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Resumo

RESUMO

Embora a capacidade do etanol em alterar a sensibilidade nociceptiva tenha
sido demonstrada em vdrios trabalhos, os testes nociceptivos utilizados nesses estudos
foram realizados somente em tecidos superficiais. Diante disso, o objetivo deste trabalho
foi demonstrar os efeitos agudo, cronico e de retirada do etanol sobre as respostas
comportamentais de nocicep¢do provocadas pela injecdo de formalina na articulacdo
temporomandibular (ATM) de ratos. Foi avaliada a soma (em segundos) dos
comportamentos nociceptivos de cogar a regidao orofacial e levantar rapidamente a cabeca
durante 45 minutos. No experimento 1, soluc¢do salina (NaCl 0,9%) ou etanol (2,5 g/Kg)
foram administrados i.p. 15 minutos antes da administracao de formalina 1,5% (50 pL) na
ATM. Os animais pré-tratados com etanol mostraram uma diminui¢do nas respostas
comportamentais nociceptivas. No experimento 2, os animais receberam uma solugdo de
etanol 6,5% ad libitum ou dgua comum para beber durante 4 e 10 dias, antes da realizacao
do teste da formalina na ATM. No grupo tratado por 4 dias observou-se analgesia
significante ao teste da formalina na ATM, enquanto que no grupo tratado por 10 dias esse
efeito analgésico ndo ocorreu, demonstrando o desenvolvimento de tolerancia aos efeitos
analgésicos do etanol. O efeito de retirada foi avaliado 12 horas apds a remog¢ao do etanol
(6,5% por 10 dias), sendo verificado o aparecimento de hiperalgesia durante o teste da
formalina na ATM. Para verificar a interac@o entre o etanol e a morfina, os animais foram
submetidos ao regime crénico de etanol (6,5 % por 10 dias) enquanto o grupo controle
recebeu dgua comum para beber. Apds esse periodo, foi administrada morfina (10 mg/Kg
i.p.) 30 minutos antes da realizacdo do teste da formalina na ATM. A morfina teve o
mesmo efeito analgésico nos 2 grupos, demonstrando que o tratamento com etanol nao foi
capaz de alterar a poténcia analgésica da morfina, ou seja, ndo houve desenvolvimento de
tolerancia-cruzada. Os resultados mostraram que o etanol é capaz de alterar as respostas
nociceptivas relacionadas a dor proveniente de tecidos profundos, como a ATM, e a
auséncia de interacdo entre o etanol e a morfina indica que a analgesia induzida pelo etanol
€ mediada por mecanismos ndo-opidides. Os dados foram analisados utilizando-se o teste —t

e One-Way, (ANOVA).



Abstract

ABSTRACT

Although the capacity of ethanol to alter nociception has been demonstrated in
previous research, the nociceptive tests used in these studies were performed only in
superficial tissues. Thus, the aim of this study was to evaluate the acute, chronic and
ethanol withdrawal effects on nociceptive behavioral responses induced by the injection of
formalin into the temporomandibular joint (TMJ) region of rats. The sum (in seconds) of
nociceptive behaviors characterized by rubbing the orofacial region and flinching the head
was quantified during 45 minutes. In experiment 1, rats were injected with ethanol (2.5
g/Kg, IP) or an equal volume of saline 15 min before the administration of formalin (1.5 %;
50 pL) into the TMJ. Rats pretreated with ethanol showed a decrease in nociceptive
behavioral responses. In experiment 2, rats were given an ethanol solution (6.5 %) ad
libitum or tap water to drink for 4 and 10 days. On day 4, the animals (ethanol group)
showed amounts of analgesia when submitted to the TMJ formalin test, whereas the group
treated for 10 days didn’t show this effect, revealing the development of tolerance to
ethanol antinociceptive effects. The withdrawal effect was evaluated 12 hours after removal
of ethanol (6.5% for 10 days), being verified hyperalgesia in the formalin test. To verify the
interaction between ethanol and morphine, animals were submitted to chronic regimen of
ethanol (6.5% for 10 days) and the control group was given tap water to drink. Afier this
period, morphine (10 mg/Kg) was administrated 30 minutes before the TMJ formalin test.
Morphine had the same analgesic effect in both groups, showing that the treatment with
ethanol was not able to alter the analgesic potency of morphine — there wasn’t development
of cross tolerance. The results showed that ethanol can affect nociceptive behavioral
responses related to pain from deep tissues, like the TMIJ, and the absence of interaction
between ethanol and morphine suggest that ethanol-induced analgesia is mediated by

nonopiate mechanisms. Data were analyzed using t-test and One-Way (ANOVA).
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1 INTRODUCAO

As bebidas alcodlicas tém sido utilizadas desde o inicio da histéria. Na Idade
Média, quando os drabes introduziram a técnica da destilacio na Europa, os alquimistas
acreditaram que o etanol era o tdo procurado elixir da vida, e este foi entdo tido como
remédio para praticamente todas as doencas. Atualmente reconhece-se que o valor
terapéutico do etanol € extremamente limitado, e além disso, a sua ingestdo cronica é um
importante problema clinico e social (Hobbs et al., 1996).

Segundo Schuckit (1989), citado por O Brien (1996), cerca de 70% dos adultos
norte-americanos ocasionalmente consomem etanol, e Vaillant ez al. (1999) relatam que o
etanol provoca problemas na vida de pelo menos 3 a 10 % da populacdo americana. No
Brasil, constatou-se que o consumo freqiiente de dlcool € uma realidade para 15 % dos
estudantes brasileiros (Galduréz et al., 1997), citados por Brasil (2002)1.

Apesar dessa alta prevaléncia, a literatura especializada sobre as acdes do etanol
no organismo esta repleta de controvérsias. Embora seja classificado como um depressor do
sistema nervoso central, pois provoca sedacdo e sono, os efeitos iniciais do etanol
geralmente sdo percebidos como estimulacio devido a uma supressdo dos sistemas
inibitérios. Além disso, o uso repetido do etanol pode provocar tolerancia, dependéncia
fisica e sua retirada a sindrome de abstinéncia (O Brien, 1996), o que dificulta ainda mais
os estudos sobre a discriminacdo detalhada dos efeitos do etanol sobre diversas fun¢des do
organismo.

Em relagdo a dor, a maioria dos autores concorda que o etanol pode provocar
alteracdes nos sistemas de nocicepg¢ao, isto €, nos sistemas capazes de detectar e reconhecer
estimulos nocivos (Jorgensen & Hole, 1981; Pohorecky & Shah, 1987; Burkey et al.,
1994). Entretanto, ndo existem estudos sobre os efeitos do etanol nas respostas de dor
provocadas por injurias teciduais profundas. Ocorrem maiores distirbios sensoriais nas
condicdes dolorosas envolvendo tecidos profundos do que naquelas relacionadas a tecidos

superficiais (Sessle & Hu, 1991). De fato, a inflamac¢do da ATM é uma das patologias

" http://www.saude.gov.br/Programas/mental/criar.htm#not4
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orofaciais que mais provoca alteracdes no sistema nervoso central (Iwata et al., 1999).
Considerando que as respostas comportamentais provocadas pela injecdo de
formalina na ATM representam um modelo experimental confidvel de dor orofacial
profunda (Roveroni et al., 2001), o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito agudo, crénico
e de retirada do etanol sobre as respostas nociceptivas induzidas por esse teste, bem como

verificar uma possivel interacio entre o etanol e o efeito analgésico da morfina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 NEUROBIOLOGIA DA DOR

Atualmente, a dor ndo pode mais ser considerada simplesmente uma sensacao
que reflete os aspectos sensorio-discriminativos de um estimulo nocivo, tais como a
qualidade, intensidade, localizacdo e duracdo de um estimulo doloroso (Dubner, 1978).
Hoje, a dor é conceituada como uma experiéncia multifatorial ou multidimensional, que
pode ser modificada por influéncias cognitivas, emocionais e motivacionais relacionadas a
vida das pessoas e as suas experiéncias passadas de dor (Sessle, 1986). Isto significa que
quando um paciente procura um dentista reclamando de dor, o dentista ndo estd lidando
somente com um fendmeno sensorial envolvendo eventos neurais periféricos provocados
por uma lesdo fisica identificivel, mas com a interacdo desses eventos com o sistema
nervoso central do paciente. Em vista de diagnosticar e controlar a dor efetivamente, o
clinico deve estar familiarizado com a complexidade do processo de transmissdo e
percepcao da dor.

As terminacOes nervosas livres encontradas nos tecidos craniofaciais como
pele, mucosa oral, ATM, polpa dental, peridsteo, periodonto e musculos suprem a base
periférica para a dor. Muitas terminagdes nervosas livres atuam como nociceptores, que sao
Orgdos sensoriais especializados ou receptores que respondem a estimulos nocivos. A
ativacdo desses, pode resultar na excitacdo da fibra nervosa aferente com a qual eles estdo
associados e na transmissdo de informagdes sensoriais e discriminativas sobre as
caracteristicas espacial e temporal de um estimulo nocivo ao sistema nervoso central (SNC)
(Sessle, 2000). As fibras responsdveis pela transmissdo da dor sd@o do tipo A-delta
(mielinizadas) e fibras-C niao mielinizadas. As primeiras transmitem a sensacdo de dor
rapida, focal, bem localizada, enquanto as segundas transmitem a sensa¢do de queimagao,
difusa e pobremente localizada da dor (Sessle, 1986).

H4 ainda um outra fibra de grosso calibre e alta velocidade de condugdo

denominada A-beta (mielinizada), por onde sdao conduzidas informacdes titeis e que estd
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envolvida no processo de modulacdo do estimulo doloroso (Aghabeigi, 1992; Lund et al.,
2002).

A maioria dos aferentes primdrios que inerva a regido craniofacial tem seus
corpos celulares no ganglio trigeminal (V), e se projetam centralmente para o complexo
nuclear sensorial V do tronco encefélico, de onde podem ascender ou descender no trato
espinhal V. Neste, eles dao origem a colaterais que terminam em uma ou mais subdivisoes
do complexo nucelar sensorial V e ativam neurdnios de segunda ordem, dentro ou

adjacentes a esse complexo V do tronco encefédlico (Figura 1) (Lund et al., 2002).

Estimulos sensoriais Cértex cerebral
* Pele facial g
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Figura 1 — Principal via somatossensorial da boca e face

Fonte: Lund et al., 2002.
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O complexo V do tronco encefdlico pode ser subdividido em nicleo sensorial
principal (NSP) e nudcleo do trato espinhal (NTE). Este ultimo € constituido por 3
subntcleos: oral, interpolar e caudal (Sessle, 1996). O subnucleo caudal tem sido
especialmente implicado nos mecanismos nociceptivos trigeminais, sendo essa observacao
baseada tanto em dados clinicos (Sessle, 2000), como também em dados laboratoriais (Tsai
et al., 1999; Chiang et al., 2002). De fato, suas semelhangas morfoldgicas e fisioldgicas
com o corno dorsal espinhal fizeram com que o subnicleo caudal fosse designado como o
corno dorsal medular (Gobel et al., 1981)

O subnicleo caudal possui dois tipos de neurdnios nociceptivos: os especificos,
que recebem impulsos das fibras C e A-delta e respondem somente a estimulos nocivos, e
os convergentes ou multirreceptivos, que recebem aferéncias tanto das fibras do tipo A de
pequeno e grande didmetro, como também das fibras C e podem ser excitados por
estimulos nocivos e ndo nocivos (p.ex. tdteis). Os neurdnios nociceptivos recebem
aferéncias de diferentes tecidos, tais como a pele, mucosa, ATM, musculos da mastigacao,
lingua e dura-maéter, sendo essa extensiva convergéncia uma das possiveis explicagcdes tanto
para a localizag@o imprecisa de estimulos dolorosos originados em tecidos profundos, como
para a dor referida relacionada a esses tecidos (Sessle, 2002).

A func¢do do subnicleo caudal ndo € simplesmente agir como uma estagdo de
retransmissd@o da informagdo nociceptiva, mas sim de colaborar com o processamento e
modulacdo da sensacdo dolorosa, que serd transmitida para centros cerebrais superiores
e/ou para centros reflexos locais (Sessle, 1986). Muitos neurotransmissores estao
envolvidos nesse processo de modulacdo da dor, alguns exercendo influéncias excitatdrias
sobre a transmissdo nociceptiva (p.ex. substancia P, N-methyl-D-aspartato), enquanto
outras exercem principalmente influéncias inibitérias (p.ex. encefalina, dcido -
aminobutirico, serotonina) através de mecanismos regulatérios pré-sindpticos ou pos-
sindpticos (Sessle, 1996).

A modificagdo da transmissdo somatossensorial pode ocorrer também nos
niveis neuronais corticais e taldmicos. Entretanto, as mudancas nas informagdes
ascendentes acontecem principalmente no complexo V do tronco encefélico. A intricada

organizacdo de cada subdivisdo desse complexo, junto com a variedade de estimulos e
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interconexdes de cada uma delas, suprem a base para as numerosas interacdes existentes
entre os varios estimulos derivados dos tecidos periféricos (p.ex. inibi¢do segmental) e das
regides intrinsecas cerebrais (p.ex. inibicdo descendente). Alteragdes nessas influéncias
moduladoras sdo consideradas fatores contribuintes para as mudancas neuroplésticas, que
ocorrem nas propriedades de resposta dos neurdnios nociceptivos centrais, como resultado
de um dano ou inflamacao dos tecidos periféricos (Sessle, 1996).

Ao ocorrer uma lesdo tecidual, como por exemplo na ATM, uma série de
respostas sdo desencadeadas pelo organismo por intermédio da liberacdo coordenada de
diversas classes de mediadores inflamatdrios (p.ex. bradicinina, prostaglandinas, substancia
P, serotonina, histamina, fator de crescimento neural, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina, entre outras). Essa “sopa” de mediadores serd capaz de provocar uma série de
alteracOes neuropldsticas periféricas e centrais (Dray, 1995; Swift ef al., 1998).

No tecido periférico inflamado, os mediadores podem ativar os nociceptores
(p.ex. despolarizacdo da membrana com conducdo do sinal até o SNC) ou sensibilizd-los.
Alguns aferentes nociceptivos podem realmente estar “silenciosos” e ndo sensiveis a
estimulos nocivos periféricos, a ndo ser que sejam sensibilizados por mediadores
inflamatérios (Le Bars & Adam, 2002). Um nociceptor sensibilizado apresenta
despolarizacdo espontinea, limiar para despolariza¢dao reduzido e aumento das descargas
apods estimulos supralimiares. Esse processo € denominado sensibiliza¢do periférica e € o
principal fator que contribui para os estados de alodinia, resposta dolorosa por estimulo
ndo-nocivo e hiperalgesia, que é uma resposta aumentada perante estimulos que
normalmente sdo dolorosos (Coderre et al., 1993).

Semelhantemente, no SNC, o aumento da liberacdo dessas substancias quimicas
nas sinapses entre as fibras periféricas e os neur6nios do subntcleo caudal, ou do corno
dorsal da medula espinhal, podem promover um aumento na excitabilidade, no campo
receptivo (porcdo do corpo que, quando estimulada no limiar, excita o neurdnio) e na
atividade espontanea desses neurdnios, levando ao processo conhecido como sensibiliza¢do
central (Sessle, 1995; Woolf, 1996). Relaciona-se a esse processo a hiperalgesia secundaria
e as manifestacdes de dor difusa e referida, associadas a injuria tecidual ou a inflamacao de

tecidos profundos (Sessle, 2002).
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Nao s6 a transmissao, mas também a percepcio da sensa¢io dolorosa representa
um fendmeno bastante complexo. A dor € algumas vezes sentida na auséncia de
estimulacdo dos nociceptores. Um exemplo disso € a “ilusdo da grelha térmica”, uma dor
ilusdéria demonstrada em muitos museus de ciéncia. Quando as pessoas colocam suas maos
em uma grelha de metal de padrdes intercalados, quente e frio, elas geralmente relatam uma
sensacdo de dor por queimacdo (Craig & Bushnell, 1994). O fato de vdrias partes do
cérebro serem ativadas quando uma pessoa sente dor reflete a natureza complexa da

experiéncia (Figura 2).
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FIGURA 2 — Imagem de ressondncia magnética funcional mostrando 4reas de ativacio relacionadas
a dor. Essas dreas incluem os cértices cingulado anterior (CCA) e o insular anterior (Ins Ant) do
lobo frontal e os cértices somatossensoriais primdrio e secundario do lobo parietal (SI e SII).

FONTE: Adaptado de LUND et al., 2002.

O cortex insular parece ser importante para as respostas afetivas a dor por
integrar a informacgdo sensitiva com as memorias pregressas de dor. O cértex cingulado

anterior estd provavelmente envolvido em reagdes comportamentais e autdnomas a dor, e
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os cortices somatossensorias primdrio e secunddrio sdo mais importantes para a

discriminagdo dos estimulos nocivos (Lund et al., 2002).

2.2. MECANISMOS DE ACAO DO ETANOL

O etanol foi amplamente utilizado para o alivio da dor nos tempos antigos,
embora os seus mecanismos de a¢do ndo sejam ainda bem compreendidos (Figura 3). O
etanol afeta diversas funcdes do sistema nervoso central, provocando analgesia, sedagdo,
hipnose, distirbio motor, distirbio de memoria, confusdo, neurodegeneracido, e/ou
dependéncia (Deitrich et al., 1989; Fadda & Rossetti, 1998). Antigamente acreditava-se que
o etanol causava essas alteragdes por afetar proteinas de membrana ndo-seletivas, visto as
perturbacdes induzidas pelo etanol na ordem dos lipidios de membrana (Deitrich et al.,
1989; Peoples et al., 1996). Entretanto, os efeitos do etanol sobre os lipidios de membrana
sao muito pequenos quando se utiliza concentragdes clinicas e farmacoldgicas relevantes

(Deitrich et al., 1989; Peoples et al., 1996).

10
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Figura 3 — Tlustragdo mostrando um “paciente” ingerindo etanol enquanto espera para ser atendido
pelo “dentista” da época.

Fonte: Adaptado do Livro Histéria Ilustrada da Odontologia.

Estudos recentes mostram que as funcdes de uma variedade de proteinas, tais
como canais idnicos e enzimas, podem ser alteradas pelo etanol. E provavel que os efeitos

analgésicos do etanol sejam mediados por algumas dessas proteinas alvo (Figura 4).

11
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Figura 4 — Vias mediando a analgesia induzida por opidides e etanol.

Fonte: IKEDA et al., 2002.

O etanol pode ativar diretamente os canais de potdssio retificados intimamente

N

associados a proteina G (GIRK). A ativacdo desses canais induz a hiperpolarizagao da
membrana de neurdnios via o efluxo de fons potéssio, e o resultado ¢ uma reduc¢do na
excitabilidade neural (Ikeda et al., 2002). Esses canais s@o encontrados nas regides de
modulacdo descendente da dor (p.ex. substdncia cinzenta periaquedutal, nicleo magno da
rafe), e também em outros locais relacionados a modulagdo da dor, tais como a amigdala e
o tdlamo, portanto € possivel que esses canais estejam envolvidos na analgesia induzida

pelo etanol.
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Estudos comportamentais (Kosten & Bombace, 2001), -eletrofisiolégicos
(Lovinger et al., 1989) e bioquimicos (Hoffman er al., 1989) comprovaram que o etanol
antagoniza os efeitos do glutamato sobre os receptores do tipo N-methyl-D-aspartato
(NMDA). Estes receptores estdo envolvidos na neurotransmissdo excitatéria e sdo
importantes para a transmissdo nociceptiva nas vias somatossensoriais ascendentes,
particularmente nos estados de sensibilizacdo central, que podem ser provocados por
inflamag@o ou outras condi¢des associadas com o aumento de estimulos aferentes de fibras-
C para o SNC (Yaksh, 1989; Woolf & Thompson, 1991). Estes achados levam a crer que os
antagonistas de NMDA poderiam ser tteis como analgésicos (Dubner & Basbaum, 1994;
Sessle, 2000).

A ativacdo dos receptores do tipo GABA, (4cido fy-aminobutirico) é
potencializada pelo etanol (Mihic, 1999). O receptor para o GABA encontra-se associado
ao canal de cloro e ao receptor de benzodiazepinicos, formando um complexo funcional.
Quando o GABA se acopla ao seu receptor, promove o aumento na freqiiéncia de abertura
dos canais de cloro, permitindo assim a passagem de maior quantidade do fon para o meio
intracelular, tornando-o ainda mais negativo e promovendo assim, hiperpolarizacio
neuronal (Fritschy & Brunig, 2003). Considerando que o etanol potencializa as fungdes
desses receptores, a ingestdo alcodlica poderd induzir um efeito sedativo em diversas partes
do cérebro, tais como aquelas responsdveis pelo movimento, memoria, respiracdo e
percepcao da dor.

Lovinger (1999) demonstrou que o etanol potencializa as respostas neuronais
mediadas pelo receptor SHT3; (receptor serotoninérgico). Estes receptores localizam-se
basicamente em interneurdnios inibitdrios (Tecott et al., 1993), portanto a agcdo excitatdria
do etanol sobre esses canais parece estar envolvida na modulagdo (inibi¢do) da informagao
dolorosa.

Recentemente, uma nova acdo do etanol tem sido investigada. Foi provado que
o etanol € capaz de inibir respostas mediadas pelos canais receptores de ATP, designados
como receptores P2X (Li et al., 1994; Weight et al., 1999; Xiong et al., 2000). Sendo o

ATP uma molécula relacionada com a excitacdo da transmissdo nociceptiva (Cook &
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McCleskey, 2002), o bloqueio dos receptores de ATP pelo etanol poderia ser responsavel,
pelo menos em parte, pelas acdes analgésicas do etanol.

Considerando que a maioria das moléculas que medeiam os efeitos do etanol
sdo as mesmas associadas com a modulacdo da dor proveniente de tecidos profundos
(Tabela 1), € possivel supor que o etanol tenha alguma influéncia considerdvel no

processamento da dor proveniente de injurias teciduais profundas, como é o caso da

inflamac¢@o da ATM provocada por inje¢do de formalina.

TABELA 1 - Moléculas que medeiam os efeitos do etanol

Relacdo entre moléculas e

Moleculas Funcao Efeitos do etanol
modulacdo da dor (referéncias)
GIRK
Hiperpolarizacdo da membrana Ativacdo (analgesia) Ikeda et al., 2002
NMDA-R
Neurotransmissao excitatoria Inibi¢ao Yu et al., 1996
GABAA-R
Neurotransmissao inibitéria Potencializagcao Seo et al., 2001
SHT-R (em interneur6nios inibitdrios)
ATP-R Neurotransmissdo excitatoria ~ Potencializacdo Garraway and Hochman, 2001
Neurotransmissdo excitatéria ~ Inibicdo Hu et al., 2002

GIRK: canais de potdssio intimamente associados a proteina G; NMDA-R: receptor do tipo N-methyl-
D-aspartato; GABA,-R: receptor do dcido y-amino butirico tipo A; SHT-R: receptor do tipo 5-

hidroxytriptamina; ATP-R: canal receptor para o ATP

2.3 INFLUENCIA DO ETANOL NO PROCESSAMENTO DA DOR

A analgesia induzida pelo etanol tem sido relatada tanto em humanos (Wolff et
al., 1942; Cutter & O°Farrel, 1987; Woodrow & Eltherington, 1988) como em animais
(Brick et al., 1976; Bass et al., 1978; Jorgensen et al., 1985; Pohorecky & Shah, 1987;
Yirmiya & Taylor, 1989). Pesquisas anteriores provaram que a administracdo aguda de
etanol € capaz de produzir um grau significante de analgesia em vdarios ensaios

nociceptivos, por exemplo, desvio da cauda (tail-deflection - Yirmiya & Taylor, 1989),
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retirada da cauda (tail-flick - Jorgensen & Hole, 1981; Holloway et al., 1993), choque nas
patas (foot-shock — Friedman et al., 1980), teste da formalina (Franklin & Abbott, 1993) e
teste do estresse por natacdo (Mogil er al., 1993). A administracdo cronica de etanol
também produz antinocicepcdo, a qual é seguida pelo desenvolvimento de tolerdncia a
esses efeitos antinociceptivos, caso a ingestdo de etanol se prolongue por mais de 10 dias
(Gatch & Lal, 1999).

Recentemente, Gatch & Lal (1999), através de um ensaio de nocicep¢do que
avalia o movimento rdpido da cauda ao calor radiante (tail-flick) em ratos, concluiram que:
(1) o etanol produz antinocicep¢do quando administrado de forma aguda ou cronica; (2)
tolerancia aos efeitos antinociceptivos ocorre durante a administragdo cronica; e (3) a
retirada do etanol induz a hiperalgesia, que € revertida pelo proprio etanol.

Bell et al. (1998), utilizando o teste da placa quente em ratos, constataram que
a administra¢do aguda de etanol foi capaz de provocar um estado de analgesia significante.
Verificaram também tolerancia a analgesia induzida pelo etanol e auséncia de tolerancia-
cruzada a analgesia induzida pela morfina, sugerindo que os efeitos analgésicos do etanol
sdao mediados por mecanismos ndo-opidides.

Por outro lado, o estudo de Shah et al. (1997) analisou as respostas nociceptivas
induzidas pelo tail-flick em camundongos submetidos a tratamentos agudo e cronico com
etanol, ndo observando o desenvolvimento de antinocicep¢do frente aos dois tipos de
tratamento. Porém, o consumo cronico de etanol diminui a poténcia analgésica da morfina
nos animais expostos a uma dose de etanol de 6-7% durante sete dias. Como esse efeito ndo
foi causado por alteracbes na densidade, afinidade e expressdo genética dos receptores
opidides, o mecanismo desse efeito ainda ndo estd esclarecido.

O estudo de Duttaroy et al. (1998) também mostrou que camundongos
submetidos a administragdes aguda e cronica de etanol ndo tiveram alteragdes nas respostas
nociceptivas induzidas por um teste de nocicep¢do (tail-flick). Neste mesmo trabalho, os
autores demonstraram que o acesso forcado ao etanol 7% por 24 horas, foi suficiente para
reduzir a poténcia analgésica da morfina, e essa redu¢do pode ter sido mediada por

mecanismos intracelulares acoplados a proteina-G.
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A razdo para algumas discrepancias entre os resultados dos trabalhos citados
acima se deve principalmente aos diferentes tipos de animais utilizados nos experimentos.
Por exemplo, Fidecka et al., 1986, demonstraram que a tolerincia a analgesia induzida pelo
etanol era acompanhada por tolerincia-cruzada a analgesia induzida pela morfina em
camundongos, mas ndo em ratos. Outro fator importante € o tipo de protocolo experimental
utilizado para testar a analgesia e para induzir tolerancia, visto que muitos “fatores
ambientais” (p.ex. manipulacdo, injecdo, sala do experimento) sdo capazes de alterar os
resultados dos procedimentos experimentais (Bell et al., 1998).

Um assunto bastante discutido atualmente sdo os efeitos ansiogénicos da
retirada do etanol (Gatch et al., 2000, Doremus et al., 2003), pois € grande a incidéncia dos
efeitos da sindrome de abstinéncia em pacientes alcodlatras que tentam abandonar o vicio.
Entretanto, o desconforto fisico provocado pela retirada do etanol tem recebido pouca
atencdo. Gatch & Lal (1999) relataram que a retirada do etanol foi capaz de induzir
hiperalgesia no teste do tail-flick em ratos.

Em todos trabalhos ja citados, os testes nociceptivos utilizados para avaliar a
analgesia induzida pelo etanol foram realizados somente em tecidos superficiais. Faltam
estudos sobre o efeito do etanol em condi¢des dolorosas profundas, que possuem
caracteristicas muito diferentes daquelas provocadas por estimulos nocivos superficiais.
Existem mais distirbios sensoriais nas condi¢des dolorosas envolvendo tecidos profundos
do que nas condicOes dolorosas superficiais (Sessle & Hu, 1991). Estimulos nocivos
profundos, provenientes da regido orofacial, sdo muito mais eficientes em induzir
alteracOes neuroplasticas (Yu et al., 1993) e expressdo de proteina Fos, quando comparados
com estimulos superficiais. Além disso, muitas dores craniofaciais profundas, como a dor
na ATM, est@o associadas com manifestacdes de dor difusa e referida (Sessle & Hu, 1991).
De fato, a inflamag@o da ATM € a condi¢@o orofacial que mais provoca alteragdes no SNC
(Iwata et al., 1999), e por isso ainda € considerada uma patologia de dificil diagndstico e

tratamento.
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3 PROPOSICAO

Diante da falta de estudos sobre os efeitos do etanol em condicdes dolorosas
profundas, como a dor na ATM, propusemo-nos no presente trabalho, utilizando o teste da

formalina na ATM de ratos a:

1- Verificar o efeito da administracdo aguda e cronica do etanol sobre a
nocicepc¢ao.
2- Verificar o possivel desenvolvimento de tolerancia e o efeito da retirada

do etanol nos animais submetidos a esse teste.
3- Avaliar a interacdo entre o etanol e a morfina nas respostas

comportamentais nociceptivas.
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4 MATERIAL E METODOS:

4.1 ANIMAIS

Para a realizac@o deste trabalho foram utilizados 54 ratos machos Wistar, com
2-3 meses, pesando em média 250 gramas, provenientes do Centro Multi-institucional de
Bioterismo-Cemib, Unicamp. Durante o periodo experimental (de 4 a 10 dias), os animais
foram mantidos em gaiolas individuais, em sala climatizada (20-24° C) e com ciclo
claro/escuro de 12/12h (luzes ascendendo as 6h:00). A dieta liquida foi oferecida ad libitum
e a racdo foi dada na quantidade de 22 g/dia. O peso corporal dos animais e a quantidade de

consumo de liquido (4gua ou etanol) por gaiola foram registrados diariamente.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Para avaliar os efeitos agudo, cronico e de retirada do etanol sobre a

sensibilidade nociceptiva da ATM, foram realizados os seguintes grupos experimentais:

Teste Agudo:

. Os animais receberam uma inje¢do i.p. de solucgdo salina (NaCl — 0,9%) ou etanol
(2,5 g/Kg) (Bell, 1998) em um volume de 0,83 ml/100 g, 15 minutos antes da
administracdo de formalina 1,5% (50 puL) na ATM e andlise comportamental — Grupos |
(n=6) e II (n=6). Os animais permaneceram em gaiolas individuais por um periodo de 4

dias antes da realizacao do teste da formalina.

Teste Cronico:

] Foi oferecido etanol (6,5%) na dgua de beber durante 4 ou 10 dias (Gatch & Lal,
1999), antes da administracdo de formalina 1,5% (50 pL) na ATM de ratos— Grupos 1V
(n=6) e VI (n=6). As concentrag¢des de etanol no sangue permanecem elevadas quando este
protocolo € utilizado (Shah et al., 1997). Os respectivos grupos controles receberam dgua
pura para beber e também permaneceram em gaiolas individuais por um periodo de 4 ou 10

dias — Grupos III (n=6) e V (n=6). Os periodos de 4 e 10 dias foram utilizados porque
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Gatch & Lal (1999) demonstraram que o pico do efeito analgésico do etanol ocorreu no

quarto dia, enquanto o efeito de tolerancia foi observado dez dias apds a ingestdo de etanol.

Efeito de Retirada:

] Para verificar o efeito de retirada do etanol na sensibilidade nociceptiva ao teste da
formalina na ATM de ratos, foi oferecido etanol (6,5%) na dgua de beber por 10 dias
(Gatch, 1999). A seguir foi oferecido dgua pura, e 12 horas apds, a formalina 1,5% (50 pL)
foi administrada na ATM — Grupo VII (n=6).

Tolerdncia ao etanol e interacdo com a morfina:
. Para verificar o possivel desenvolvimento de tolerdncia e a intera¢do entre o etanol

e a morfina na nocicepc¢ao, foram realizados os seguintes grupos experimentais:

- Os animais foram submetidos ao regime cronico de etanol (6,5% por 10 dias) e
0 grupo controle recebeu dgua comum para beber. Apds esse periodo, foi administrado
morfina 10 mg/Kg i.p. (Bell et al. 1998) 30 minutos antes da realizagdo do teste da
formalina na ATM [Grupos VIII e IX (n=6/experimento)].

4.3 ANALISE COMPORTAMENTAL

As sessoes de testes foram realizadas durante a fase clara entre 07h:00 e 12h:00 em
uma sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 232 ° C (Rosland, 1991).
Durante os testes comportamentais os ratos nio tiveram acesso a dgua ou a comida. Para
minimizar o estresse durante as sessdes experimentais, os animais foram previamente
manipulados pelo pesquisador por um periodo minimo de 7 dias.

Os procedimentos experimentais seguiram as diretrizes propostas pelo comité
para Pesquisa e Etica da Associacdo Internacional para o estudo da dor em animais
conscientes (Zimmermann, 1983). Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica na
Experimentacdo Animal, Instituto de Biologia — UNICAMP, protocolo no 371-1, em maio

de 2002 (ANEXO 1).
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Para a andlise comportamental foi utilizada uma camara de observacdo (30cm x
30cm x 30 cm) com base e laterais espelhadas e frente de vidro (Figura 5). Cada animal foi
inicialmente colocado e mantido na camara por 10 minutos para habituar-se ao ambiente de

experimentagao e minimizar o estresse.

Figura 5 - Camara de observacdo utilizada para a andlise comportamental no teste da formalina na

ATM.

Ap6s esse periodo, o animal era removido da camara e anestesiado rapidamente
por inalacdo de halotano. Para administra¢do de formalina na regido da ATM esquerda foi
utilizada uma agulha de calibre 30 conectada a uma seringa Hamilton (50 pL) por um tubo
de polietileno Psp. A borda pdstero-inferior do arco zigomadtico era palpada e a agulha
inserida na porc¢do inferior da mesma, sendo avangada em direcdo anterior até contactar a

regido postero-lateral do condilo (Figura 6).
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Figura 6 — Local de puncdo para a administracido de formalina.

Logo apds a injecdo, o animal era recolocado na camara de observacdo e as
respostas comportamentais nociceptivas caracterizadas pelos atos de cogar a regido
orofacial (segundos) e levantar rapidamente a cabeca (nimero de vezes) foram
quantificadas por 45 minutos (15 blocos de 3 minutos) com o auxilio de um cronémetro e

um contador de células, respectivamente (Figura 7).

Figura 7 — Crondmetro e contador de células utilizados para a quantificacdo dos comportamentos

nociceptivos.

Os comportamentos nociceptivos induzidos pela formalina na ATM foram

analisados conjuntamente, pela soma do periodo de tempo que os animais apresentaram o
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comportamento de cogar a regido orofacial (CO), com o nimero de vezes que os animais
levantaram rapidamente a cabeca (LC) ao longo do periodo de observagdo. Para a soma dos
comportamentos foi determinado que cada ato de levantar rapidamente a cabeca (LC)
correspondia a 1 segundo (Roveroni et al., 2001).

As andlises comportamentais foram realizadas por um pesquisador que ndo tinha

conhecimento dos tratamentos que foram instituidos (estudo cego).

4.4 CONFIRMACAO DO LOCAL DE APLICACAO DA FORMALINA

Como procedimento de rotina, o sitio de aplica¢do da formalina era confirmado
pos-mortem através do indicador de edema, caracterizado pelo extravasamento plasmatico
do corante Azul de Evans (1%), administrado endovenosamente (0,4 ml), sob anestesia
com cloridrato de xilazina (2%; 0,05 ml/100g) e de ketamina (0,1%; 0,1 ml/100g), 10
minutos antes do animal ser sacrificado e perfundido com salina. Como o corante Azul de
Evans se liga as proteinas plasmaticas (Hass, et al., 1991), o local da aplicacdo da injecdo

pode ser identificado visualmente.

4.5 SOLUCOES UTILIZADAS
e Formalina 1,5%: consiste na diluicdo de formaldeido a 37% em NaCl 0,9%.
— Solucdo de cloreto de s6dio (NaCl 0,9%) - HALEXISTAR.
— Formaldeido a 37% - SIGMA .
e Etanol 99,5% diluido em 4gua comum, na concentragio de 6,5%.
— Etanol absoluto - PANREAC.
e Etanol 99,5% diluido em NaCl 0,9%, na concentragao de 30%, na dose de 2,5
g/Kg em um volume de 0,83 ml/100g.
— Etanol absoluto - PANREAC.
e Morfina — 1ml de sulfato de morfina diluido em 9 ml de NaCl 0,9%, na dose de
10mg/Kg.
— Sulfato de morfina: Dimorf (10mg/ml) — CRISTALIA.
— Solucao de cloreto de s6dio (NaCl 0,9%) - HALEXISTAR.
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e Ketamina (0,1%) em um volume de 0,1ml/100g.
— Dopalen - AGRIBRANDS.
e Xilazina (2%) em um volume de 0,05ml/100g.
— Rompun - BAYER.
e Halotano — CRISTALIA.
e Azul de Evans dissolvido em NaCl 0,9%, na concentracio de 1%.
— Azul de Evans — SIGMA.
— Solugdo de cloreto de sddio (NaCl 0,9%) - HALEXISTAR.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando-se o teste-t e o teste One-Way, andlise de
variancia (ANOVA). Comparacdes miltiplas foram realizadas aplicando-se o teste de
TUKEY. Para todos os testes o nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05. O peso
corporal e o consumo de liquidos foram analisados pelo teste ANOVA para medidas
repetidas e regressdo polinomial. As respostas comportamentais nociceptivas,
caracterizadas pela exacerbacdo do ato de cogar a regido orofacial (CO) e pelo ato de
levantar rapidamente a cabeca (LC), utilizadas como indice de dor orofacial para o teste da
formalina na ATM de ratos, foram analisadas em conjunto, pela soma das mesmas. Os
dados sdo apresentados pela média +/- Desvio Padrdo. O programa utilizado para a
realizacdo dos célculos estatisticos foi o SAS (version 8.2 for windows) by Institute Inc.,

Cary, NC, USA-licensed to Universidade Estadual de Campinas.
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S RESULTADOS

5.1 REGISTRO DO PESO CORPORAL E DO CONSUMO DE LIQUIDOS (AGUA
OU ETANOL)

As tabelas 1A e 1B e figuras 1A e 1B mostram os registros do peso corporal e
da ingestao de liquidos (d4gua ou etanol 6,5%) ao longo de um periodo de 4 dias. Embora
tenha ocorrido um aumento significante no peso corporal ao longo dos dias (F=18,06,
p<0,0001), ndo houve diferenca estatistica entre os grupos tratado e controle (F=0,01,
p=0,9095) e nem interacdo significante entre dias e tratamento (F=1,73, p=0,1825). Nao
houve também efeito do tratamento com etanol no consumo de liquido (F=2,29, p=0,1613)

e nem interagdo significante entre dias e tratamento (F=0,11, p=0,9562).

Tabela 1A. Registro do peso corporal ao longo de 4 dias.

Peso corporal (g) — Média + DP

Dias Grupo Agua Grupo Etanol N
1 236,5+223 239,8 £12,3 6
2 238,0 £ 20,5 241,0+£ 8,5 6
3 245,0 £20,0 246,7+ 11,9 6
4 250,7 £22,2 2472 £12,9 6
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Tabela 1B. Registro do consumo de liquidos ao longo de 4 dias.

Consumo de liquido (ml/dia) — Média £ DP

1A

Dias Grupo Agua Grupo Etanol N
1 45,0+ 15,2 35,0+ 15,5 6
2 44,1 £ 03,7 40,0+ 17,3 6
3 47,5+ 19,2 42,5+ 08,8 6
4 50,8 £ 18,0 47,5+ 17,5 6
—_ 300 o 100
2 =
T & 250 - E_& 80 1
e 2 g + 60 -
SE 200 835 40
8 \E/ o £'Q
& E-E20-
150 ° 0
- >
2 3 4 —O0—Agua | 4 1 2 3 4
Dias —e— Etanol Dias

Figura 1. Efeito da ingestdo de etanol sobre o peso corporal e consumo de liquido. Os ratos tiveram

acesso (24h/dia) a dgua ou etanol (6,5% v/v) por 4 dias. 1A- média = DP do peso corporal didrio

(N=6/grupo). 1B- Quantidade de dgua ou etanol consumida (mL/dia).
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As tabelas 2A e 2B e figuras 2A e 2B mostram os registros do peso corporal e

da ingestdo de liquidos (4dgua ou etanol 6,5%) ao longo de um periodo de 10 dias. Embora

tenha ocorrido um aumento significante no peso corporal ao longo dos dias (F=79,06,

p<0,0001), ndo houve diferenca estatistica entre os grupos tratado e controle (F=0,

p=0,9533) e nem interacdo significante entre dias e tratamento (F=0,86, p=0,5633). Nao

houve também efeito do tratamento com etanol no consumo de liquido (F=0,59, p=0,4585)

e nem interagdo significante entre dias e tratamento (F=0,21, p=0,9930).

Tabela 2A. Registro do peso corporal ao longo de 10 dias.

Peso corporal (g) — Média £ DP

Dias Grupo Agua Grupo Etanol N
] 231,2+234 234,5+ 19,0 6
’ 237,8 +20,7 240,3+ 18,8 6
3 24454222 2432+ 182 6
4 245,0 +23,9 243,0+ 18,5 6
5 249,5+21.,6 246,3 £ 16,2 6
6 252,3+20,5 250,3+ 16,9 6
7 2552+ 18,7 2543+ 16,8 6
8 255,7+21,9 2543+ 15,6 6
9 261,0 20,9 261,5+13,8 6
10 267,74 24.4 2653 + 16,1 6
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Tabela 2B. Registro do consumo de liquidos ao longo de 10 dias.

Peso corporal (g) — Média + DP

Dias Grupo Agua Grupo Etanol N
| 550+ 13,8 41,7+16,0 6
5 58,3 09,8 5334234 6
3 60,0+ 11,4 57,5+24.4 6
4 60,0 + 20,3 57,5+ 10,8 6
5 58,3+ 14,7 55,0 +20,7 6
6 56,7 + 15,1 55,8+ 16,9 6
7 60,0 + 12,7 58,3+ 18,4 6
8 56,7+ 18,6 583+ 184 6
9 55,0 £ 05,5 53,3+ 17,5 6
10 583 + 09,8 53,3 + 16,3 6
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12345678910
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Volume consumido
(mL/Dia)
(média £ DP)

)
o]
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20 -

2 3 4 5 6 7 8 9
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Figura 2. Efeito da ingestdo de etanol sobre o peso corporal e consumo de liquido. Os ratos tiveram

acesso (24h/dia) a dgua ou etanol (6,5% v/v) por 10 dias. 2A- média = DP do peso corporal didrio

(N=6/grupo). 2B- Quantidade de dgua ou etanol consumida (mL/dia).
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5.2 EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE ETANOL (2,5 g/Kg i.p.) SOBRE
A SOMA DOS COMPORTAMENTOS NOCICEPTIVOS (COCAR A REGIAO
OROFACIAL + LEVANTAR RAPIDAMENTE A CABECA)

A administracdo aguda de etanol (2,5 g/Kg i.p.) produziu analgesia significante
nos ratos submetidos ao teste da formalina na ATM. A reducdo nas respostas
comportamentais nociceptivas foi estatisticamente significante (p<0,001, teste-t; Tabela 3 e

Figura 3) quando o grupo controle foi comparado ao grupo teste.

Tabela 3. Soma dos comportamentos de cogar a regido orofacial e levantar rapidamente a cabeca no
teste da formalina apds injecdo de etanol ou salina (N=6/grupo/experimento). Médias na vertical

com letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste-z.

6/Grupo Soma (CO + LC) — Média + DP

Salina 228,0+454 A
Etanol 115,9+3558B

Soma dos comportamentos

Salina Etanol

Figura 3. Efeito da administracdo aguda de etanol (2,5 g/Kg i.p.) ou salina sobre a soma dos
comportamentos nociceptivos. Cada coluna representa a média = DP. * indica diferenca estatistica

significante entre os grupos I e II (p<0,001, teste-).
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5.3 EFEITO DA ADMINISTRACAO CRONICA DE ETANOL (6,5% POR 4 DIAS)
SOBRE A SOMA DOS COMPORTAMENTOS NOCICEPTIVOS (COCAR A
REGIAO OROFACIAL + LEVANTAR RAPIDAMENTE A CABECA)

Os efeitos antinociceptivos do etanol 6,5% foram observados no quarto dia de
exposicao a solugdo de etanol. A reducdo nas respostas nociceptivas foi estatisticamente
significante (p<0,001, teste-#; Tabela 4 e Figura 4) quando o grupo controle foi comparado

ao grupo experimental.

Tabela 4. Soma dos comportamentos de cogar a regido orofacial e levantar rapidamente a cabeca no
teste da formalina apds ingestdo cronica de etanol (6,5% por 4 dias) ou 4gua comum
(N=6/grupo/experimento). Médias na vertical com letras distintas diferem significativamente entre

si pelo teste-z.

6/Grupo Soma (CO + LC) — Média + DP
Agua 219,5+40,1 A
Etanol 122,4+455B

300 -
250 +
200 -
150 -
100 -

50

Soma dos comportamentos (CO + LC)

Agua Etanol

Figura 4. Efeito da ingest@o cronica de etanol (6,5% por 4 dias) ou d4gua comum sobre a soma dos
comportamentos nociceptivos. Cada coluna representa a média = DP. * indica diferenca estatistica

significante entre os grupos Il e IV (p<0,001, teste-7).
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5.4 EFEITO DA ADMINISTRACAO CRONICA DE ETANOL (6,5% POR 10 DIAS)
SOBRE A SOMA DOS COMPORTAMENTOS NOCICEPTIVOS (TESTE DE
TOLERANCIA)

No dia 10, a soma dos comportamentos nociceptivos no teste da formalina na
ATM nio foi estatisticamente diferente entre o grupo controle vs. grupo teste, revelando
que houve desenvolvimento de tolerincia aos efeitos antinociceptivos do etanol (p=0,98,

teste-1; Tabela 5 e Figura 5).

Tabela 5. Soma dos comportamentos de cogar a regido orofacial e levantar rapidamente a cabeca no
teste da formalina ap6s ingestdo cronica de etanol (6,5% por 10 dias) ou 4gua comum
(N=6/grupo/experimento). Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos

(p=0,98, teste-7).

6/Grupo Soma (CO + LC) — Média + DP

Agua 171,1 + 39,4
Etanol 170,7 £43,2

Soma dos comportamentos

Agua Etanol

Figura 5. Efeito da ingestdo cronica de etanol (6,5% por 10 dias) ou 4gua comum sobre a soma dos
comportamentos nociceptivos. Cada coluna representa a média £ DP. Nao houve diferenca

estatisticamente significante entre os grupos V e VI (p=0,98, teste-1).
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5.5 EFEITO DA RETIRADA DO ETANOL (6,5% POR 10 DIAS) SOBRE A SOMA
DOS COMPORTAMENTOS NOCICEPTIVOS (COCAR A REGIAO OROFACIAL
+ LEVANTAR RAPIDAMENTE A CABECA)

A retirada do etanol produziu um grau significante de hiperalgesia nos ratos
submetidos ao teste da formalina na ATM. O teste foi realizado 12 horas apds a remogao da
solucdo de etanol (6,5% por 10 dias). O aumento nas respostas comportamentais
nociceptivas foi estatisticamente significante (p<0,001, teste-#; Tabela 6 e Figura 6) quando

o grupo da retirada foi comparado com o grupo da dgua e com o grupo do etanol.

Tabela 6. Soma dos comportamentos de cogar a regido orofacial e levantar rapidamente a cabeca no
teste da formalina 10 dias apds de ingestio de dgua, etanol ou 12 horas apds a retirada do etanol
(N=6/grupo/experimento). Médias na vertical com letras distintas diferem significativamente entre

si pelo teste de Tukey.

6/Grupo Soma (CO + LC) — Média + DP
Agua 171,1 £39,4 A
Etanol 170,7+432 A
Retirada 283,2+34,3B
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350 - *
300 T
250 -
200 - T
150 |
100 -

50 -

Soma dos comportamentos (CO+LC)

Agua Etanol Retirada

Figura 6. Soma dos comportamentos nociceptivos ao teste da formalina na ATM apés 10 dias de
ingestdo de dgua (N=6) etanol (N=6) ou 12 horas apds a retirada do etanol (N=6). Cada coluna
representa a média £ DP. * indica diferenca estatistica significante entre o grupo da retirada (VII) e

os outros 2 grupos (p<0,05, One-Way ANOVA + Tukey).

5.6 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE MORFINA SOBRE A SOMA DOS
COMPORTAMENTOS NOCICEPTIVOS EM ANIMAIS PREVIAMENTE
TRATADOS COM ETANOL (TESTE DE TOLERANCIA CRUZADA)

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos que ingeriram dgua ou etanol em
relacdo a poténcia analgésica da morfina, indicando que ndo houve desenvolvimento de
tolerancia cruzada entre a analgesia induzida pelo etanol e pela morfina. S6 houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos tratados com morfina quando comparados com
seus respectivos grupos controle (p<0,001, One-way ANOVA + Tukey; Tabela 7 e Figura
7).
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TABELA 7. Efeito da morfina sobre a soma dos comportamentos nociceptivos (média + DP).

Médias na vertical com letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey.

Morfina 10mg/Kg + Formalina

Grupos Formalina 1,5%
1,5%
Agua 171,1 £39,3 A 14,0+ 19,7B 6
Etanol 170,7 £432 A 143+10,8 B 6
200 - T T
150 -
Oformalina

E morfina+formalina

50 * *

o | mm |

Agua Etanol

Soma dos comportamentos
(CO+LC)
)
o

Figura 7. Efeito da morfina (10 mg/Kg) sobre a soma dos comportamentos nociceptivos no teste da
formalina na ATM. Cada coluna representa a média £ DP. * indica diferenca estatistica significante
entre os grupos tratados com morfina (VIII e IX) e seus respectivos grupos controle (p<0,001, One-

way ANOVA + Tukey).
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6 DISCUSSAO

Alteragdes na percep¢do da dor podem ser produzidas por manipulacdes
farmacoldgicas e/ou ambientais (Bell et al., 1998). Os resultados do presente estudo
(Gameiro et al., 2003) mostraram que a administracdo aguda e cronica de etanol produziu
um grau significante de analgesia nos animais submetidos ao teste da formalina na ATM.
Entretanto, apds algum tempo de ingestdo de etanol (dia 10) foi observada tolerancia aos
efeitos antinociceptivos do etanol. Em acréscimo, hiperalgesia comportamental foi
verificada 12 horas apds a retirada do regime cronico de etanol por 10 dias. Estes achados
sdo consistentes com o estudo de Gatch & Lal (1999), que relataram os efeitos do etanol
sobre um ensaio de dor superficial, o teste da retirada da cauda (tail-flick).

Bell et al. 1998 demonstraram que apenas uma injec¢do de etanol (2,5 g/Kg) era
capaz de provocar analgesia significante em ratos submetidos ao teste da placa quente (hot-
plate). Os autores também demonstraram que ratos pré-tratados com etanol (tanto por
injecdes como por ingestdo) desenvolveram tolerancia a analgesia-induzida pelo etanol, a
qual ndo era acompanhada por tolerdncia cruzada a analgesia induzida pela morfina, por
isso sugeriram que os efeitos analgésicos do etanol eram mediados por mecanismos nao
opidides. No nosso estudo também nao foi observada tolerincia cruzada entre a analgesia
induzida pelo etanol e pela morfina, o que indica que a acdo analgésica do etanol sobre o
teste da formalina na ATM € mediada principalmente por mecanismos ndo opidides.

Algumas pesquisas t€ém mostrado que a tolerincia aos efeitos analgésicos do
etanol ocorrerd apenas em certas condi¢des, isto €, os procedimentos para avaliacdo da dor
em ratos devem ser repetidamente realizados no mesmo ambiente que foi utilizado para
induzir a tolerancia (Jorgensen & Hole 1984; Siegel & Sdao-Jarvie, 1986; Le et al., 1999).
Esta ¢ a chamada tolerincia comportamental. Os nossos resultados mostraram que a
tolerancia a analgesia induzida pelo etanol foi provocada principalmente por fatores
farmacoldgicos (tolerancia fisioldgica), pois os procedimentos utilizados para induzir
tolerancia foram realizados nas gaiolas dos ratos (administracdo de liquidos) e o teste da

formalina foi realizado em outra sala experimental, demonstrando que a tolerincia se
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desenvolveu na auséncia de ‘“fatores ambientais”, tais como a manipulacio, injecdes e
ambiente experimental.

Os mecanismos pelos quais o etanol produz analgesia ainda ndo estdo claros; de
fato, véarios mecanismos podem estar envolvidos. Tem sido demonstrado que o etanol
possui propriedades antagdnicas sobre receptores excitatorios NMDA (Lovinger et al.,
1989) e ATP (Xiong et al., 2000) e propriedades agonistas sobre receptores inibitérios
GIRK (Ikeda et al., 2002), GABA (Mihic, 1999) e SHT (Lovinger, 1999). Portanto, é
possivel supor que o etanol possa influenciar (inibir) a transmissao e percepc¢ao da sensagao
dolorosa. Porém o fato de que a ingestdo cronica de etanol pode provocar tolerdncia,
dependéncia fisica e sindrome de abstinéncia (O “Brien, 1996) torna mais dificil o estudo
dos efeitos do etanol sobre os complexos sistemas de dor. Se esses efeitos se refletirem
sobre os receptores envolvidos no processamento da resposta dolorosa, a acdo analgésica
do etanol poderd ser abolida, por tolerdncia, ou as respostas nociceptivas poderdo ser
acentuadas (hiperalgesia), no caso da dependéncia fisica e sindrome da abstinéncia.

A tolerancia fisioldgica é considerada uma alteracdo compensatoria, ao nivel
celular, em resposta aos efeitos depressivos do etanol. Os principais receptores envolvidos
com esse fendmeno sio o NMDA e o GABA, (Chandler et al.,1998). Muitos estudos t€m
mostrado um aumento na atividade dos receptores NMDA (Grant et al., 1990; Chen et al.,
1997) e uma diminui¢do na atividade dos receptores GABAA (Morrow, 1995) apods
exposi¢do cronica ao etanol. Segundo Chandlers er al. (1998), essas alteragdes ndo se
devem as mudancas na densidade dos receptores. O aumento na atividade dos receptores
NMDA (up-regulation) e a diminuicdo da atividade dos receptores GABA, (down-
regulation) ocorre pelo aumento e diminuicdo da expressdo genética de algumas
subunidades protéicas dos canais NMDA (Chen et al., 1997) e GABAs (Mhatre & Ticku,
1992), respectivamente. Dessa forma, sugere-se que as alteracdes estruturais nos receptores
NMDA e GABA,, provocadas pelo etanol, sdo capazes de intensificar a neurotransmissao
excitatéria mediada pelo glutamato e reduzir a neurotransmissdo inibitoria mediada pelo
GABA. Portanto, essas modificacdes estruturais compensatorias parecem ser responsiveis
pelas alteragdes no processo de nocicepcao decorrentes da ingestao cronica e da retirada do

etanol, conforme ilustrado nas Figuras 8, 9 e 10. O consumo freqiiente de etanol pode
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provocar tolerancia aos seus efeitos analgésicos, conforme os resultados obtidos no
presente trabalho, e a retirada do etanol pode provocar hiperexcitabilidade nas transmissdes
nervosas relacionadas a nocicep¢do, o que justifica a hiperalgesia comportamental
observada nos animais submetidos ao teste da formalina na ATM apds a suspensdo do

regime cronico de etanol.

Situacao 1) Acao analgésica do etanol

Glu +]M \MDA) = + DOR

Etanol —4

@+

GABA + Bl (GABA-R) = - DOR

Etanol = Analgesia

Figura 8 — Efeitos dos neurotransmissores GLUTAMATO (Glu), 4cido y-amino butirico
(GABA) e do etanol sobre os receptores NMDA e GABA.

Situacio 2) Desenvolvimento de tolerancia

\‘ a ¥ P sensibilidade
N

Glu + u aMDA) = + DOR

GABA +. (GABA-R) = - DOR

l sensibilidade

Etanol = Auséncia de Analgesia
(Tolerdncia)

FIGURA 9 — O etanol provoca aumento na atividade (up-regulation) dos receptores NMDA e
diminui¢do na atividade (down-regulation) dos receptores GABA. Nesta situacdo, o
organismo estd em “equilibrio” com o etanol. 37
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Situacao 3) Efeito da retirada do etanol

\‘ - ¥ T sensibilidade
N

Glu +u omvpa) = + DOR

® GABA + - (GABA-R) = - DOR

1 sensibilidade

Auséncia de Etanol = Hiperalgesia

Figura 10 — As alteragdes estruturais provocadas nos receptores NMDA e GABA resultam em
aumento na sensibilidade nociceptiva apds a remocgao do etanol (sindrome da abstinéncia).

De acordo com os mecanismos descritos acima, o etanol pode inicialmente
produzir analgesia, porém a ingestdo crOnica pode provocar tolerdncia a esse efeito
analgésico, e a retirada do etanol pode provocar respostas exageradas a estimulos que
normalmente sdo dolorosos (hiperalgesia) devido a dependéncia fisica. Nossos resultados
suportam essas teorias, visto que a administracdo aguda e cronica de etanol produziu um
grau significante de analgesia nos ratos submetidos ao teste da formalina na ATM. Além
disso, esse efeito analgésico ndo ocorreu nos animais que ingeriram etanol por um periodo
mais longo (10 dias), mostrando o desenvolvimento de tolerdncia aos efeitos
antinociceptivos do etanol. Hiperalgesia comportamental foi observada 12 horas apds a
retirada do etanol (administrado por 10 dias).

Nos testes com a morfina, foi observado que a dose de 10 mg/Kg (Bell et al., 1998)
teve um forte efeito analgésico sobre os comportamentos nociceptivos provocados pelo
teste da formalina na ATM. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre a
poténcia analgésica da morfina nos ratos que ingeriram dgua (controle) e etanol por 10 dias,

demonstrando que a tolerdncia aos efeitos do etanol que foi observada no dia 10 ndo foi
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acompanhada por tolerdncia cruzada aos efeitos analgésicos da morfina. Por isso,
sugerimos que a acdo do etanol sobre o comportamento nociceptivo provocado pela
formalina € mediada principalmente por mecanismos nao-opidides. Nossos dados estdo de
acordo com o estudo de Bell et al., (1998), que avaliaram a analgesia induzida pelo etanol e
pela morfina utilizando o teste da placa quente (hot-plate) em ratos. Por outro lado, nossos
resultados sdo diferentes daqueles encontrados por Shah et al. (1996) e Duttaroy et al.,
(1997), que demonstraram que existia uma interacdo entre o etanol e a morfina. Porém,
estes estudos utilizaram camundongos em seus experimentos € ensaios nociceptivos em
tecidos superficiais, o que pode explicar as discrepancias encontradas.

Embora o exato mecanismo de acdo do etanol sobre os sistemas de
processamento da dor ndo tenha sido comprovado, foi demonstrada no presente trabalho a
influéncia do etanol sobre as condi¢des dolorosas envolvendo tecidos profundos, como a
ATM, utilizando-se o teste da formalina na ATM.

O teste da formalina (Dubuisson & Dennis, 1977; Roveroni et al., 2001) é
comumente utilizado como modelo de dor inflamatéria e tonica. Como o teste provoca uma
resposta dolorosa de longa duracdo, este € mais relevante para a avaliacdo da dor clinica e é
mais sensivel ao efeito de drogas analgésicas, quando comparado com modelos de dor
fasica, tais como a placa quente e o teste da retirada da cauda (Hammond, 1989).

Informacdes sobre a extensdo das alteragdes induzidas pelo etanol nos sistemas
nociceptivos podem ser de grande valor clinico, especialmente para individuos que
consomem alcool regularmente e que sofrem de algum tipo de condi¢do dolorosa cronica,
como as desordens temporomandibulares. Se a ingestdo cronica de etanol ou a dependéncia
fisica alteram os limiares nociceptivos, os efeitos das medicagdes analgésicas em
alcodlatras podem ser significativamente alterados, podendo levar ao uso inadequado de
medicamentos com perigosos efeitos colaterais ou a necessidade de intensificagdo da
terapia analgésica para os casos de pacientes que sofrem os efeitos da sindrome de

abstinéncia alcodlica.
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7 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o etanol € capaz de influenciar as respostas

comportamentais de dor provocadas pelo teste da formalina na ATM.

A administragdo aguda (2,5 g/Kg i.p.) e cronica (ingestdo por 4 dias) produziu
analgesia significante nos animais submetidos ao teste da formalina na ATM.

A ingestdo prolongada (10 dias) provocou o desenvolvimento de tolerincia aos
efeitos analgésicos do etanol.

A retirada do etanol provocou hiperalgesia comportamental durante o teste da
formalina na ATM.

A auséncia de tolerancia cruzada entre o etanol e a morfina sugere que o0s
sistemas de acdo analgésica do etanol sdo mediados por mecanismos nao-

opidides.
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APENDICE

Tabelas referentes aos valores individuais da amostra.

Tabela 1 — Valores individuais do efeito desencadeado pela administragdo de etanol (2,5 g/Kg) ou
salina sobre os comportamentos nociceptivos (CO + LC) desencadeados pela inje¢dao de formalina
na ATM.

Soma dos comportamentos (CO + LC)

Animal Grupo Salina (Controle) Grupo Etanol

1 198,68 56,15

2 195,14 119,25

3 208,13 117,00

4 295,84 145,86

5 275,58 155,99

6 194,64 101,00
Média + DP 228 + 45,41 115,87 £35,52

Tabela 2 — Valores individuais do efeito desencadeado pela ingestdo cronica de etanol (6,5% por 4
dias) ou 4gua comum sobre os comportamentos nociceptivos (CO + LC) desencadeados pela
injecdo de formalina na ATM.

Soma dos comportamentos (CO + LC)

Animal Grupo Agua (Controle) Grupo Etanol

1 202,39 128,47

2 148,14 171,36

3 245,33 172,65

4 253,77 111,32

5 248,29 95,25

6 219,00 55,15
Média + DP 219,48 £40,13 122,36 £ 45,47

Tabela 3 — Valores individuais do efeito desencadeado pela ingestio cronica de etanol
(6,5% por 10 dias) ou 4gua comum sobre os comportamentos nociceptivos (CO + LC)
desencadeados pela inje¢do de formalina na ATM.

Soma dos comportamentos (CO + LC)

Animal Grupo Agua (Controle) Grupo Etanol

1 145,41 147,56

2 131,90 156,70

3 208,80 227,73

4 188,09 110,18

5 132,85 211,46

6 219,40 170,67
Média = DP 171,07 £ 39,24 170,71 £ 43,14
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Tabela 4 — Valores individuais do efeito desencadeado pela ingestdo cronica de etanol (6,5% por 10
dias), 4gua comum ou da retirada do etanol sobre os comportamentos nociceptivos (CO + LC)
desencadeados pela injecdo de formalina na ATM.

Soma dos comportamentos (CO + LC)

Animal Grupo Agua (Controle)  Grupo Etanol Grupo Retirada
1 145,41 147,56 287,21
2 131,90 156,70 338,91
3 208,80 227,73 243,33
4 188,09 110,18 289,41
5 132,85 211,46 250,28
6 219,40 170,67 290,11
Média = DP 171,07 £ 39,24 170,71 £ 43,14 283,20 + 34,29

Tabela 5 — Valores individuais do efeito desencadeado pela administracdo de morfina (10 mg/Kg)
sobre os comportamentos nociceptivos (CO + LC) desencadeados pela injecao de formalina na
ATM em animais que ingeriram d4gua comum ou etanol 6,5% por 10 dias.

Soma dos comportamentos (CO + LC)

Animal Grupo Agua Grupo Etanol
formalina formalina + morfina formalina formalina + morfina
1 145,41 6,00 147,56 15,00
2 131,90 9,00 156,70 18,21
3 208,80 2,00 227,73 30,00
4 188,09 53,88 110,18 2,00
5 132,85 6,00 211,46 18,53
6 219,40 6,91 170,67 2,00

Média+ DP 171,07 £39,24 13,965 + 19,686 170,71 £43,14 14,290 £ 10,796
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