421,5 +/- 146,33),
7° (587,5 +/-203,92). Além disso, a formalina demonstrou uma atividade sobre esse
comportamento no 2° dia (1010+/- 113,65) em relacdo ao CFA (468,25 +/- 65,67) ao
grupo controle (614,75 +/- 120,68), ou seja, o tempo de execugdo desse
comportamento se apresentou reduzido no grupo do CFA em relagdo a formalina
2,5%.(fig. 1, tab.1)
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Figura 1. : Efeito da Solucdo salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o
comportamento sniffing
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Curva temporal do comportamento sniffing (andar, cheirar e explorar), analisado
durante 7 dias, entre os grupos de animais tratados, na regido da ATM, com unica
injecéo (50ul) de solugéo salina fisiolégica 0,9% (n=8), formalina 2,5% (n=6) e CFA
(n=8). Os valores representam a média +/- EPM do comportamento sniffing
apresentado pelos animais em cada grupo, onde * representa significancia com
p<0,05 nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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Tabela 1 - Efeito da solucgéo salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o comportamento sniffing

DIA
GRUPO 1° 2° 3° 4 50 6° 7°
CONTROLE 522,13 + 62,7(8) [614,75 + 120,6 (8) [697,25 + 123,9 (8)|653,38 + 144,3(8)|469,13 + 93,1(8) [318,75 + 58,5 (8) 601,75 £120,9 (8)

FORMALINA 2,5%

607,67 + 90,7 (6)

1010 +113,6 (6) *

675,67 + 89,1 (6)

658,5 + 85,1(6)

602,83 +134,2 (6)

421,5 + 146,3(6)

587,5 + 203,9 (6)

CFA

434,25+ 41,9 (8)

468,25 + 65,6 (8)

720,13 + 75,2 (8)

817,13 + 65,4 (8)

644,25 + 112,4 (8)

705,38 + 80,6 (8)*

728 + 138,8 (8)

Ratos Wistar (180 - 300g) foram tratados com uma unica dose (50 pl) de solucéo salina 0,9%,formalina 2,5% e CFA. Os valores representam a média
+/- EPM do tempo (s) de execugédo do comportamento sniffing apresentado pelo grupo de animais e o nimero de animais de cada grupo esta entre
parénteses, onde * representa significancia estatistica do CFA ou da formalina 2,5% em relagdo ao controle com p<0,05 nos testes t - Student-
Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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- Curva temporal do comportamento rearing analisado durante 7 dias

O comportamento rearing ndo foi alterado significativamente no grupo de
animais com CFA no 1° (3,25+/- 1,31), 2° (21,75 +/- 9,39), 3° (42,62 +/- 11,02), 4°
(34,75 +/- 6,65), 5° (36,75 +/- 10,76), 6° (44,12 +/- 10,48) e 7° dia (35,5 +/- 12,03) em
relacdo ao controle respectivamente no 1° (9,87 +/- 5,15), 2° (52,75 +/-18,01), 3°
(66,5 +/- 24,58), 4° (51,12 +/- 15,77), 5° (49,5 +/- 25,58), 6° (26,87 +/-11,68) e 7° dia
(36,12 +/- 11,42), Nao houve alteragdo comportamental do grupo com CFA
comparado ao grupo de animais tratados com formalina 2,5% no 1° (11,33 +/- 5,32),
3° (32,83 +/- 14,11), 4° (33,83 +/- 11,52), 5 ° (28,66 +/- 9,91) 7° dia (22 +/-6,3).
Contudo, as principais alteragdes significativamente (p<0,05) importantes foram, no
2° dia da formalina 2,5% (70,83+/- 15,93) em relacédo ao CFA (21,75 +/-9,39) e
superior e significativo tempo de execugdo do comportamento rearing no grupo do
CFA no 6° dia (44,12 +/-10,48) em relag&o a formalina (11,33 +/-6,38)(fig.2, tab.2).
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Figura 2. : Efeito da Solucdo salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o
comportamento rearing
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Curva temporal do comportamento rearing (empinar-se), analisado durante 7 dias,
entre os grupos de animais tratados, na regido da ATM, com unica injecao (50ul)
de solugéo salina fisiolégica 0,9% (n=8), formalina 2,5% (n=6) e CFA (n=8). Os
valores representam a média +/- EPM do comportamento rearing apresentado
pelos animais em cada grupo, onde * representa significancia com p<0,05 nos
testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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Tabela 2 - Efeito da solucao salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o comportamento rearing

DIA

GRUPO 1° 2° 3° 4° 50 6° 7°
CONTROLE 9,87 £51(8) 52,75+ 18 (8) 66,5+24,5(8) |51,12+157(8) [49,5+255(8) [26,87+11,6(8) [36,12+ 11,4 (8)
FORMALINA 2,5% (11,33 +5,3 (6) (70,83 + 15,9 (6)* (32,83 +14,1(6) [33,83+11,5(6) [28,66+ 9,9(6) [11,33+6,3(6) [22+6,3 (6)
CFA 325+1,3(8) [21,75+9,3(8)  [42,62+11(8) [34,75 +6,6(8) [36,75+10,7(8) [44,12+10,4 (8)* [35,5+ 12 (8)

Ratos Wistar (180 - 300g) foram tratados com uma unica dose (50 pl) de solucéo salina 0,9%,formalina 2,5% e CFA. Os valores representam a média
+/- EPM do tempo (s) de execugéo do comportamento rearing apresentado pelos animais em cada grupo € o nimero de animais de cada grupo entre
parénteses, onde * representa significancia estatistica entre o grupo com CFA e o grupo da formalina 2,5% com p<0,05 nos testes t - Student-
Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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— Curva temporal do comportamento chewing like analisado durante 7 dias

O comportamento chewing like apresentou-se aumentado no grupo onde foi
administrado o CFA ao longo dos sete dias de observagdes comportamentais.
Entretanto, no 1° dia, ndo o fez significativamente (129,38 +/- 14,87) em relagao ao
grupo controle (115,25 +/- 19,42) ou comparado a formalina 2,5% (114,83 +/-24,34),
como também no 2° (135,63 +/-18,95) e 4° dia (153,38 +/- 22,69) com o CFA em
relacdo ao grupo controle (105,25 +/- 22,72) e (99,75 +/- 32,79) respectivamente.
Entretanto, o CFA no 3° (142,25 +/- 14,94), 6° (190 +/- 33,3) e 7° dias (131,63 +/-
21,67) demonstrou um padrao significativamente maior em relagdo ao grupo de
animais controle no 3° (68,75 +/-9,42), 6° (59,62+/-14,66) e 7° dia (62,25+/-12,24)
respectivamente. Além disso, CFA apresenta tempo de execugéo significativamente
maior no 2° 3° 4° e 5° (124,13 +/- 20,69), 6°, 7° dia em relagdo ao grupo da
formalina com os respectivos valores para 2° (34 +/- 7,24), 3° (54,33 +/- 11,52), 4°
(63,33 +/- 12,09), 5° (25,66 +/- 9,26), 6° (16,83 +/- 7,49) e 7° dia (41,16 +/-
9,81).(fig.3, tab.3)
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Figura 3. : Efeito da Solucdo salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o
comportamento chewing-Like
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Curva temporal do comportamento chewing-like (movimento de rotagcdo da
mandibula ou mastigagcéo), analisado durante 7 dias, entre os grupos de animais
tratados, na regido da ATM, com unica inje¢cao (50ul) de solugdo salina fisiologica
0,9% (n=8), formalina 2,5% (n=6) e CFA (n=8). Os valores representam a média
+/- EPM do comportamento chewing-like apresentado pelos animais em cada
grupo, onde * representa significancia em relagcdo ao controle e # representa
significAncia em relagao ao grupo da formalina, com p<0,05 nos testes t - Student-
Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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Tabela 3 - Efeito da solucao salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o comportamento chewing-Like

DIA

GRUPO 10 2° 30 4 50 6° 7°
CONTROLE 115,25 + 19,4 (8)[105,25 + 22,7 (8) 68,75 +9,4 (8) 99,75+ 32,7(8) [77,75+13,2(8) |59,62 + 14,6 (8) 62,25 + 12,2 (8)
FORMALINA 2,5% (114,83 + 24,3 (6)[34 + 7,2 (6) 543+11,5(6) [53,33+12(6) [2566+9,2(6) |16,83+7,4(6) |41,16+9,8 (6)

CFA

129,38 + 14,8 (8)

135,63 +18,9 (8)#

142,25 + 14,9(8)"#

153,38 + 22,6 (8)#

124,13 + 20,6 (8)#

190 + 33,3 (8) *#

131,63 £21,6 (8)*#

Ratos Wistar (180 - 300g) foram tratados com uma unica dose (50 pl) de solucéo salina 0,9%,formalina 2,5% e CFA. Os valores representam a média
+/- EPM do tempo (s) de execugdo do comportamento chewing like apresentado pelos animais em cada grupo, o nimero de animais de cada grupo
entre parénteses, onde * representa significancia estatistica comparado ao grupo controle e # em relagdo ao grupo da formalina 2,5% com p<0,05
nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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— Curva temporal do comportamento climbing analisado durante 7 dias

De uma forma geral, o comportamento climbing apresentou-se reduzido no
grupo do CFA até o 3° (18,12 +/- 5,84) e 4° dia (14 +/- 3,85) em relagédo ao controle
3° (26,12 +/- 6,33) e 4° dia (19,25 +/- 4,26); ao passo que a partir do 5° dia (11,75 +/-
2,66) apresentou uma tendéncia de aumento no tempo de execugdo desse
comportamento, permanecendo aumentado no 6° (17,25 +/- 4,19) e 7° dia (16,12 +/-
6,32) em relagdo ao controle, tendo como valores para 5° (9,25 +/- 5,93), 6° (11,62
+/- 3,75) e 7° dia (12,5 +/-3,17). Mas, esse comportamento mostrou-se
significativamento reduzido (p<0,05) no 1° (4,37 +/-1,7) e 2° dia (7,75 +/-5,03) no
grupo do CFA tanto em relagdo ao grupo controle 1° (18,5 +/- 5,88), 2 © (22,37 +/-
8,02) e ao grupo da formalina 2,5% 1° (13,83 +/- 3,8) e 2° dia (46,33 +/- 6,72). E
importante destacar que, no grupo da formalina 2,5%, esse comportamento
apresentou uma diferenca significativa (p<0,05) no 2° dia (46,33 +/- 6,72) quando
comparado ao grupo controle (22,37 +/- 8,02) (fig.4, tab.4).
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Figura 4. : Efeito da Solucdo salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o
comportamento climbing
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Curva temporal do comportamento climbing (subir em escada), analisado durante
7 dias, entre os grupos de animais tratados, na regiao da ATM, com unica inje¢cao
(50ul) de solugao salina fisiolégica 0,9% (n=8), formalina 2,5% (n=6) e CFA (n=8).
Os valores representam a média +/- EPM do comportamento climbing
apresentado pelos animais em cada grupo, onde * representa significaAncia em
relacéo ao controle e # representa significancia em relagdo ao grupo da formalina,
com p<0,05 nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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Tabela 4 - Efeito da solucao salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o comportamento climbing

DIA
GRUPO 10 2° 3° 4 50 6° 7°
CONTROLE 18,5+58(8)  [22,37+8(8) 26,12+6,3(8) [1925+4,2(8) [925+59(8) |11,62+3,7(8) [12,5+3,1(8)
FORMALINA2,5% [13,83+3,8(6) |46,33+6,7(6)* [34,33+10(6) [3533+10,5(6) |17,5+4,8(6) [13,16+6(6) |33,66 10,5 (6)

CFA

4,37 £ 1,7 (8) *#

7,7+5 (8)*#

18,12 £ 5,8 (8)

14+ 3,8 (8)

11,75 £ 2,6 (8)

17,25 £ 4,1 (8)

16,12 £ 6,3 (8)

Ratos Wistar (180 - 300g) foram tratados com uma unica dose (50 pl) de solucéo salina 0,9%,formalina 2,5% e CFA. Os valores representam a média
+/- EPM do tempo (s) de execugao do comportamento climbing apresentado pelos animais em cada grupo, o numero de animais de cada grupo
entre parénteses, onde * representa significancia estatistica comparado ao grupo controle e # em relagdo ao grupo da formalina 2,5% com p<0,05
nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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—Curva temporal do comportamento freezing analisado durante 7 dias

O CFA apresentou em seu grupo de animais um tempo de execugao superior
do comportamento de aparente congelamento, ou, freezing, destacado no 1° (812,38
+/- 100,07) e 2° dia (708,75 +/- 128,85) em relagdo grupo da formalina 2,5% 1°
(441,67) e 2° dia (202,33 +/- 66,86); no 4° dia o CFA (308,25 +/- 46,59) em relacao
ao grupo controle (142 +/- 44,62) e 5° dia, O CFA apresentou um aumento
significativo (p<0,05) (380,38 +/- 81,77) em relagdo ao grupo controle (125,38 +/-
22,12) e a formalina 2,5% (121,17 +/- 22,63). No 3° 6° e 7° dias ndao ocorreram

alteracbes comportamentais significativas (fig.5, tab.5).
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Figura 5. : Efeito da Solucdo salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o
comportamento freezing
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Curva temporal do comportamento freezing (congelar-se), analisado durante 7
dias, entre os grupos de animais tratados, na regiao da ATM, com unica injegcao
(50ul) de solugao salina fisiolégica 0,9% (n=8), formalina 2,5% (n=6) e CFA (n=8).
Os valores representam a média +/- EPM do comportamento freezing apresentado
pelos animais em cada grupo, onde * representa significAncia em relacédo ao
controle e # representa significAncia em relacdo ao grupo da formalina, com
p<0,05 nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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Tabela 5 - Efeito da solucao salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o comportamento freezing

DIA
GRUPO 10 2° 30 4 50 6° 7°
CONTROLE 772,88 +91,3(8) [538,25+ 61,2 (8) (287,38 +86,4 (8)[142+44,6(8)  [12538+22,1(8) [213+49,3(8) |203,38 + 48(8)

FORMALINA 2,5%

438,33 + 97,4 (6)

202,33+ 66,8 (6)

4135+ 84,2(6)

404,83 + 33,4 (6)

121,17+ 22,6 (6)

144,83 + 42,8 (6)

211,17 + 80,5(6)

CFA

812,38 + 100 (8)#

708,75+128,8 (8)#

515,25+ 79,4 (8)

308,25 + 46,5 (8)

380,38 + 81,7(8)*#

271,75+ 52,5 (8)

172,63 + 32,3 (8)

Ratos Wistar (180 - 300g) foram tratados com uma unica dose (50 pl) de solucéo salina 0,9%,formalina 2,5% e CFA. Os valores representam a média
+/- EPM do tempo (s) de execugao do comportamento freezing apresentado pelos animais em cada grupo, o nimero de animais de cada grupo
entre parénteses, onde * representa significancia estatistica comparado ao grupo controle e # em relagdo ao grupo da formalina 2,5% com p<0,05
nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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— Curva temporal do comportamento rest/sleeping analisado durante 7 dias

O tempo de descanso e sono dos animais ndo apresentou mudangas
significativas no 1° dia nem no CFA (279,13 +/- 107,05), formalina 2,5% (323,5 +/-
162,86) e controle (168,88 +/- 44,17). No 2° dia, houve uma reducgao significativa do
sleeping no grupo da formalina (58,83 +/- 58,83) em relagdo ao grupo controle
(280,38 +/- 98,41). A partir do 3° dia de observacdo desse comportamento houve
uma redugao significativa no grupo do CFA (69,37 +/- 33,62) tanto em relagdo ao
grupo controle (427,13 +/- 141,46) e a formalina 2,5% (317,83 +/- 97,91). No 4° ndo
houve alteragdo significante, porem reduzido com o CFA (180,75 +/- 64,81)
comparado ao controle (564,38 +/- 209,03) e a formalina (423,33 +/- 77,36). Ocorreu
ainda, no 5° dia, uma significativa redu¢ado no tempo de descanso e sono no grupo
de animais com CFA (332,38 +/- 161,51) em relacédo ao controle (703,75 +/- 164,49)
e ao grupo da formalina (902,83 +/- 178,4). No 6° dia, o sleeping destaca redugao no
tempo de execugdo no grupo de animais do CFA (239,88 +/- 98,73) em relagdo a
formalina (1092,5 +/- 220,14) e ao controle (974,63 +/- 108,03). No ultimo dia de
observagao, no 7° dia, o comportamento permaneceu reduzido no grupo do CFA
(496,75 +/- 180,84) comparado ao grupo controle (554,38 +/- 166,39) e ao grupo da
formalina (733,33 +/- 244,35).(fig.6, tab.6).
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Figura 6. : Efeito da Solucdo salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o
comportamento sleeping
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Curva temporal do comportamento sleeping (dormir/descangar), analisado durante
7 dias, entre os grupos de animais tratados, na regiao da ATM, com unica inje¢cao
(50ul) de solugao salina fisiolégica 0,9% (n=8), formalina 2,5% (n=6) e CFA (n=8).
Os valores representam a média +/- EPM do comportamento sleeping
apresentado pelos animais em cada grupo, onde * representa significaAncia em
relacéo ao controle e # representa significancia em relagdo ao grupo da formalina,
com p<0,05 nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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Tabela 6 - Efeito da solucéo salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o comportamento sleeping

DIA

GRUPO

10

20

30

4°

50

60

70

CONTROLE

168,88 + 44,1 (80

280,38 + 98,4(8)

427,13 £141,4(8)

564,38 + 209(8)

703,75 +164,4(8)

974,63 + 108 (8)

554,38 + 180,8(8)

FORMALINA 2,5%

323,5 + 162,8 (6)

58,83 + 58,8(6)

317,83 + 97,9(6)

423,33 + 77,3(6)

902,83 +178,4(6)

1092,5 + 220,1(6)

773,33 + 244,3(8)

CFA

279,13 £ 107(8)

259,38 + 91,5(8)#

69,37 + 33,6 (8)*#

180,75 + 64,8(8)*

332,38 +161,5(8)#

239,88 + 98,7(8)"#

496,75 + 180,8(8)

Ratos Wistar (180 - 300g) foram tratados com uma unica dose (50 pl) de solucéo salina 0,9%,formalina 2,5% e CFA. Os valores representam a média
+/- EPM do tempo (s) de execugédo do comportamento sleeping apresentado pelos animais em cada grupo, 0 numero de animais de cada grupo

entre parénteses, onde * representa significancia estatistica comparado ao grupo controle e # em relagdo ao grupo da formalina 2,5% com p<0,05
nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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— Curva temporal do comportamento grooming analisado durante 7 dias

O comportamento de limpar-se ou grooming apresentou significativo (p<0,05)
aumento no seu tempo de execugao no 1° (169,33 +/-29,5) e 2° (207 +/- 52,52) dia
no grupo da formalina 2,5% comparado ao grupo do CFA 1° (77 +/- 22,55) e 2°
(79,25 +/- 17,98) dia e ao grupo controle 1° (76,12 +/- 20,45) e 2° (77,62 +/- 23,03)
dia. A atividade do CFA em alterar o comportamento de limpar-se foi destacada
significativamente (p<0,05) no 4° dia (169,75 +/- 20,22) tanto em relagéo a formalina
25% (116,5 +/- 18,96) e ao grupo controle (101,5 +/- 17,57) e permanece
aumentado, mas sem significado estatistico no 5 ° (122,25 +/- 26,33) e 6° dia
(110,25 +/- 15,77) (fig.7, tab.7).
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Figura 7. : Efeito da Solucdo salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o
comportamento grooming
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Curva temporal do comportamento grooming (limpar-se) entre os grupos de
animais tratados, na regido da ATM, com unica injegao (50ul) de solugéo salina
fisiolégica 0,9% (n=8), formalina 2,5% (n=6) e CFA (n=8). Os valores representam
a média +/- EPM do comportamento grooming apresentado pelos animais em
cada grupo, onde * representa significancia em relagdo ao controle, com p<0,05
nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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Tabela 7 - Efeito da solucao salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o comportamento grooming

DIA
GRUPO 1° 2° 3° 4 50 6° 7°
CONTROLE 76,12+20,4 (8) |77,62+23(8) |[13563+21,5(8) [101,5+17,5(8) |94,87 +23,8(8) [72,87 +16,1(8) [113 £20,8 (8)
FORMALINA 2,5% [169,3 +29,5(6) * [207 +52,5(6)* [130,33+29,7 (6) [116,5+ 18,9 (6) |74 + 28,2 (6) 67,5+ 19,7 (6) (95,66 + 33,9(6)

CFA

77+ 22,5 (8)

79,25+ 17,9 (8)

139,38 + 17,7 (8)

169,75 + 20,2 (8) *

122,25 + 26,3 (8)

110,25 + 15,7(8)

81,37 + 19,7(8)

Ratos Wistar (180 - 300g) foram tratados com uma unica dose (50 pl) de solugédo salina 0,9%,formalina 2,5% e CFA. Os valores representam a média
+/- EPM do tempo (s) de execugdo do comportamento grooming apresentado pelos animais em cada grupo, o numero de animais de cada grupo
entre parénteses, onde * representa significancia estatistica comparado ao grupo controle e p<0,05 nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann

Whitney U teste.
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— Curva temporal do comportamento licking analisado durante 7 dias

O comportamento de lamber-se ou licking, ndo apresentou alteragdes
comportamentais significantes até o 4° dia nos trés grupos experimentais. No 5° dia,
o grupo do CFA (98,37 +/- 24,39) destacou alteracdes siginificativas (p<0,05) desse
comportamento em relagdo a formalina 2,5% (15 +/- 5,63). No 6° dia, o CFA também
evidenciou uma significativa (p<0,05) diferenga (136,13 +/- 31,66) em relagdo ao
grupo da formalina (25,16 +/- 7,52) e ao controle (73,5 +/- 21,35). A formalina
demonstrou diferenca significativa (p<0,05) na reducao desse comportamento no 6°
dia (25,16 +/- 7,52) em relacdo ao grupo CFA (136,13 +/- 31,66) e no 7° dia, a
formalina também reduziu o tempo de execugado (34,83 +/- 15,26) em relagdo ao
CFA (93,37 +/- 26,53) e ao controle (127,5 +/- 27,08) (fig.8, tab.8).
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Figura 8. : Efeito da Solucdo salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o
comportamento licking
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Curva temporal do comportamento licking (lamber-se), analisado durante 7 dias,
entre os grupos de animais tratados, na regido da ATM, com unica injecao (50ul)
de solugéo salina fisiolégica 0,9% (n=8), formalina 2,5% (n=6) e CFA (n=8). Os
valores representam a média +/- EPM do comportamento licking apresentado
pelos animais em cada grupo, onde * representa significAncia em relacédo ao
controle e # representa significAncia em relacdo ao grupo da formalina, com
p<0,05 nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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Tabela 8 - Efeito da solucao salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o comportamento licking

DIA

GRUPO 10 2° 30 4 50 6° 7°
CONTROLE 54,62+ 15(8) [79,75+30,8 (8) 92,5 +22,9 (8) |104,63 +27,7 (8) [109,5+33,1(8) [73,5+21,3 (8) 127,5 £ 27 (8)
FORMALINA 2,5% (69,33 +27,2(6) [30,83+ 9(6) [555+19,2(6) [38,5+13,8(6) [15+5,6 (6) 25,16 + 7,5 (6) 34,83 + 15,2 (6)

CFA

53,12 + 20,6 (8)

50,87 + 18,3 (8)

96 + 26,2(8)

70 + 19,7 (8)

98,37 + 24,3 (8)#

136,13 + 31,6 (8)#

93,37 + 26,5(8)

Ratos Wistar (180 - 300g) foram tratados com uma unica dose (50 pl) de solucéo salina 0,9%,formalina 2,5% e CFA. Os valores representam a média
+/- EPM do tempo (s) de execug¢ao do comportamento licking apresentado pelos animais em cada grupo, o numero de animais de cada grupo entre
parénteses, onde # representa significAncia estatistica do grupo do CFA comparado ao grupo formalina 2,5% e p<0,05 nos testes t - Student-
Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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— Curva temporal do comportamento scratching analisado durante 7 dias

O comportamento scratching foi significativamente (p<0,05) aumentado no 1°
dia no grupo da formalina 2,5% (28 +/-11,14) comparado ao grupo do CFA (2,37 +/-
0,86) e ao grupo controle (2 +/- 0,9). Esse comportamento também apresentou um
significativo (p<0,05) aumento no grupo do CFA no 6° (13 +/- 3,15) e no 7 ° dia (8,37
+/- 1,72) em relagédo formalina 2,5% no 6° (1 +/- 0,63) e 7° dia (1,33 +/- 0,84). Nos
outros dias de analise comportamental ndo houve alteragéo significativa importante
(fig.9, tab.9).
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Figura 9. : Efeito da Solucédo salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o
comportamento scratching

3 —— CONTRCLE
ccéa 45 -

ng 40 - —m— FORMALINA
@ o5 - 2 59,

o —i— CFA

3 30 -

= 25 -

e

o 20 A

®

> 15 4

\({)/

o 10 4

= 5 -

()]

- D | | | | | | | 1

dias

Curva temporal do comportamento scratching (cogar-se), analisado durante 7
dias, entre os grupos de animais tratados, na regiao da ATM, com unica injegcao
(50ul) de solugao salina fisiolégica 0,9% (n=8), formalina 2,5% (n=6) e CFA (n=8).
Os valores representam a média +/- EPM do comportamento scratching
apresentado pelos animais em cada grupo, onde * representa significaAncia em
relacéo ao controle e # representa significancia em relagdo ao grupo da formalina,
com p<0,05 nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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Tabela 9 - Efeito da solugéo salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o comportamento scratching

DIA
GRUPO 1° 2° 3° 4° 50 6° 7°
CONTROLE 2+0,9(8) 8,5+ 2 (8) 912+21(8) 1425+12(8) |11,75+6,6(8) |10,12+57(8) [7,87 +2,1(8)
FORMALINA25%  [28+11,1(6)* [1,83+0,8(6) [6+2,1(6) 45+13(6) [1+04(6) 1+0,6 () 1,33+ 0,8 (6)
CFA 237+08(8) [237+1,7(8) [14,37+6,8(8) [7,62+3,4(8) [7,5+3(8) 13+£31(8)#  [8,37+1,7(8)

Ratos Wistar (180 - 300g) foram tratados com uma unica dose (50 pl) de solucéo salina 0,9%,formalina 2,5% e CFA. Os valores representam a média
+/- EPM do tempo (s) de execugao do comportamento scratching apresentado pelos animais em cada grupo, o nimero de animais de cada grupo
entre parénteses, onde * representa significancia estatistica do grupo da formalina 2,5% comparado ao grupo do CFA e ao controle e # representa
significancia estatistica do grupo com CFA em relacao a formalina 2,5% com p<0,05 nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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— Curva temporal do comportamento biting analisado durante 7 dias

Avaliando a curva temporal do comportamento biting ou morder-se,
observamos que ha uma ampla variagdo no padrdao de execucdo desse
comportamento nos trés grupos experimentais, sem destaca-lo significativamente

(p<0,05) em nenhum dos dias observados (fig.10, tab.10).
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Figura 10. : Efeito da Solucao salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o
comportamento biting

—+— CONTROLE

——F ORMALIMNA
2.5%

—— CFA

tempo (seg/30 min. de observacao)

Curva temporal do comportamento biting (morder-se), analisado durante 7 dias,
entre os grupos de animais tratados, na regido da ATM, com unica injecao (50ul)
de solugéo salina fisiolégica 0,9% (n=8), formalina 2,5% (n=6) e CFA (n=8). Os
valores representam a média +/- EPM do comportamento biting apresentado pelos
animais em cada grupo.
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Tabela 10 - Efeito da solucéo salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o comportamento biting

DIA
GRUPO 1° 2° 3° 4 50 6° 7°
CONTROLE 1,5+ 1,1(8) 862+44(8) [14+37(8) [11,25+54(8) [13,12+6,1(8) [27,25+11,6(8) [1525+5,9 (8)
FORMALINA2,5%  [0,33+0,33(6) [6,83+25(6) [12+87(6) [21,33+11,3(6) [0,83+0,83(6) [1,83+1,4(6) 13,83 £ 9,4 (6)
CFA 1+0,5(8) 775£33(8) [11,5+85(8) [21,37+7,8(8) [18,87+7,3(8) [23,62+10(8) 16 +5,2(8)

Ratos Wistar (180 - 300g) foram tratados com uma unica dose (50 pl) de solucéo salina 0,9%,formalina 2,5% e CFA. Os valores representam a média
+/- EPM do tempo (s) de execugdo do comportamento biting apresentado pelos animais em cada grupo, o numero de animais de cada grupo entre

parénteses.
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— Curva temporal do comportamento head fliches analisado durante 7 dias

Assim como, no padrdo de comportamentos biting, o movimento de sacudir a
cabeca ou head fliches também apresentou uma grande variagdo no seu tempo de
execucgao. Por isso, nao houve alteragao na apresentagado desse comportamento no
1°, 2°, 3°, 4°, 5° e 7° dia de observagdo. Entretanto, no 6° dia houve um significativo
aumento (p<0,05) desse comportamento no grupo do CFA (6,5 +/- 2,98) em relacéo
a formalina 2,5% (0,33 +/- 0) (fig.11, tab.11).
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Figura 11. : Efeito da Solucao salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o
comportamento head fliches
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Curva temporal do comportamento head fliches (sacudir cabega), analisado
durante 7 dias, entre os grupos de animais tratados, na regido da ATM, com unica
injecao (50ul) de solugéo salina fisioldgica 0,9% (n=8), formalina 2,5% (n=6) e CFA
(n=8). Os valores representam a média +/- EPM do comportamento head fliches
apresentado pelos animais em cada grupo, onde # representa significancia em
relacéo ao grupo da formalina, com p<0,05 no teste Mann Whitney U teste.
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Tabela 11 - Efeito da solucao salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA sobre o comportamento head fliches

DIA
GRUPO 1° 2° 3° 4° 50 6° 7°
CONTROLE 6,62+23(8) [687+287(8) [425+1,5(8) [537+19(8) [35+1,3(8) [55+23(8) 7,87 £2,8 (8)
FORMALINA2,5%  [7,83+2,9(6) [9+4,8(6) 7,33+4,9(6) [3+1,3(6) 1+0,8 (6) 0,33+0,21 (6) [2,16+ 1,2 (6)
CFA 783£29(8) 425+15(8) [262+0,9(8) |437+23(8) [7,12+25(8) [65+29 (8)# 7+2(8)

Ratos Wistar (180- 300g) foram tratados com uma unica dose (50 pl) de solugéo salina 0,9%, formalina 2,5% e CFA. Os valores representam a média
+/- EPM do tempo (s) de execug¢do do comportamento head fliches apresentado pelos animais em cada grupo, o nimero de animais de cada grupo
entre parénteses, onde # representa significancia estatistica do grupo do CFA comparado ao grupo formalina 2,5% e p<0,05 nos testes t - Student-

Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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3.2 - SUMARIO DAS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS

Diante dos resultados obtidos pela avaliagdo de todos os comportamentos
dos animais, listamos quatro comportamentos se destacaram significativamente
estastistico (p< 0,05) no grupo de ratos tratados com o CFA, tanto em relagao ao
grupo controle como também comparado ao grupo de animais tratados com
formalina 2,5%. A saber: chewing like (movimento de rotacdo da mandibula ou
mastigacao), rest/sleeping (descanso/sono), grooming (limpar-se) e freezing
(congelar-se). Contudo, além desses comportamentos, devemos listar alteragdes no
tempo de execucdo de outros comportamentos: sniffing (farejar), rearing (empinar-
se), climbing (subir escadas), licking (lamber-se), scratching (cogar-se) e head fliches
(sacudir a cabega) em relagdo ao grupo controle ou em relagédo ao grupo formalina
2,5%. O comportamento biting (morder-se) ndo apresentou significancia estatistica
embora demonstre um aumento no tempo de execugdo em relacdo grupo da
formalina 2,5%. Devemos ressaltar também, que a formalina 2,5% injetada na regi&do
da ATM dos ratos, alterou significativamente (p< 0,05) os comportamentos grooming
e scratching apresentados pelo seu grupo de animais tanto em relagdo ao CFA

quanto ao grupo salina fisioldgica ou grupo controle.

Do ponto de vista temporal, as modificagcbes significativas dos
comportamentos ocorreram no 3° e 6° dia (chewing like), no 3° dia (sleeping) e no 4°
dia apds a inoculagdo do CFA na regido da ATM (freezing e grooming). A formalina
destacou os comportamentos grooming e scratching ao 1 ° dia avaliado apés a

injecao desse agente algdgeno.
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3.3- ANALISE COMPARATIVA DA INTERFERENCIA DOS GRUPOS
CONTROLES SOBRE OS COMPORTAMENTOS AVALIADOS.

Na figura 12 observamos que houve uma reducgao significativa no tempo de
execugao do comportamento chewing like (p<0,05) no grupo normal (24,16 +/- 5,71)
comparado ao grupo controle com agulha sem solugao salina fisiologica (86,33 +/-

17,54) e ao grupo controle com agulha e solug&o salina fisiologica 0,9%.

A figura 13 e 14 mostram que ndo houve interferéncia significativa (p<0,05)

dos grupos controles sobre o comportamento rest/sleeping.e grooming

O comportamento freezing mostrou umna sensibilidade sobre o tempo de
execugcdo de seu comportamento comparando os grupos controles. Houve um
aumento significativo (p<0,05) desse comportamento no grupo controle agulha com
solugdo salina fisiolégica (772,88 +/- 91,33) e grupo onde foi inserida apenas a
agulha na regidao da ATM dos ratos (554,5 +/- 62,64) em relagdo ao grupo normal
(150,83 +/- 59,31) (fig.15).
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Figura 12.: Analise comparativa dos grupos controle experimentais em
relacdo ao comportamento chewing like alterado pela injecdo de CFA na
regidao da ATM de ratos.

160 1
)
§ 140 4
==
& 120 4
2]
]
© 100 A
o
£ 801
E
® 60 1
o
8 40
a
£ 20 A
&

|:‘|-

grupos experimentais

B Controle Solugio saling
O Controle Mormal

O Controle Agulha

Tempo de execugdo do comportamento chewing like (movimento de rotagdo da
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teste.
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Figura 13.: Analise comparativa dos grupos controle experimentais em
relagdo ao comportamento sleeping alterado pela injecdao de CFA na regiao

da ATM de ratos.
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sdo expresso em média +/- EPM.
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Figura 14.: Analise comparativa dos grupos controle experimentais em
relacdo ao comportamento grooming ou rubbing (cocar-se) alterado pela

injecdo de CFA naregido da ATM de ratos.

120 -
)
H o]
w100 -
=
L1 F)
a
2 g0 -
@
o
£ B0
=
(=]
2 40
L1 F)
2
a8 70 -
£
&

0

grupos experimentais

B Controle Saolugéio salina
@ Controle Narmal
O Contrale Agulha

Tempo de execugdo do comportamento grooming ou

rubbing (cogar-se)

observado durante 30 minutos nos grupos controle com solugdo salina, controle
normal e controle com inser¢cdo da agulha sem solugdo salina fisiolodgica 0,9%. Os
valores sao expresso em média +/- EPM.
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Figura 15.: Analise comparativa dos grupos controle experimentais em
relacdo ao comportamento freezing (congelar-se) alterado pela injecédo de
CFA naregido da ATM de ratos.
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Tempo de execucdo do comportamento freezing (congelar-se) observado durante
30 minutos nos grupos controle com solucéo salina, controle normal e controle com
insercao da agulha sem solugao salina fisioldgica 0,9%. Os valores sdo expresso
em média +/- EPM, * representa significancia estatistica, onde p<0,05 nos testes t-

Student-Newman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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3.4 - ABORDAGEM FARMACOLOGICA DOS COMPORTAMENTOS

Diante dos comportamentos destacados ao longo de sete dias de observagao
comportamental foram definidos grupos experimentais para a abordagem

farmacolégica do modelo experimental.

Esses grupos foram divididos de acordo com com o dia em que houve um
significativo aumento no tempo de execugao apos a injecdo de CFA, formalina 2,5%

comparado a solucgdo salina fisiologica.

Assim foram definidos os seguintes grupos experimentais:

§ Chewing like observado no 3° dia apds a injecao de CFA

§ Rest/ Sleeping observado no 3° dia apds a injegdo de CFA

§ Freezing observado ao 4° dia apos a injecdo de CFA

§ Grooming observado no 4° dia apés a injegdo de CFA

§ Grooming observado no 1° dia apds a injegao de formalina 2,5%.

§ Scratching observado no 1° dia apos a injecéo de formalina 2,5%.
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— Efeito da administracdo de morfina, indometacina e lidocaina sobre o

comportamento chewing like induzido pela CFA.

O comportamento chewing like (142,25 +/-14,94) (fig.12) induzido pelo CFA e
observado em nosso modelo ao 3° dia apresentou uma sensibilidade a acdo da
morfina (4mg/Kg) (31 +/- 12,18) e a indometacina (5 mg/Kg) (77,37 +/- 18).
Entretanto, a lidocaina ndo causou nenhum efeito sobre o tempo de execugao
chewing like (124,17 +/28,39) (fig.16, tab.12).
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Figura 16. : Efeito da morfina, indometacina e lidocaina sobre o
comportamento chewing-like no 3° dia apos injecdo de CFA (50ul)
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Tempo de execugdo do comportamento chewing-like (movimento de rotagdo da
mandibula ou mastigacdo) do grupo controle e CFA observado ao 3° dia apos a
injecdo, comparado com os grupos tratados com unica dose de: morfina v.o. (4
mg/Kg); lidocaina i.m. (0,4 ml) e indometacina v.o. (56 mg/Kg). Os valores estédo
expressos em média +/- EPM, * Representa significancia estatistica comparado ao
grupo CFA, onde p<0,05 nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U
teste.
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- Efeito da administracdo de morfina, indometacina e lidocaina sobre o

comportamento rest/sleeping induzido pela CFA.

A lidocaina aumentou significativamente o tempo de sono dos mesmos
animais desse grupo (428,67+/-129,91) (fig.13), assim como a indometacina
(5mg/Kg) (285,25 +/- 57,22) também apresentou significativo efeito analgésico
(fig.13) comparado ao grupo de animais onde foi injetado o CFA que nao recebeu
tratamento analgésico (69,37 +/- 33,62). Porém, a morfina (4mg/Kg) nessa dose e
sobre esse comportamento € mesmo tendo aumentado o tempo de sono (170,67 +/-
111,14), ndo apresentou significativamente agdo analgésica ou sedativa sobre o

tempo de sono dos animais (fig.17, tab.12).

105



Figura 17. : Efeito da morfina, indometacina e lidocaina sobre o
comportamento sleeping no 3° dia ap0ds injecdo de CFA (50ul)
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Tempo de execugdo do comportamento sleeping (dormir/descangar) do grupo
controle e CFA observado ao 3° dia apos a injegdo, comparado com 0S grupos
tratados com Unica dose de: morfina v.o. (4 mg/Kg); lidocaina i.m. (0,4 ml) e
indometacina v.o. (5 mg/Kg). Os valores estdo expressos em meédia +/- EPM. *
Representa significancia estatistica comparado ao grupo CFA, onde p<0,05 nos
testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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- Efeito da administracdo de morfina, indometacina e lidocaina sobre o

comportamento freezing induzido pela CFA.

O comportamento freezing (309,5 +/- 46,66) (fig.14) ndo demonstrou
significativa sensibilidade a nenhum dos analgésicos testados, porém a morfina
(195,88 +/- 53,74) e indometacina (221,83 +/- 124,61) demonstraram a capacidade
de reduzir o tempo de execugdo desse comportamento avaliado, ao passo que a
lidocaina n&o reduziu o tempo de freezing nesse grupo de animais (399,83 +/- 71,63)
(fig.18, tab.12).
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Figura 18. : Efeito da morfina, indometacina e lidocaina sobre o
comportamento freezing no 4° dia apos injecdo de CFA (50ul)
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grup os experimentais

Tempo de execugédo do comportamento freezing (congelar-se) do grupo controle e
CFA observado ao 4° dia apos a injegdo, comparado com os grupos tratados com
unica dose de: morfina v.o. (4 mg/Kg); lidocaina i.m. (0,4 ml) e indometacina v.o. (5
mg/Kg). Os valores estdo expressos em média +/- EPM. * Representa significancia
estatistica comparado ao grupo controle, onde p<0,05 nos testes t - Student-
Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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- Efeito da administracdo de morfina, indometacina e lidocaina sobre o
comportamento grooming induzido pela CFA.

O grooming desenvolvido pelos animais submetidos a acdo do CFA na ATM
avaliado ao 4 ° dia (169,75 +/- 20,22), foi reduzido significativamente por todos os
analgésicos testados, a saber: indometacina (5 mg/Kg) (112,17 +/- 37,72) ; morfina
(4mg/Kq) (87,87 +/- 10,62); lidocaina (105,17 +/- 21,45), chegando ao de tempo de
execugao desse comportamento apresentado no grupo de animais controle (101,5
+/- 17,57) (fig.19, tab.12).
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Figura 19. : Efeito da morfina, indometacina e lidocaina sobre o
comportamento grooming no 4° dia ap0s injecao de CFA (50ul)
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Tempo de execugao do comportamento grooming (limpar-se) do grupo controle e
CFA observado ao 4° dia ap0s a injecdo, comparado com os grupos tratados com
unica dose de: morfina v.o. (4 mg/Kg); lidocaina i.m. (0,4 ml) e indometacina v.o.
(5mg/Kg). Os valores estdo expressos em média +/- EPM. * Representa
significancia estatistica comparado ao grupo CFA, onde p<0,05 nos testes t -
Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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- Efeito da administracdo de morfina, indometacina e lidocaina sobre o

comportamento grooming induzido pela formalina 2,5%.

Todos os analgésicos testados também apresentaram seus efeitos sobre o
comportamento grooming ou rubbing produzido pela atividade algégena da formalina
2,5% na regidao da ATM desse grupo de animais (fig.16) (169,33+/- 29,5). A
indometacina reduziu o tempo de execugdo desse comportamento induzido pela
formalina 2,5% (96,66 +/-35,96), mas signifivamente a morfina (4mg/Kg) (73 +/-
14,68) e lidocaina (64,33 +/- 11,19) destacaram seus efeitos (fig.20, tab.13).
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Figura 20. : Efeito da morfina, indometacina e lidocaina sobre o
comportamento grooming no 1° dia apos injecao de formalina 2,5% (50pl).
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Tempo de execugao do comportamento grooming (limpar-se) do grupo controle e
formalina 2,5% observado por 30 minutos apds a injecdo, comparado com o0s
grupos tratados com unica dose de : morfina v.o. (4 mg/Kg); lidocaina i.m. (0,4 ml)
e indometacina v.o. (5 mg/Kg). Os valores estdo expressos em media +/- EPM. *
Representa significancia estatistica comparado ao grupo Formalina 2,5%, onde
p<0,05 nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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- Efeito da administracdo de morfina, indometacina e lidocaina sobre o
comportamento scratching induzido pela formalina 2,5%.

O comportamento scratching desenvovido por acdo da formalina 2,5% na
regido orofacial (28 +/- 11,14), apresentou uma redugédo extremamente significativa
sob a agao da lidocaina (3,33 +/- 0) e da morfina (0,83 +/- 0,83) (fig.17), atingindo os
mesmos limites demonstrados pelo grupo controle (2 +/- 0,9). O inibidor ndo seletivo
de COX, a indometacina, nessa dose (5 mg/Kg) ndo apresentou atividade sobre
esse comportamento (31,83 +/- 15,45) (fig.21, tab.13).
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Figura 21. : Efeito da morfina, indometacina e lidocaina sobre o
comportamento scratching no 1° dia ap6s injecdo de formalina 2,5% .
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Tempo de execugdo do comportamento scratching (limpar-se) do grupo controle e
formalina 2,5% observado por 30 minutos apds a injecdo, comparado com o0s
grupos tratados com unica dose de : morfina v.o. (4 mg/Kg); lidocaina i.m. (0,4 ml)
e indometacina v.o. (5 mg/Kg). Os valores estdo expressos em media +/- EPM. *
Representa significancia estatistica comparado ao grupo da Formalina 2,5%, onde
p<0,05 nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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3.5-SUMARIO DOS RESULTADOS FARMACOLOGICOS

Em resumo, os comportamentos induzidos pela administracdo do CFA que
foram influenciados farmacologicamente foram: chewing like ((morfina (4mg/Kg, v.0.)
e indometacina (5mg/Kg, v.0.)); sleeping ((lidocaina i.m. e indometacina (5mg/Kg,
v.0.)) ao 3° apds a injecdo de CFA e grooming ((morfina (4mg/Kg, v.0.) e

indometacina (5 mg/Kg, v.0.)) no 4° dia ap6s o tratamento com CFA (tab.12)

O comportamento grooming induzido pela formalina 2,5% apresentou
sensibilidade a atividade analgésica da morfina (4mg/Kg, v.0.) e a lidocaina (i.m.),
enquanto que o scratching desenvolvido pela formalina 2,5% na ATM no 1° dia, foi
reduzido pela agdo da morfina (4mg/Kg, v.0.) e pela lidocaina intramuscular (tabela
13).

E importante destacar que os outros comportamentos ndo foram alterados
pela atividade analgésica da indometacina (5mg/Kg, v.0.); morfina (4mg/Kg v.o.) ou

lidocaina nem no 1°, 3° ou 4° dia ap0s a injecdo dos agentes irritantes.
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Tabela 12 - Efeito da morfina, indometacina e lidocaina sobre os comportamento alterados pela formalina

comportamento controle formalina morfina indometacina lidocaina
scratching 2,00 +/- 0,90 28,0 +/- 11,1 0,83 +/-0,83 * 31,8 +/-15,4 3,33+/-2,6*
grooming 76,12 +/- 20,4 169,3 +/- 29,5 73,0 +/-14,6 * 96,6 +/- 35,9 64,3 +/-11,1°*

Ratos tratados com morfina (4mg/Kg), indometacina (5mg/Kg) administradas 30 minutos antes da observagdo, lidocaina (0,4 ml)
administrada imediatamente antes da avaliacdo. O numero de animais em cada grupo (n=6), os valores foram representados pela média
+/- EPM do numero de animais de cada grupo. Para analise estatistica foram usados os testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney

U teste. * Representa diferenga estatistica (p<0,05) entre o grupo da formalina e grupo com tratamento analgésico.
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Tabela 13 - Efeito da morfina, indometacina e lidocaina sobre os comportamento alterados pelo CFA

comportamento controle CFA morfina indometacina lidocaina
chewing like 68,75 +/- 9,4 142,25 +/- 14,94 31,00 +/- 12,18 * 77,37 +/-18,00 * 124,17 +/- 28,39
sleeping 427,13 +/- 141,4 69,37 +/- 33,60 170,67 +/- 111,10 285,2 +/- 57,20 * 428,6 +/- 129,90 *
freezing 142,00 +/- 44,6 308,20 +/- 46,50 195,8 +/- 53,70 221,8 +/- 124,60 399,8 +/- 71,60
grooming 101,50 +/- 17,5 179,70 +/- 20,20 87,8 +/- 10,60 * 112,1 +/- 37,70 105,1 +/- 21,40 *

Ratos tratados com morfina (4mg/Kg), indometacina (5mg/Kg) administradas 30 minutos antes da observacgao, lidocaina (0,4 ml) administrada
imediatamente antes da avaliagdo. O numero de animais em cada grupo (n=8), os valores foram representados pela média +/- EPM do numero
de animais de cada grupo. Para analise estatistica foram usados os testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste. * Representa

diferenca estatistica (p<0,05) entre o grupo CFA e o grupo que recebeu tratamento analgésico.
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3.6- PESO CORPORAL DOS ANIMAIS

Fazendo uma analise comparativa da perda de peso dos animais que
sofreram lesdes da regido da ATM. Observamos que o grupo de animais submetidos
a solugdo salina e CFA na regido orofacial ndo apresentaram uma diferenca
significativa entre os valores de peso obtidos no 1° dia do experimento (332,33+/-
16,57) e os valores resultantes ao 7° dia apds a lesao (336 +/- 14). Demonstrando
uma inabilidade do CFA em diminuir a frequéncia de alimentacdo dos animais. Por
outro lado, a formalina apresentou capacidade (p < 0,05) significativa em diminuir o
peso em seu grupo de animais, demonstrado pela diferenga entre o peso inicial
registrado (314,5 +/- 4,06) e peso final (298,17 +/- 2,38) comparado com 0 grupo
controle que apresentaram um peso inicial (362+/- 17,48) e peso final (354+/- 17,48)
e com o grupo do CFA (fig.22, tab.14).

118



Figura 22. : Efeito da solucéo salina fisiologica 0,9%, CFA e formalina 2,5%
sobre peso corporal dos animais.
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Avaliagcado da alteragcao de peso em gramas no grupos experimentais apds injecao
de 50ul de solugéo salina fisiologica, CFA e solugédo de formalina 2,5% na regiao
da ATM de ratos. * Representa diferenga significante entre o peso inicial e peso
final, onde p<0,05 nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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Tabela 14 - Efeito da solucao salina fisiologica 0,9%, CFA e formalina 2,5% sobre peso corporal dos animais.

GRUPO peso inicial peso final
Controle 362 +/- 17,4 (8) 354 +/- 17,13 (8)
CFA 332,33 +/- 16,5 (8) 336 +/- 14 (8)

Formalina 2,5%

314,5 +/- 4 (6)

298,17+/- 2,3 (6) *

Avaliacao da perda de peso (g) nos grupos experimentais apos injegao de 50 ul de solugao salina fisiologica (controle ), CFA e solugéo de formalina
2,5 % na regiao da ATM de ratos.Os valores representam a média +/- EPM entre parénteses. * Representa diferenga significante entre o peso inicaial
e o peso final, onde p< 0,05 nos testes t - Student-Neuman-Keuls e Mann Whitney U teste.
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3.7- ANALISE HISTOLOGICA

A avaliagédo histopatoldgica da regido articular e periarticular da ATM dos
ratos onde foi injetada solugao salina 0,9% demonstra sessdes representadas por
musculo esquelético e tecido conjuntivo denso modelado (fig.23a e 23 b) e tecido

osseo (fig.20) sem alteragdes inflamatérias ou em tecido hematopético

No grupo onde foi injetada formalina 2,5%, observa-se infiltrado inflamatdrio
linfocitario com focos no musculo esquelético (musculo masseter) (fig.23 c) e no

peridsteo da ATM e tecido medular hematopoético sem alteragoes.

A ATM de ratos tratados com CFA apresenta alteragdes inflamatorias
linfomononuclear no intesticio ou no citoplasma das fibras musculares (fig.23d e
23e), além de alteragbes degenerativas das mesmas e pequeno infiltrado
inflamatodrio periarticular. Véem-se também trechos de tecido 6ésseo com medula

hematopoética sem alteragdes.
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Figura 23: Avaliacdo histopatoldgica da regido articular e periarticular da ATM
de ratos.

a : Seccdo do musculo masseter (corado por HE) do grupo de animais tratados com solucéo

salina fisiologica 0,9%. Notar auséncia de altera¢des inflamatérias nas fibras musculares.

b : Seccdo do ramo mandibular (corado por HE) do grupo de animais tratados com solug&o

salina fisioldgica 0,9%. Notar auséncia de alteragdes no peridsteo e tecido hematopoetico.

C : Seccédo do musculo masseter (corado por HE) do grupo de animais tratados com solucéo

formalina 2,5%. Notar presencar de alteracdes inflamatorias nas fibras musculares.

d : Seccdo do musculo masseter (corado por HE) do grupo de animais tratados com CFA.

Notar presenca de altera¢8es inflamatorias degenerativas das fibras musculares.

€ : Seccdo da mandibula (corado por HE) do grupo de animais tratados com CFA. Notar

presenca de alteragdes inflamatdrias no peridsteo, sem alteragdes na medula 6ssea.
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IV - DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi elaborar um modelo de inflamagéo na
regido da articulagdo temporomandibular de ratos, correlacionado-o com
padrées comportamentais alterados por injecdo de Adjuvante Completo de

Freund na regi&o periarticular.

Um dos principais aspectos relevantes em nosso trabalho foi o de
proprocionar um estudo experimental utilizando um estimulo nociceptivo com
caracteristicas de inflamacéao crénica na regido da ATM, pois as desordens da
ATM e regido orofacial envolvem um componente inflamatério ou trauma
cronico (sessle, 2000). Além disso, nao existem trabalhos envolvendo a relagéo

entre a dor orofacial crobnica e comportamentos espontaneos.

Lesdo na juncdo temporomandibular (ATM) pode causar reagao
inflamatdria nos tecidos circunvizinhos e regido intracapsular. Esse processo
inflamatdrio envolve a mobilizacdo de mecanismos de defesa, que ocorrem
tanto efeitos locais como sistémicos e podem incluir mudancgas
comportamentais e funcionais para regeneragéo e reparo dos tecidos. (Harper

e colaboradores, 2001).

As desordens temporomandibulares resultam em uma variedade de
sintomas incluindo dor persistente em areas da mandibula e regido orofacial. A
severidade da dor pode ser resultado de alteragbes neuroplasticas no SNC

apos lesdes em tecidos periféricos (Dubner, 1991).

Estudo em modelo animal de dor persistente no plano medular espinhal
indicam que lesbes em tecidos periféricos induzem a um estado de
hiperexcitabilidade que participa no desenvolvimento de dor persistente e
hiperalgesia (Dubner, 1991). Isso tem sido demonstrado que dor persistente na
regido orofacial levam a um similar estado de hiperexcitabilidade no sistema

trigeminal.
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O CFA tem sido utilizado como um agente indutor de inflamacéo e
hiperalgesia na pata de ratos. (Ladarola e colaboradores, 1988; Stein e
colaboradores,1988). Seguindo o mesmo principio, Zhou e colaboradores
(1999) o utilizaram na regido da ATM em modelo adaptado para regido
orofacial (Imbe e colaboradores, 1999), para produzir inflamagdo e
hiperalgesia. Dor originada de tecidos em regibes como a ATM tem
caracteristicas de hiperalgesia persistente e leva a forte hiperexcitabilidade de

neurénios do corno medular dorsal (MDR) (lwata, 1999).

A injecdo de CFA no espacgo superior da ATM de ratos resulta em
profunda resposta inflamatoria que pode se estende por 2 semanas (Imbe e
colaboradores, 2001); 6 semanas (Harper e colaboradores, 2001), seguindo um
padrdao semalhante ao encontrado na estimulagdo com CFA e carragenina na
pata de ratos, onde o edema e hiperalgesia sao evidenciados (Dubner e Ren,
2004).

Desordens na jungdo temporomandibular frequentemente envolvem
componente inflamatério (Goulet e colaboradores, 1995). Mudangas na
articulagdo por indugcdo de inflamagdo aguda tém sido extensivamente
estudadas e entre esses trabalhos Samsam e colaboradores (1999) relatam
que a inflamacdo na articulacdo temporomandibular leva a produgao de
substancias pro-inflamatodrias, incluindo taquicininas como a substancia P e
peptideos como CGRP (Carleson e colaboradores, 1997; Spears e

colaboradores, 1998).

A citocina IL-1 beta tem sido implicada como o maior mediador
inflamat6ério em uma variedade de condigdes patoldégicas como artrite
reumatdide e doencgas inflamatdrias intestinais. Pacientes com desordens
temporomandibulares mostram uma alta incidéncia dos niveis de IL-1 beta no

fluido sinovial (Harper e colaboradores, 2000).

Essas citocinas demonstram uma atividade tempo e dose dependente,
pois Harper e colaboradores (2001) demonstraram, por injecao de CFA na ATM
de ratos, um incremento dose-dependente de IL-1 beta nas doses de 10, 25 e

50 microgramas, em que 0s niveis se apresentaram significativamente altos na
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dose de 50 microgramas de CFA. Kerins e colaboradores (2003) verificaram
que 48 horas apos injegao de CFA na ATM niveis de IL-1 beta foram mais
significativos que os niveis dessa citocina no grupo onde foi injetada solugéo

salina fisioldgica.

Spears e colaboradores (2003) descrevem que a indugao de inflamacgao
aguda na ATM de ratos resulta em incremento na concentracdo de TNF-ALFA.
Além disso, esse aumento promove o0 aparecimento de outras citocinas pro-

inflamatorias como IL-1 beta e Fator de crescimento do nervo (NGF).

Modelos experimentais de artrite tém avaliado os estagios do processo
inflamatorio e estudos tém documentado mudangas morfolégicas na membrana
sinovial (Nozawa-lnoue e colaboradores, 1998) ou no tecido periarticular

(Kapila & Xie, 1998) apos indugao de artrite experimental na ATM de animais.

Elvire e colaboradores (2001) investigando o efeito do processo
degenerativo na cartilagem demonstraram que a irritagcdo por CFA nas fibras
nervosas promove mudancas na producdo de PGEs e essa alteracdo na
sintese foi prevenida por antagonista de receptor para substéncia P, sugerindo

o envolvimento desse componente neurogénico nesse tipo de lesao.

Outros autores tentaram caracterizar o papel dos diferentes marcadores
neuroquimicos possivelmente associados com desordens
temporomandibulares  dolorosas, como a serotonina, histamina,
prostaglandinas e fator de crescimento do nervo (NGF) na manutencao dessas

condigdes dolorosas (Kopp, 2001).

Em estudo avaliando a expressao do receptor da substancia P sob acao
do CFA injetado em patas de ratos e sua internalizacao em dor aguda em curto
prazo (monoartrite)(3 dias) e longo prazo (poliartrite)(21 dias) observou-se uma
up-regulation do receptor para substancia P em neurbnios da lamina | da
medula espinhal no grupo tratado a longo prazo destacando a participagao da

substancia P no processo da nocicepgéo (Honoré e colaboradores, 1999).

Neuropeptideos como CGRP e SP estdo diretamente envolvidos na

inflamacdo neurogénica da articulagdo temporomandibular (Holmund e
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colaboradores, 1991). Carleson e colaboradores (1997) relataram a fungéao do
CGRP como mediador e modulador do processo inflamatério e verificaram um
incremento desse neuropeptideo no fluido sinovial da ATM de ratos inoculados
com CFA. Estudos mostram que os neuropeptideos estdo amplamente
relacionados com a transmissao do estimulo doloroso das vias nociceptivas da

articulacdo temporomandibular.

A inflamacgéao e hiperalgesia estdo associadas com mudangas na medula
espinhal (Dubner & Ruda, 1992). Evidéncias indicam que o desenvolvimento da
hiperexcitabilidade espinhal e dor persistente envolvem a ativagcédo de
receptores NMDA (Ren e colaboradores, 1992). O glutamato esta colocalizado
com a substancia P em aferentes terminais primarios (De Biasi e Rustioni,
1988) e é liberado dentro da medula apds ativacao de receptores periféricos
(Sluka e colaboradores, 1994). Guo e colaboradores (2002) mostraram um
aumento dos niveis de receptor de NMDA (up-regulation) no corno dorsal da
medula espinhal em modelo de inflamagdo e correlacionaram este receptor
com o desenvolvimento da inflamagdo e hiperalgesia induzida por injecéao

intraplantar de CFA.

Lawand e colaboradores (1997) estudaram o envolvimento desses
aminoacidos excitatorios na transmissao da nocicepcao periférica em ratos
demonstrando o potencial papel dos receptores NMDA e n&o-NMDA na
transmissao nociceptiva. Uma vez que as respostas mediadas por receptores
NMDA séao lentas e duraveis (Forsythe e Westbrook, 1988), uma consequéncia
da acentuagao da resposta em neurbnios de ratos tratados com CFA é um
longo potencial excitatorio pds sinaptico via medula espinhal. O receptor NMDA
ativado tem um papel importante no desenvolvimento e na manutengdo da
hiperexcitabiliade central apds lesdo (Ren e colaboradores, 1992). A ativacéo
da proteina fos trigeminal apds estimulos nocivos é atenuada por antagonistas
de receptor NMDA (Mitsikostas e colaboradores, 1998), sugerindo uma relagao

do receptor NMDA com a sensibilizagdo centrall trigeminal.

Zhou e colaboradores (1999) assim como Imbe e colaboradores (2001)
relatam a diferengca entre a injecdo de CFA em tecidos superficiais (tecido

perioral) e profundos (ATM) que resultam em comportamento de hiperalgesia e
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alodinia (Dubner e Ren, 2004) com pico de 4-24 horas e persisténcia por duas
semanas. Comparando a injecdo cutdnea com a administragao intra-articular
de CFA, foi relatado que a injecao intra-articulara) desenvolve uma inflamagéao
associada com seletiva up-regulation de preprodinorfina no complexo espinhal
trigeminal, além de uma acentuada hiperexcitabilidade no corno dorsal da
medula espinhal e grande expressdao da proteina fos, um marcador de
atividade neuronal. Um incremento da atividade nas fibras C da ATM apés a
inflamacédo e forte ativagdo neuronal central pode iniciar hiperexcitabilidade
central e contribuir para dor persistente associada com desordens
temporomandibulares. Ro (2003) e Guo e colaboradores (2002) relataram a
contribuicdo de receptores NMDA na nocicepg¢ao craniofacial e na formagao do

edema apos inflamacgao persistente com CFA.

Esses mediadores contribuem para um incremento na excitabilidade de
neurdnios no corno dorsal da medula espinhal, levando ao que chamamos de

sensibilizagao central (Dubner e Ruda, 1992).

Esses estudos mostram que o CFA promove hiperalgesia através de
marcantes alteracdes que vao desde elevacao das principais citocinas IL-beta,
TNF-alfa, NGF, substancia P e CGRP tanto localmente levando a uma
sensibilizagado periférica, tanto no SNC, passando por nucleo trigeminal,
aumentando a expressao da proteina fos também na medula espinhal e areas

cerebrais.

Nosso trabalho sugere que ha uma relagdo entre essas alteragbes
promovidas pelo potencial inflamatério do CFA intra-articular facial e baseada
em estudos prévios, correlaciona-o com as mudangas comportamentais

observadas ao longo do experimento.

De Castro-Costa e colaboradores (1987) em modelo de poliartrite com
CFA relata decréscimo no tempo de execugdo dos comportamentos: rearing
(empinar-se), running (correr) e climbing (subir escadas) e aumento nos
comportamentos: grooming (limpar-se), scratching (cogar-se), biting (morder-
se) e freezing (congelar-se) e ainda sugere que o comportamento scratching

(cogar-se) como marcador ndo invasivo de dor cronica. Carleson (2001) relata
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o incremento da atividade scratching (cogar-se) em ratos submetidos a injecéao

intra-articular de substancia P.

O padrao de comportamento grooming (limpar-se) é relatado em varios
modelos experimentais (Clavelou e colaboradores, 1995; Einsenberg e
colaboradores, 1996) e mais recentemente por Roveroni e colaboradores
(2001), onde ha incremento da atividade rubbing ou grooming (friccdo da face
ou limpar-se), além de flinching ou head fliches (sacudir a cabega) e chewing
like (mastigacdo ou movimento de rotagdo da mandibula) e segundo Roveroni
e colaboradores (2001) a atividade maxima sobre esses comportamentos é

obtida na concentracéo de formalina 2,5%.

No presente trabalho foram observadas ao longo de uma semana,
alteragdes de comportamentos espontaneos (sniffing, rearing, chewing-like,
climbing, freezing, sleeping, grooming, licking, scratching, biting, head fliches)

através de uma unica inje¢cao de CFA na regido da ATM de ratos.

No primeiro dia, ndo houve diferenga significante nos comportamentos
entre os grupos de animais com o CFA e o grupo controle, possivelmente
houve interferéncia dos grupos controles (agulha sem solugdo e grupo controle
solugdo salina fisiolégica) devido ao trauma proporcionado pela inser¢ao da
agulha ou pelo volume da solugdo, desencadeando a ativagao as fibras
nociceptivas, contrariando outros trabalhos (Roveroni e colaboradores, 2001)
onde a solugao salina ndo apresentou nenhuma atividade ou né&o interferiu nos
resultados quando comparada no 1° dia de administracdo. Além disso, a
atividade inflamatéria do CFA sobre comportamentos dos animais se revela
tempo-dependente (Zhou e colaboradores, 1999 e Imbe e colaboradores, 2001)
como foi esplanado anteriormente, as principais alteragdes inflamatdrias,
mudangas neuroquimicas e ativacao dos sistemas sensoriais nociceptivos
proporcionadas pela atividade do CFA, ocorrem a partir de 4 horas apds a
injecdo, podendo se estender por até 2 semanas. A 12 observagao foi realizada
nos primeiros 30 minutos apds a injegdo das solugdes, ndo permitindo uma
diferenciacao dos efeitos do CFA sobre a solugdo salina nessa etapa do

experimento.
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Analisando a curva temporal de todos os comportamentos, notamos que
no grupo de animais onde injetamos o CFA, ha um aumento de: chewing like
(movimento de rotagcdo da mandibula ou mastigagao) (fig.3), grooming ou
rubbing (limpar-se ou fricgdo da ragido orofacial) (fig.7) e freezing (congelar-se)
(fig.5) e diminuicdo no tempo de sono (fig.6) dos animais tanto em relagédo a

formalina quanto ao controle.

Os comportamentos: sniffing (farejar) (fig.1), rearing (empinar-se) (fig.2) e
climbing (fig.4) mostraram algumas alteragdes significativas, mas de uma forma
geral, apresentaram-se diminuidos até o 5° dia aumentando o tempo de
execucao a partir do 6° dia apos a inoculagdo do CFA. O comportamento biting
(morder-se) (fig.10) ndo mostrou diferenga significante durante toda a semana
de avaliacdo, pois esse comportamento pode n&o estar implicado com
alteracdes relacionadas a regiao orofacial ou o nosso modelo por um periodo

de 7 dias ndo permitiu a evidenciacdo desse comportamento.

Entretanto, esse experimento demonstrou um aumento do tempo de
execugao dos comportamentos sniffing (farejar) (fig.1), scratching (cogar-se)
(fig.9) e licking (lamber-se) (fig.8) observado no 6° dia apds a inoculagdo com
CFA, possivelmente relacionada a alteracbes comportamentais nociceptivas

ligadas a dor crénica (De Castro-Costa e colaboradores, 1987).

Ha um incremento da imunoreatividade do canal de s6dio em 24 horas
(Gould e colaboradores, 1998); IL-1 beta em 48 horas (Kerins e colaboradores,
2003), TNF-alfa em 48 horas (Spears e colaboradores, 2003), fenbmeno de
internalizagao da substancia P no 3° dia apds a administragéo intraarticular de
CFA. As principais alteracbes comportamentais ocorreram a partir do 3° dia
apos a inoculagdo do CFA, corroborando e sugerindo que essas alteragées no
plano neural refletem mudancas nos comportamentos que normalmente sao

expressos em situagdes que ndo revelam ser de hiperalgesia.

De acordo com alguns autores (Harper e colaboradores, 2001; Kerins e
colaboradores, 2003; Kerins e colaboradores, 2004) em modelos utilizando o
CFA como agente indutor de dor na ATM, ha uma alteragao do comportamento

eating (comer ou alimentar-se) e que devido a dor gerada na ATM e regiédo
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orofacial durante a mastigagao, o animal que necessita alimentar-se, promove
um alongamento no tempo de execucdo desse comportamento chewing ou
mastigacdo. Esse padrdo de comportamento €& observado com um
alongamento no padrdo de duragcdo desse comportamento de mastigagéo
(chewing) (movimento de rotacdo da mandibula ou mastigacéo) (fig3), apds
injecao bilateral de CFA na ATM de ratos machos e fémeas (Kerins e
colaboradores. 2003) como discutido por Sternberg e Wachterman (2000) que
operacionalmente define o alongamento da média de duragdo de mastigagao,
como um comportamento sugestivo de dor orofacial. Estudos clinicos de artrite
reumatoide juvenil com sintomas de doengas na ATM, revelam que a execugao
de comportamento chewing é um habito de suposta ‘defesa’ contra a dor
(Stohler e colaboradores, 1988).

Ogawa e colaboradores (2003) relatam por estudo em modelo animal
que comportamento mastigatério pode modular o processamento da dor com
relacdo a integragdo sensorial-motora via mecanismos corticais. E ainda,
relatam que o sistema sensorial trigeminal de alguma forma esta envolvido na
modulagdo da dor crénica, mas o exato caminho neural ainda precisa ser

elucidado.

Por isso, movimento da mandibula ou chewing like foi avaliado por todo
0 experimento e mostrou significancia a partir do 2° dia apds a injegao do CFA,
mas destacou-se ao 3° e 6° dia comparando com o0s outros grupos
experimentais (fig.3), 0 que ndo ocorreu com solugdo salina nem com animais
injetados com formalina. Esse resultado demonstra a capacidade irritante
persistente do CFA, enquanto que a formalina ndo o fez. Hartwing e
colaboradores (2003) relatam episédios desse comportamento em modelo com
oleo de mostarda, relacionando esse comportamento a acéo hiperalgésica em
tecidos como a ATM. No grupo da formalina observado em nosso modelo, no
3° e 6° dia, ndo houve alteracao significativa desse comportamento, por isso,
nossos resultados corroboram ao que ¢é relatado por Roveroni e colaboradores
(2001) que mostram em modelo de formalina na ATM de ratos que n&o ha
diferenca no tempo de execucdo do movimento de rotacdo da mandibula

(chewing like) em relagdo ao controle com solugdo salina, mas contrariam
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quando comparamos ao CFA, pois esse agente demonstrou uma atividade

sobre o chewing like desenvolvido pelos animais.

Estudos (Broton e Sessle, 1988; Yu e colaboradores, 1994) demonstram
que estimulos nocivos aplicados na regidao da ATM podem produzir sustentada
excitagao de varios musculos mastigatérios incluindo o masséter e digastrico.
Ro e colaboradores (2003) relatam a contribuigdo dos receptores NMDA
(Cairns e colaboradores, 2001) na nocicep¢ao do musculo craniofacial e na
formacdo do edema por 6leo de mostarda. Essas alteragdes na musculatura
craniofacial podem contribuir para o aumento no tempo de execugao desse

comportamento de mastigagao ou rotacdo da mandibula.

Tem sido demonstrado também que CFA injetado em patas de ratos
causa reducado na eficiéncia do sono bem como na laténcia do primeiro

episodio de sono apds o evento irritante (Andersen & Tufic, 2000).

O presente trabalho mostrou que o padrao de sono apresentado pelos
animais com CFA foi significativamente reduzido em relagdo ao grupo controle
e ao grupo da formalina (fig.6), podendo se estabelecer uma relagdo entre o
sono e a dor, semelhante aos resultados de Schutz e colaboradores (2003) que
observaram a ag¢ao do CFA na ATM de ratos por 2 dias e descrevendo haver
um decréscimo na eficiéncia do sono registrado nos animais, além de uma
fragmentagao do sono e assim, demonstrado pelo numero de vezes em que o
animal acordava. N6s observamos ao longo de uma semana que a partir do 3°
dia ha manutencéo do padrao de sono reduzido significativamente (p<0,05) em

relagdo ao controle e a formalina.

Rizzi e colaboradores (2004) relatam que dor musculo esqueletal
profunda ou a fibromialgia sdo freqientemente associadas com queixas de
fadiga e ma qualidade do sono. Foley e colaboradores (2004) e Stiefel (2004)

relacionam a qualidade do sono em humanos com a dor crénica.

A dor é um fator que tem sido reportado por levar a insdnia na condigcao
clinica (Drewes e colaboradores, 1997). Estudos clinicos com artrite

reumatdide (Roizenblatt e colaboradores, 2001) e estudos animais com
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modelos de poliartrite em ratos, confirmam a associacdo entre manifestacdes

dolorosas e disturbios do sono.

De acordo com Zhang e colaboradores (2004) alguns
neurotransmissores como a substancia P, além de exercer fungdes bioldgicas,
contracdo muscular, excitagdo neuronal e transmissao de sinais dolososos, tem
sido implicada em uma agdo modulatéria na regido ventro lateral pré-optica na

funcédo do sono em ratos.

Um outro comportamento evidenciado pelo nosso trabalho foi grooming
ou rubbing (limpar-se ou friccdo da regido orofacial) (fig.7). Esse
comportamento é definido como uma atividade primaria de importancia para
sobrevida do animal que envolve formas de cuidado e de atengdo com
superficie do corpo (McFarland, 1987). O animal utiliza o grooming ou ribbing
para defender-se de ectoparasitas e outros microorganismos (Svenson and
Randall, 1977). Em roedores, é essencial para termorregulagdo (Roberts e
colaboradores, 1974), e estende-se para fendmenos de sinalizagdo social
(Melcer e Timberlake, 1985). Devida a multiplicidade de fungdes nesse
comportamento, o papel dessa resposta a irritantes tem importancia para

estudos de dor experimental.

Estudos relatam que ha uma diferenga no padrdo de grooming ou
rubbing evocado por irritantes locais ou estimulacdo dolorosa daquela
apresentada na manutengdo da pelagem, termorregulagdo ou sinalizagéo

social.

Prolongados grooming sdo observados apoés irritantes desde de
pequenos, moderados a intensos em regides especificas do corpo (rubbing por
oleo mineral na pele), irritantes causados por fatores biolégicos (ectoparasitas)
ou danos fisicos na pele (Cohen e Price, 1979). Nesses casos, 0 grooming ou
rubbing corresponde a agdes para tentar remover a causa da dor. (Vos e

colaboradores, 1998).

Em nosso modelo, o grooming ou rubbing apresentou significancia no 4°

dia (fig.7) apods inoculacédo com CFA, ao passo que a formalina apresentou sua
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atividade sobre esse comportamento no 1° e 2° dia do experimento (fig.7),
sugerindo um comportamento tempo dependente relacionado a hiperalgesia
promovida pelas agdes do CFA na ATM. Schutz e colaboradores (2003)
relatam a habilidade do CFA por injecéo intra-articular mandibular de ratos e
Roveroni e colaboradores (2001) por inje¢do de formalina em promover

comportamentos nociceptivos como rubbing na regido afetada.

Sherman e Kalin (1988) definem o comportamento freezing como uma
resposta adaptativa e freqlientemente induzida por estresse ou estimulo que
desenvolve 0 medo e associa a um modelo animal com ratos com a modulagao
do sistema endogeno envolvendo a corticotropina como efetiva na alteragéo
desse comportamento. Em nosso trabalho, esse comportamento apresentou
alteracao significante no 4° e 5° dia (fig.5) apds a inoculagédo do CFA na ATM
dos animais comparada aos grupos controle e formalina. Também foi verificada
uma diferenga significativa ao 1°, 2° e 5° dia em relagao ao grupo da formalina
(fig.5). Harper e colaboradores (2001) identificaram o aumento de cortisona por
acao da IL-1 beta 48 horas apds injegdo de CFA na ATM de ratos e Van Der
Meer e colaboradores (1996) referem o aumento de corticosterona em
presenca dessa citocina apos injecdes de CFA na ATM. A formalina em nossas
observagbes comportamentais apresentou uma redugao significativa (p<0,05)
desse comportamento freezing em seu grupo de animais apresentado no 1° e
2° dia (fig.5).

Observando a curva temporal dos comportamentos, percebemos que ha
uma tendéncia de restauracdo nos padrdes de comportamentos entre os trés
grupos experimentais a partir do 7 ° dia. N6s sugerimos que possivelmente
ocorra uma ativagado de areas moduladoras, por exemplo, regides como RVM
(Dubner e Ren, 2004), VLO (Zhang e colaboradores,1998) e DNIC (Danzinger
e colaboradores, 1999) com intuito de equilibrar os processos sensoriais e
comportamentais do animal. Vos e colaboradores (1998) relatam que o
estresse induzido no animal pode levar a ativacdo de mecanismo de controle
endogeno da dor e eixo pituitario adrenal, resultando em aparente aumento do

limiar de resposta dolorosa.
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Como ja foi esplanado anteriormente, a inflamagao periférica tem sido
reconhecida por influenciar caminhos modulatérios, como por exemplo, uma
lesdo inflamatéria persistente pode acentuar inibicdo ou facilitacdo da

transmissao nociceptiva através da medula (Terayama e colaboradores, 2000).

Hurley e Hammond (2000) demonstraram que a poténcia de agonistas
opidides por microinjecbes na regido rostroventromedial bulbar (RVM) é
acentuada de maneira tempo dependente apds a injecdo de CFA na pata de
ratos. Guan e colaboradores (2003) relatam uma up-regulation na expressao
de receptores AMPA em circuitos modulatérios induzido por inflamagao pelo
CFA e que a continuacao desse fenbmeno pode contribuir para a plasticidade

atividade-dependente.

Além disso, Honoré e colaboradores (1999) demonstram em modelos de
poliartrite que o CFA apresenta dois picos onde a substancia P é evidenciada
com a hiperalgesia, a saber, o 3° dia e 21° dia. Por isso, provavelmente nosso
modelo poderia apresentar novas alteracbées comportamentais se houvesse um
alongamento dos dias em que foram feitas as analises comportamentais, por

exemplo, por 30 dias, nesse caso um modelo classico de dor crénica.

Para comparar a curva temporal do modelo com CFA, injetamos
formalina 2,5% seguindo os experimentos feitos por Roveroni e colaboradores
(2001) que relatam aumento do tempo de execug¢do do rubbing e ndo alteragcéo
em chewing-like e head fliches, relacionando-o a atividade algdégena da
formalina adaptada para tecidos da regido orofacial por Clavelou e
colaboradores (1989).

Em nosso experimento, a formalina no 1° dia apresentou diferenca
significante apenas no comportamento scratching (cogar-se) (fig. 9) e grooming
ou rubbing (limpar-se) (fig.7) em relagao tanto ao CFA quanto ao controle. Esse
padrao de comportamento € provocado por irritacdo local e tem uma
organizagdo diferente da relatada para manutengdo da pelagem,
termorregulagdo ou sinalizagdo social e neste caso, a atividade ocorre mais
especificamente na area do corpo relacionada (Vos e colaboradores,1998),

além de aparentemente tentar remover a causa da dor.
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A auséncia de comportamentos também relacionados como head fliches
e chewing like pode ser devido a concentragao usada (2,5%), pois segundo
Lee e colaboradores (2000), movimento de sacudida da pata e freezing
observada nos testes com formalina é evidenciado quando utilizamos a
concentragao de 5 %, enquanto que o grooming ou rubbing podera ser melhor
evidenciado na concentracdo de 2,5%. Por isso, alguns comportamentos

poderao ser dependentes da concentragao utilizada da formalina.

Pelo fato que, no 1° dia de observagcdo, nao ter havido diferenca
significativa de comportamentos como: freezing, sleeping, grooming e chewing
like entre os grupos experimentais CFA e controles estudados, nos testamos se
poderia ter havido interferéncia do trauma da agulha ou do volume de solugao

salina fisiolégica sobre os resultados obtidos com grupos experimentais.

Por isso, noutro experimento fizemos uma analise comparativa dos
comportamentos em animais divididos em trés grupos controle: grupo normal;
grupo com insergao da agulha, mas sem volume de solugdo e grupo com
injecdo da solugao salina fisiologica. Observamos que ha uma diferenca
significativa do grupo normal referente ao parametro chewing like e freezing
(fig.12, fig.15), sugerindo que pelo menos parcialmente, ha uma interferéncia
do veiculo e da inje¢cado na evidenciagao dos comportamentos elicitados pela
formalina 2,5%. Esse mesmo padrao de resposta da solugdo controle foi
observado por Roveroni e colaboradores (2001) no teste da formalina na ATM
de ratos. Nos outros comportamentos ndo foram observados interferéncias

significativas (fig.13, fig.14).

Do 2° ao 7° dia, com excegdo do comportamento rearing (fig.2) e
climbing (fig.4) (2° dia) a formalina ndo apresentou nenhuma outra alteragéo
comportamental, concordando com relatos de que a formalina tem atividade
irritante geralmente avaliada por até 60 minutos (Capone & Aloisi, 2004) e esta
é dividida em duas fases: primeira (0-10 minutos) e a segunda (10-60 minutos).
Essa caracteristica bifasica de resposta comportamental (Tjolsen e
colaboradores, 1992) é atribuida primeiro a atividade que reflete a acao direta
nos aferentes sensoriais (fibras A delta e C), enquanto que a segunda fase

reflete a continuacdo da acdo nociceptiva periférica de mediadores
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inflamatdérios como: bradicinina, TNF-alfa, IL-1 BETA, IL-6 ,IL-8 (Chichorro e
colaboradores, 2004) e sensibilizagao central (Hunskaar e Hole, 1987).

A atividade de drogas classicamente analgésicas como a lidocaina,
indometacina e morfina, em bloquear esses comportamentos sugestivos de
dor, foi avaliada para caracterizar farmacologicamente o nosso modelo e
correlacionar o0s possiveis efeitos analgésicos aos comportamentos

nociceptivos.

A lidocaina possui efeito antinociceptivo tanto profilatico quanto
terapéutico na dor induzida pela formalina em camundongos. (Chichorro e
colaboradores, 2004), atenua a resposta sacudir a cabega por inje¢cado de 6leo
de mostarda na face (Ro e colaboradores, 2003), mas falha na prevengao do
edema produzida por esse irritante devido a ndo capacidade de inibir os
mediadores neurogénicos, além de reduzir o comportamento fliching e rubbing
induzido por formalina 2,5% na ATM (Roveroni e colaboradores, 2001). Em
nosso trabalho, a lidocaina foi efetiva em reduzir o efeito do CFA na atividade
grooming (fig.19) e na atividade sleeping (fig.17), mas nao em reduzir o tempo
de execugdo de chewing like (fig.16) e freezing (fig.18). Esse anestésico
aplicado localmente na ATM dos ratos reduziu tanto o scratching (fig.21)

quanto o grooming (fig.20) produzido pela inje¢cao da formalina 2,5%.

Essa inabilidade de a lidocaina bloquear completamente o efeito
nociceptivo do CFA em todos os comportamentos pode ser devido ao efeito da
lidocaina restrigir-se apenas perifericamente e alguns desses comportamentos
podem estar relacionados a alteragdes além do estimulo local possivelmente
nesse estagio do experimento ja pode haver algum comprometimento ou

sensibilizacdo na medula espinhal ou no SNC.

Além disso, segundo Sakaue e colaboradores (2004), os agentes
anestésicos locais, tém wuma acdo preferencial antinociceptiva contra
estimulacdo térmica e servem para diferenciar nocicepgao térmica de
mecanica. Em nosso trabalho, a dor ou hiperalgesia foi estimulada por agente
proé-inflamatoério persistente e portanto, ndo ofereceu uma situagcdo adequada

para demonstrar ou testar o efeito analgésico da lidocaina.
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Na ordem de investigar o papel do incremento de COX na resposta
comportamental, o efeito da indometacina foi testado na acao inflamatdria do
CFA. A indometacina diminuiu significativamente o movimento de rotacdo da
mandibula (fig.16), aumentou o tempo de sono (fig.17), embora tenha reduzido,
porém sem diferenca significativa devido a grande variagdo comportamental
apresentada pelo grupo, o tempo de execugado do comportamento grooming e
freezing estimulados pela inflamag&o provocada pelo CFA. A indometacina
também apresentou seu efeito analgésico, reduzindo o grooming estimulado
pela formalina, mas ndo o fez com significancia estatistica. Também se
mostrou ineficaz nos parametros scratching testados pela formalina intra-
articular. Esse efeito atribuido aos analgésicos inibidores da sintese de
prostraglandinas e muitos estudos tém implicado as prostaglandinas como uma
das mediadoras do ciclo sono-virgilia em animais. (Ueno e colaboradores,
1983). Nossos resultados corroboram com os apresentados pelo trabalho de
Shultz e colaboradores (2003), onde a indometacina na dose de 5 mg/Kg

restabeleceu o padréo de sono alterado por inje¢do de CFA na ATM de ratos.

No teste com formalina, a indometacina intrigantemente ndo mostrou
atividade significativamente analgésica sobre o grooming (fig.19), embora
tenha reduzido o tempo de execugao de tal comportamento. Em relacdo ao
comportamento scratching, a indometacina, nessa dose e via de administragéo
nao apresentou nenhum efeito importante. Choi e colaboradores (2003) relatam
que a COX-2 tem um papel importante na hiperalgesia mediada por formalina
em tecidos orofaciais e nesse modelo, a indometacina reverteu o

comportamento scratching promovido pelo irritante.

A falha do efeito antinociceptivo da indometacina em alguns desses

parametros comportamentais pode ser atribuido a varios fatores.

A via de administracdo, tempo de administracdo (testamos o efeito
profilatico e ndo terapéutico) e a dose utilizada (5mg/Kg) pode nao ter sido
suficiente para suplantar o efeito nociceptivo provocado pela inflamagao apos
injecdo de CFA. Além disso, outros trabalhos confirmam os efeitos da
indometacina em reverter a resposta dolorosa da formalina e de outros

irritantes como: carragenina e CFA em ratos (Tatsuo e colaboradores, 1994).
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Pitcher e Henry (1999) citam que ha uma relagdo dose dependente (4-8 mg/Kg)
no efeito analgésico da indometacina em resposta de neurbnios do corno
dorsal por estimulag&o elétrica e cutanea. Abbott e Helleman (2000) destacam
uma diferenga significativa da agdo analgésica da indometacina entre as vias

sistémicas e intracerebroventricular.

Uma segunda hipotese pressupde que alguns desses comportamentos
podem n&o estar relacionados somente a via de produg¢ao das ciclooxigenases.
Além disso, a indometacina inibe a COX, mas deixa livre o acido araquidénico
e via da lipooxigenase que podera ser usada como um caminho alternativo
para aferentes nociceptivos, contribuindo para a persisténcia de dor como
também de comportamentos nociceptivos alterados. (Vaughan e
colaboradores, 1997; Pitcher e Henry, 1999).

O efeito central dos opidides tém sido estudado na transmissdo da dor
por agdes que envolvem o corno dorsal da medula espinhal e outros sitios
supraespinhais. E conhecido que o receptor opidide também esta presente nos
terminais periféricos das fibras cutdneas mielinizadas e nao mielinizadas
(Coggeshall e Carlton, 1997).

Os efeitos farmacolégicos dos analgésicos opidides sdo derivados de
complexas alteracdes nos varios tipos de receptores opidides e a morfina € um
agonista mu receptor (Inturrisi, 2002). Esse opiéde mostra um efeito sobre a
liberagdo de aminoacidos excitatorios, prostaglandinas (PGE2) na medula

espinhal evocado por injecado de formalina (Malmberg e Yaksh, 1992).

Roveroni e colaboradores (2001) mostram a redugéo da resposta fliching
e rubbing induzida por formalina sem afetar a atividade locomotora. Esses
resultados podem ser comparados a observagdes do teste da formalina
injetada no labio superior em que a morfina reduz a atividade rubbing, sem

aboli-la.(Clavelou e colaboradores, 1989).

Doses de morfina sisttmica mostram-se efetivas em reduzir
comportamentos nociceptivos produzidos por 6leo de mostarda em modelo de

dor muscular craniofacial (Ro e colaboradores, 2003), enquanto que Hartwing e
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colaboradores (2003) relatam que a morfina administrada sistemicamente
resulta em atenuacido dose dependente da inflamagdo e da resposta
nociceptiva (chewing like, grooming e head shaking) promovida por dleo de
mostarda na regido da ATM de ratos além de reduzir a expressédo da proteina

fos no subnucleo caudal desses mesmos animais.

O efeito analgésico da morfina foi observado nos comportamentos
chewing like (fig.16) e grooming (fig.19), ao passo que o sleeping (fig.17) e
freezing (fig.18) estimulados pelo CFA na ATM de ratos, ndo foram alterados.
Portanto, n&o evidenciou efeito sedativo dos analgésicos opidides.
Provavelmente esses comportamentos poderiam ser abolidos com doses

maiores que as por nos utilizadas.

Os parametros scratching (fig.21) e grooming (fig.20) aumentados pela
formalina foram significativamente reduzidos sugerindo que ha um componente

central envolvido no processamento desses comportamentos.

Harper e colaboradores (2001) relatam mudancgas na frequéncia de
alimentagao e no peso corporal e mostram que a injecdo de doses de CFA na
ATM diminui a frequéncia de alimentagao por até cinco dias, seguindo-se por
uma super consumo (rebote) que perdurou até o 7° dia. Os autores relatam
uma possivel correlagdo com alteragées no processo de mastigagcdo. Shinoda
e colaboradores (2003) observaram um decréscimo no peso corporal a partir
do 6° dia apods injegdo de CFA na ATM relacionando-o com a dor devida a
artrite na ATM. Kerins e colaboradores (2003) descrevem também no mesmo
modelo que inicialmente ha um aumento no tempo para o inicio de consumo de
alimentos (24 horas) retornando aos padrées normais até 48 horas. Os autores
revelam que esses padrbes podem servir indiretamente para diferenciar a
magnitude da inflamagdo, pois a média do tempo de alimentar-se pode

alongar-se de acordo com a dose de CFA utilizada.

Em nosso experimento, ndo houve uma diferenga significativa no peso
corporal final dos animais entre os grupos injetados com solugdo salina e
tratados com CFA. Essa aparente auséncia de efeito do CFA sobre o peso final

nesse grupo de animais pode ser devido a trés fatores: 1- efeito rebote descrito

139



por Harper e colaboradores (2001), levando a um aumento o consumo de
alimentos pelos animais apés a injecdo de CFA; 2- alongamento do tempo de
mastigacédo ou chewing like ocasionado pela dor e pelo aumento no consumo
de alimentos para promover a ativagdo de sistemas modulatérios enddgenos
(Sternberg e Wachterman (2000) e (Kerins e colaboradores, 2004), levando ao
aumento no consumo de alimentos pelos animais; 3- o tempo de avaliagdo nao
foi suficiente para evidenciar a perda de peso provocada pela inflamacéo e dor
nos tecido que compde a ATM dos ratos. Zamma (1983) relata em modelo de
poliartrite com o CFA em ratos que apresentavam a doenca na ATM, uma
reducao do peso corporal ao longo de 5 semanas. Intrigantemente, a formalina

foi habil em reduzir o peso corporal final em seu grupo de animais (fig.22).

Finalmente, sessdes histologicas de tecidos da regido da articulagao
temporomandibular 48 horas apés CFA nessa regido, demonstram um infiltrado
inflamatorio agudo incluindo a presenga de neutréfilos e macréfagos com o
tecido intracapsular que varia a intensidade de acordo com a dose de CFA

utilizada. (Harper e colaboradores, 2001).

Comparando a evolugdo do quadro inflamatério da carragenina e da
formalina, observou-se a reacédo inflamatéria de ambos o0s grupos
experimentais iniciada com um infiltrado inflamatério agudo, tornando-se misto
e depois crénico. Apds 15 dias, um discreto infiltrado celular inflamatério foi
encontrado apenas no grupo da formalina. Sinais de hiperplasia da membrana
sinovial foram observados aos trés dias, intensos aos 7 dias, estando presente

aos 15 dias somente no grupo da formalina (Goulart, 2002).

Para Zamma (1983) o aspecto histologico em seu modelo de resposta
inflamatéria na ATM de ratos, caracteriza-se por média sinovite e hipertrofia

vilosa da cartilagem articular e do disco articular.

Nossos resultados histopatolégicos mostram que ha uma diferenga entre
os tecidos articulares e periarticulares dos animais tratados com solugéo salina
fisiolégica, CFA e formalina 2,5%. Nos tecidos dos animais do grupo controle
observa-se que no 7° dia, ndo houve alteragao inflamatdria no tecido muscular

esquelético ou tecido 6sseo (fig.23). No entanto, na regido muscular do tecido
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tratado com formalina 2,5%, verificamos alteragdes inflamatérias apresentando
conteudo linfocitario possivelmente promovido pela atividade irritante do formol
sobre tecidos celulares (fig.23). Entretanto, o tecido inoculado pelo CFA
apresentou o mesmo conteudo linfocitario, porém mais acentuado em relagao
ao grupo da formalina 2,5%, com invasao do intersticio e citoplasma das fibras
musculares e fendbmeno degenerativo das mesmas (fig.23), além de pequena
inflamacé&o do periosteo, mas sem mudangas no tecido hematopoético (fig.23).
Esse resultado demonstra a capacidade do CFA em produzir inflamacao
persistente e sugerimos portanto, ser colaboradora para alteragdes
comportamentais apresentadas pelo CFA comparado aos comportamentos

produzidos pela formalina ao longo de 1 semana.
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V - CONSIDERACOES FINAIS

Nossos achados sugerem que os a agao inflamatéria do CFA sobre a
ATM ou regido orofacial de ratos podem estar relacionadas a alteragdes
comportamentais originadas pela sua atividade pré-inflamatéria que
determinam alteragdes locais como inflamagdo periférica e ativacao
neurbgénica de vias aferentes nociceptivas. Essas alteragées podem ter levado
a modificagdes nos padroes de neurotransmissdo desses tecidos inflamados,
levando a mudangas no comportamento de ativagdo de regides dol corno

dorsal medular e sistema nervoso central.

Nés sugerimos, o fenbmeno da neuroplasticidade promovido pela
inflamacao persistente devido a atividade inflamatéria do CFA. Uma avaliagao
ampla de nossos resultados demonstra que os animais em geral sob agcdo do
CFA na regido orofacial apresentam uma tendéncia em diminuir movimentos
exploratorios como: sniffing, climbing, rearing, aumentando o tempo de
execugao de comportamentos relacionados a auto cuidados como: freezing,
grooming, chewing-like, scratching, licking, biting e head fliches e redugao do
tempo de sono e de descanso. Enquanto que a formalina foi habil apenas para
destacar o scratching e grooming no seu grupo de animais no 1° dia,
relacionada a sua atividade nociceptiva sub aguda ao passo que em Nnosso
modelo ha um conteudo inflamatério crénico presente e portanto, com atividade
caracteristica de um modelo crénico, mais semelhante ao contexto em que se

desenvolvem as disfungdes temporomandibulares.

A identificacdo de comportamentos relacionados a atividade inflamatdria
do CFA fornece subsidios para o desenvolvimento de novos e melhores
agentes terapéuticos para o tratamento de dor orofacial, como também
avaliagao dos beneficios dos tratamentos ja existentes, em consonancia com

0s avancos nos estudo de dores experimentais.
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VI - CONCLUSAO

1- Ao longo de 1 semana, os comportamentos alterados pela injecdo de CFA
na regiao da ATM de ratos foram: chewing like, sleeping, grooming e freezing,
podendo servirem como marcadores n&o invasivos de analise comportamental

nociceptiva.

2- Os comportamentos destacados pelo uso da formalina foram: scratching e
grooming, significativos apenas no 1° dia, concordando com outros estudos

que relatam o tempo de atividade desse irritante.

3- E importante destacar que outras alteracdes comportamentais como:
aumento de scratching, licking e biting sdo observados como atividades

relacionadas ao CFA na ATM de ratos.

4- As alteragdes comportamentais provocadas pelo CFA tenderam a
normalizar-se ao longo de 1 semana, sugerido a ativacdo de um componente

modulatoério enddgeno.

5- Os testes farmacoldgicos evidenciaram uma reducdo significativa dos
comportamentos chewing like por morfina e indometacina e grooming por
morfina e lidocaina, além de um aumento no tempo de sono e descanso por
lidocaina e indometacina. O comportamento freezing nao demonstrou
sensibilidade a nenhum dos analgésicos testados. Podemos sugerir ha uma
correlagdo entre a analgesia promovida e os comportamentos induzidos pelo

CFA e pela formalina 2,5%.

6- As variagdes relacionadas a atividade analgésica das drogas sao referidas
possivelmente devido a via de administragcdo, dose e tempo utilizados e
variagado nos componentes pro-inflamatérios indutores de cada atividade
comportamental, sendo por isso necessario mais estudos com dose, tipo e via

de administragcado de analgésicos.

143



7- Nesse modelo nao foi identificado reducao do peso corporal final do animal

frente ao estimulo inflamatorio do CFA por 1 semana.

8- Histologicamente, o CFA mostrou-se mais efetivo em manter o componente

inflamatdrio mais intenso, valorizando esse modelo frente ao da formalina.

6- Esse modelo parece servir como um marcador nociceptivo ndo invasivo em
ratos e pode prover futuros estudos dentro da patogénese das disfungdes
temporomandibulares, bem como testar novas terapias farmacoldgicas para o

tratamento dessa patologia.
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