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RESUMO

Embora sejam uma importante entidade clinica, as desordens da
Articulagao Temporomandibular (ATM), representam um probiema de dificil
tratamento, e principalmente, causam enorme desconforto e geralmente
inflamacao seguida de dor. Portanto, o desenvolvimento e a padronizacao de
modelos experimentais que possibilitem o estudo dos mecanismos
fisiologicos envolvidos nesse tipo especifico de condicées dolorosas séo de
grande relevancia. Para isso, 50 ul de dleo de mostarda (OM) (1,5%, 2,5% e
4,5%) ou seu veiculo 6lec mineral foram administrados na regiao da ATM
direita de ratos e as respostas comportamentais nociceptivas caracterizadas
pelo ato de cogar a regi&o orofacial (CO) e levantar rapidamente a cabeca
(LC) foram quantificadas por 45 minutos. A administracac periarticular de OM
produziu resposias comportamentais nociceptivas  estatisticamente
significativas a partir da concentracdo de 2,5% em relagdo a de dleo mineral.
Com o intuitc de confirmar o carater nociceptive das respostas
comportamentais induzidas pela administragcdo de OM na ATM, foram
realizados grupos experimentais adicionais, nos quais 0 QX-314 {(quaternario
hidrofilico derivado da lidocaina) - 2% ( 25ul) foi co-administrade com o OM
(5% -25ul) e a morfina foi administrada via intraperitoneal (i.p.) 30 minutos
antes da administragéo do OM (2,5% - 50ul) na regido da ATM. A seguir

para se verificar o efeifo de drogas analgésicas nessas respostas
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nociceptivas foram adiministradas, via i.p., dipircna (19; 57; 95mg/kg) e
tramadol (5; 7,5; 10mg/kg) 30 minutos antes da administracdo de OM 2,5%.
Os resultados indicam que o OM guando injetado diretamente na ATM de
ratos € capaz de desencadear respostas comportamentais nociceptivas que
s&o significativamente reduzidas pela co-administracdo de QX-314 - 2% e
pela administracao i.p. de morfina, e que este modelo comportamental é
sensivel aos analgésicos tramadol e dipirona, 0s quais reduziram de maneira
dose dependente as respostas comportamentais nociceptivas avaliadas

nesta pesquisa.



ABSTRACT

Although they are an important clinical entity, Temporomandibular
disorder (TMD), causing a lot of discomfort and usually inflammation followed by
pain, requires very complex treaiment. Therefore, the development and the
standardization of experimental models that make the study of physiologic pain
mechanisms possible are of great relevance. For this, 50 pL of 1.5%, 2.5% and
4.5% mustard oil (MO), as well as its vehicle, the mineral oil, was administered in
the right temporomandibular joint (TMJ) of rats. Nociceptive behavioral responses
characterized by the rat’s both rubbing the orofacial region and flinching their heads
guickly were quantified for 45 minutes. When compared to mineral oil administered
in the periarticular region, MO showed nociceptive behavioral responses (statistically
significant) starting at a concentration of 2.5%. With the intention of confirming the
nociceptive character of the behavioral responses induced by the administration of
MO in TMJ, two experimental groups were tested: group 1 - 25uL of QX 314 at 2%
(derived from the lidocaine) co-administered with 5% MO (25uL); group 2 - morphine
was intraperitoneally (i.p.) administered 30 minutes before the administration of
2.5% MO (50ul). In order to venfy the effect of analgesic drugs on behavioral
responses, dipyrone (19; 57, 95mg/kg) and tramadol (5; 7.5; 10mg/kg) were
administered (i.p.) 30 minutes before the administration of 2,5% MO. Results in the
present study show that when rats were injected with MO directly into the TMJ,
nociceptive behavioral responses could be observed and these responses were

significantly reduced by the co-administration of QX-314 at 2% and by the
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administration of morphine. Also, this behavioral model was sensitive to the
analgesic tramadoi and dipyrone, which reduced the nociceptive behavioral

responses in dependent dose appraised in this research.



1 INTRODUGAO

Tem sido demonstrado que 32% de todos os adultos irao sofrer de
disfuncao craniomandibular, sendo de relevéancia o fato de que 70% destes
casos serem acompanhados de dor {ALDER ef a/.,, 1992). Ainda com relacéo
a isto, IRVING ef a/. (1999) relatam que a sindrome dolorosa da disfungdo da
ATM, é a ocorréncia mais comum na regido orofacial ficando apenas atras da

dor de dente.

Mesmo com sua importancia clinica, esse tipo de patologia ainda &
pouco compreendida pela maioria dos profissionais, fato este que pode
explicar a ineficiéncia no tratamento dessas disfungbes. Tao logo, € de
relevancia o estudo da dor proveniente dos regi@o craniomandibular. A partir
da década de 90, houve uma grande proliferacio de modelos de estudo em
animais, tentando imitar ac maximo as condigbes clinicas de dor ocorridas

em humanos (REN & DUBNER, 1998Db).

Para estudar os mecanismos dolorosos, diversos agentes irritantes
tem sido utilizados. Dentre os agentes algésicos quimicos utilizados, temos a
formalina, o kaolin, a carragenina, ¢ 6leo de mostarda (OM), o fator ativador
plaquetario, serotonina (WHEELER-ACETO ef a/, 1988). O OM (alil
isotiocianato dissolvido em dleo mineral), por sua vez possui uma serie de
vantagens, € sua administracdo nos tecidos produz uma inflamagdo do tipo

neurogénica (DONNERER, ef af., 1991), & um estimulante direto de fibras C,



e possui, caracteristicas especificas de um agente inflamatorio, efetividade
cientificamente comprovada, efeito relativamenie rapido, favorecendo e

simplificando os procedimentos experimentais (HASS ef a/., 1992).

WOOLF & WALL (1986) verificaram que a administracéc de OM
20%, no tecido periarticular do joelho de rato, induzia uma atividade refiexa
por 25 a 90 minutos. Qutros autores como MACMAHON & ABEL (1987)
demonstraram a infiliracdo de neutréfilos polimorfonucleares 1 h apés a

instilac&o de OM 2,5% na bexiga de ratos.

YU et al. (1995), em um trabalho de pesquisa, demonstraram que a
aplicacdo de OM na ATM de ratos promove um aumento da atividade
eletromiogréfica dos masculos masséter e digastrico, e, que esse aumento é

bloqueado pelo pré-tratamento do animal com lidocaina.

HARTWIG ef al. (1996) relataram que a aplicacdo do agente irritante
OM na ATM de ratos, induz um aumento significativo das respostas
comportamentais nociceptivas quando comparadas as do grupo controle no
qual foi injetado dleo mineral (veiculo), sendo que a morfina reduz o numero

de comportamentos nociceptivos, de maneira dose-dependente.

Ja ISHIKAWA ef al. (1999), em um estudo para verificar o papel de
um indutor do fator de crescimento neuronal na hiperaigesia induzida pelo
OM, demonstraram que aplicaggdo de OM na pata de ratos causa um

aumento gradual no movimento de retirada da pata injetada e que esse



comportamento nociceptivo foi completamente bloqueado pelo pré-

tratamento do animal com morfina.

Sabendo entdo, que o desenvolvimento de modelos experimentais
para o estudo da dor em animais, $80 uma altermativa de grande valia e
relevancia (MIAMPAMBA ef al., 1983), e gue ¢ tratamento das disfungbes
craniomandibulares frequentemente envolve farmacoterapia (BEREITER &

BEREITER, 2000), o objetivo dessa pesquisa foi:

e Padronizar um modelc comportamental para estudo da dor proveniente
dos tecidos craniomandibulares atraves da administracdo de OM em

diferentes concentracdes;

» Verificar se as respostas comportamentais induzidas pela administracao
de OM na regido da ATM de ratos s&o de carater nociceptivo, através da
administracado de analgésicos classicos, suffato de morfina (4mg/kg —

10mi/kg) e Qx 314-2%;

« Testar o efeito do tramadol e dipirona nesse modelo comportamental de

dor.



2 Revisao de Literatura

2.1 Vias neurais para Dor Qrofacial

A dor é o principal motivo pelo qual o paciente procura o tratamento
odontologico. De acordo com a Associacao Internacional para o Estudo da
Dor (IASP), a dor & definida como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a injdria tecidual real ou potencial, ou descrita

nesses termos (ZIMMERMAN, 1983).

A dor proveniente da regido orofacial corresponde a mais de 25%
dos casos de queixas de dor (SESSLE, 1987), sendo a sindrome dolorosa da
articulacéo temporomandibular (ATM) a ocorréncia mais comum na regido

orofacial, ficando apenas atras da “dor de dente” (IRVING ef a/., 1999).

Na maioria das vezes, a dor & precedida por injuria tecidual, que pode
ocorrer por trauma na ATM, exodontia dental, enire outros. A reacéo natural
do organismo frente a um trauma é uma resposta de protecéo local, evitando
uma destruicdo ainda maior € ao mesmo tempo, um aierta para o cérebro do
perigo eminente, através da inflamacdo e dor respectivamente (COOPER,

1990).

As terminacgdes nervosas livres (TNL) na face e na boca determinam

a base periférica para dor. Muitas TNL atuam como nociceptores,
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constituindo os receptores ou orgaos sensitivos que respondem a estimulos

nocivas mecanicos, térmicos, quimicos e elétricos (SESSLE, 1986).

As TNL, as guais ocorrem em todos os tecidos craniofaciais incluindo
pele, mucosa oral, ATM, polpa dental, periodonto, peridsteo e masculos séo
associadas com algumas fibras aferentes de pequenc didametro, de condugao
lenta, cujo corpo celular se localiza no ganglio trigeminal (SESSLE, 1996).
Essas fibras aferentes nociceptivas correspondem as fibras C, que sao fibras
de 0,3 a 3um de didmetro, amielinizadas de velocidade de condugdo 0,5 a
2mis e as fibras A-delta, de 2 a S5um de diametro, mielinizadas com

velocidade de condugéo de 5 a 30m/s (AGHABEIGI, 1992).

Os nociceptores quando ativados, por qualguer estimulo nocivo,
enviam ao Sistema Nervoso Central (SNC), informagbes sensoriais e
discriminativas sobre as caracteristicas espacial e temporal do estimulo, que
sdo essenciais para discernir sua qualidade, intensidade, duracdo e

jocalizacao (SESSLE, 1996).

Na regi2o orofacial as fibras nociceptivas ativadas penetram no SNC
através da ponte e fazem sinapse com neurdnios localizados no nuclec do
trato espinhal do trigémeo (NTET), que e subdividido de rostral para caudal

em subndcleo oral (80), interpolar (SI) e caudal (SC) (Sessle, 1995).
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Segundo SESSLE (1986), apés atingir o NTET, as informacdes
sensoriais podem ser levadas diretamente para o talamo e cortex cerebral ou

indiretamente para a formacao reticular.

O SC estende-se até a medula espinhal, onde se funde ao corno
dorsal da mesma e, embora os componentes rostrais do NTET (SO e SI)
também estejam implicados em mecanismos nociceptivos orofaciais
relatados especialmente para dor intraoral e perioral (RABOISSON ef al,
1995), o SC tem sido considerado como a principal regido de transmissdo da

informacgéo nociceptiva dos tecidos craniofaciais superficiais e profundos

(TSAI et al., 1999).

Por suas similaridades morfolégicas e fisiolégicas com o corno dorsal
espinhal (DUBNER, 1986) o SC tem sido designado como como dorsal

medular (HU ef al.,, 1981)

O SC contém neurdnios nociceptivos (HU, 1890), alguns dos quais
podem ser ativados por estimulacio elétrica ou agentes algésicos quimicos
na ATM e outros tecidos profundos; muitos desses neurdnios podem ser
ativados no talamo posterior, o que indica seu envolvimento nos caminhos
nociceptivos ascendentes (SESSLE ef al, 1995). Na verdade, existe uma
abundancia de aferéncias de pequeno didmetro suprindo a ATM e mdsculos
mastigatorios e muitas dessas aferéncias se projetam para o SC ( SESSLE &

HU, 1991).
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O SC possui dois tipos de neurbnios nociceptivos: os nociceptivos
especificos que respondem somente a estimulos nocivos, e 0s convergentes
ou multireceptivos, que respondem tanto a estimulos nocivos como

mecanicos (YU et al., 1993).

Os neurdnios nociceptivos do SC parecem apresentar uma ampla
convergéncia proveniente de tecidos profundos & cutdneos. Portanto, a
extensiva convergéncia de impulsos da ATM e de musculos mastigatorios
para 0s neurbnios nociceptivos cutaneos no SC pode explicar a dificil
tocalizagao e a dor referida e prolongada, tipica das condi¢des dolorosas que
envolvem tecidos profundos como a ATM e a musculatura associada (TSAI

ef al., 1999).

Além do SC apresentar um papel crucial na transmissdo da
informagao nociceptiva, como dito acima, ele esta criticamente envolvido na
expressao das respostas reflexas nociceptivas. O aumento da atividade
eletromiografica que ocorre nos musculos de abertura e fechamento bucal,
em decorréncia de um estimulo dolorosoc na ATM, sugere que as
informacodes nociceptivas da ATM podem ativar neurdnios no SC, os quais,
através das suas conecgbes com 0s centros reflexos do tronco cerebral,
desencadeiam uma coativacdo dos musculos agonistas e antagonistas que
pode servir para limitar 0os movimentos mandibulares em condi¢Ses
patofisiologicas, afetando os musculos e a ATM (HU et af., 1997; SESSLE,

1996).



Aiem do SC, o Si tambeéem parece estar envoivido no processamento
da informa¢&o nociceptiva proveniente da regido orofacial, e tem sido
demonstrado que o Sl contém neurdnios com caracteristicas nociceptivas

semelhantes aquelas no SC (RO & CAPRA, 1989).

Considerando que a expressao da proteina c-Fos pode ser utilizada
para examinar areas que recebem impulsos sensoriais nocivos, HATHAWAY
et af, (1995), utilizaram a injegdo do estimulante seletive de fibras de
pequenc diametro, Olec de mostarda, dentro da regido da ATM, para
qguantificar 0 nimero e distribuicdo dos neurdnios dentro do nucleo espinhal
trigeminal, e mostrou que 0s neurdnios Fos-positivo eram vistos em regides

discretas do nucleo espinhal trigeminal caudal, incluindo o pdlc ventrolaters!

do nuclec de transicdo entre 0 Sl e SC.

O SO, localizado na parte mais rostrai do NTET, também represeria
um eiemento impcitante no processamento da dor orcfacial, e pode estar

especiaimente envolvidG Nos mecanismos nociceptives intra-orais e periorais

Estudos feitos por HUOPANIER ef al. (1992}, sobre a atividade
neuronal do SO em resposta a estimulacdo elétrica de dentes de gatos

anestesiados, e comparandc as caracteristicas elefrofisiciogioes  dos

£

neurgnios do SO com os do SC e 8i, mostraram que a maicria dos neurdnios

14



sensitivos do SO apresentavam limiares de resposta menores € um periodo

de laténcia mais curto do que os do SC e Sl

Qutros estudos elefrofisioldgicos tém demonstrado que os SC e SO
parecem exercer funcbes distintas no processamento da informacao
nociceptiva no NTET, sendo que o SC parece estar mais envolvido no
processo'de dor inflamatodria tonica efou nos estados hiperalgésicos centrais

do que o SO (RABOISSON et al., 1995).

Do NTET, a informacac nociceptiva proveniente da regi&o orofacial
conduzida na sua projecdo espino-talamica ao talamo ventrobasal e dai ao
cortex somatossensorial, sendo estas responsaveis pelo componente
sensorial discriminativo da dor, enquanto que, as aferéncias gue se projetam
para ¢ talamo medial e deste para o cortex frontal, estéo relacionadas com o

componente afetivo da dor (AGHABEIGH, 1992).

Estudos tém demonstrado que a ativagdo de vias nociceptivas
especializadas no Sistema Nervoso Periférico e como dorsal nem sempre
produz dor. Ha svigéncias de que essas vias ssido sujeitas & consideravel
modulacdc por sistemas de controle descendentes exirinsecos de areas

cerebrais superiores, influenciando nas experiéncias comportamentais de dor

em humanos (DUBKER & BERNKETT, 1983},

—
Lh



2.2 Mediadores quimicos da Dor e inflamacgao

Para que ocorra o processamenio da informacdo nociceptiva, uma
série de mudancas ocorre no focal do trauma ou injuria tecidual. Uma grande
quantidade de mediadores quimicos s&o liberados na area da injuria tecidual.
Dentre eles, temos a bradicinina (BK), liberada por lesao vascular que tem
mostrado um potente efeito pré-inflamatério, sende uma das mais potentes
substancias enddgenas indutoras de dor (SWIFT et al., 1998), ions potassio
(K) das células rompidas, histamina (Hl) liberada a partir dos mastdcitos,
serotonina (SE) de plaquetas, substancia P (SP) dos terminais axdnicos e
Prostaglandinas (PG) derivadas do acido araquidbnico. Esses mediadores
guando aplicados localmente ativam fibras de pequeno didmetro e produzem
dor; As PG facilitam a dor evocada por estimulos quimicos e fisicos, mas por
si s sdo relativamente ineficazes em evocar dor; A SP é encontrada em
algumas fibras de pequeno diametro e podem ser liberadas das terminacdes

nervosas nos tecidos periféricos (SESSLE, 1996).

Esses mediadores, promovem uma seérie de mudancas como o
aumento da permeabilidade capilar, e 0 extravasamento plasmatico,
excitam e sensibilizam os nociceptores aferentes primarios, promovem a
irradiacao da dor e a subsequente inflamagéo do tecido subjacente, processo
conhecido como sensibiiizac@o periférica (SEP) (HU et al., 1994). A SEP é

responsave! pela hiperalgesia, que € o aumento da dor frente a estimulos
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dolorosos, e pela alodinea, que & a dor em resposta a estimulos
normaimente nao-nocivos (CODERRE et al., 1993; FILLINGIM et a/., 1998).
Os sinais nervosos iniciados nas areas de injuria tecidual conduzem
informacdes nociceptivas, que provocam mudangas no SNC, contribuindo
para amplificac&o e persisténcia da dor. Essas mudancas séo referidas como
sensibilizacdo central (SEC) e envolvem um aumento na excitabilidade dos
neurdnios do corno dorsal da medula espinhal causado bor uma cascata de
eventos, incluindo despolarizacdo neuronal, remogao do blogueio magnésio
voltagem-dependente dos receptores N-metil — D - aspartato (NMDA),
mudancgas na excitabilidade celular, entrada de célcio nos neurdnios e uma
potencializagdo na transmissao sinaptica. Essas mudangas também incluem
ativaggdo de outros receptores envolvendo aminocacidos excitatorios
jonotropicos € metabotropicos, neuropeptideos como SP, neurotrofinas e
kinases envolvidas no processo de fosforilagao (REN & DUBNER, 1989a).
Esse mecanismo de SEC e similar ao de SEP, pois, como ja
mencionado, ocorre um aumento na liberacdo de mediadores quimicos na
sinapse entre as aferéncias nociceptivas primarias e 0s neurdnios de
segunda ordem no SC, aumentando a excitabilidade neuronal, diminuindo o
limiar a estimulos mecanicos e aumentando a atividade espontanea (HU et

al., 1994, SESSLE, 1995)
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2.3 OLEO DE MOSTARDA: Agente inflamatorio

Dentire os problemas que acometem a regido orofacial, as desordens
da ATM representam um problema de dificil tratamento e, principalmente,

causam enorme desconforio e, geralmente, inflamagao seguida de dor.

Segundo TOMAZZI (1988), os mecanismos dolorosos que acometem
a ATM sao um dos problemas mais dificeis e intrigantes com que se depara
o cirurgido dentista, tendo em vista a grande dificuldade e subjetividade de

se estudar a dor em humanos.

Dessa forma, o desenvolvimento de modelos experimentais para o
gstudo da dor em animais, € uma alternativa de grande valia e relevancia

(MIAMPAMBA et a/., 1993).

Dentre os meétodos mais utilizados para quantificacgde da dor em
animais experimentais incluem-se o eletrofisiologico, que consiste no registro
da atividade neuronal, o eletromiografico, no qual se realiza o registro da
atividade muscular e o comportamental, que analisa as variaveis
comportamentais, frente a diferentes estimulos, sendo ¢ Gnico que permite

uma analise resultante da integracdo do SNC como um todo.

Tém sido descritos na literatura varios agentes irritantes capazes de

induzir injuria tecidual e dor. Dentre esses, temos: 6leo de mostarda (OM),
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formalina, kaolin, serotonina, fator ativador plaquetario, carragenina

(WHEELER-ACETO ef al., 1989).

O OM e um algésico guimico gue pode provocar dor e oufros
comportamentos nociceptivos quando aplicados na pele ou em tecidos

profundos como a ATM (WOOLF & WALL, 1986, HANDWERKER ef af,
1991; HARTWIG et al., 1996).

O OM produz uma inflamacéao do tipo neurogénica que compreende
vasodilatacao, extravasamento plasmatico e ativagao celular (DONNERER et
al., 1991; INOUE ef a/., 1997 ). O OM apresenta uma seérie de vantagens por
ser um estimulante direto de fibras C, possuir caracteristicas especificas de
um agente inflamatério, induzir ativacéo de proteinas c-fos vias nociceptivas
espinhais em ratos (MUNRO ef al, 1993, SOYGUDER ef al, 1994),
efetividade cientificamente comprovada, efeitc relativamente rapido
favorecendo e simplificando os procedimentos experimentais (HASS et al,

1992).

O OM promove a ativagdo de neurbnios sensoriais que contém
neuropeptideos, incluindo as taguininas, o peptideo relacionado ao gene
calcitonina (CGRP) e a substancia P (HOLZER, 1888). Os neuropeptidecs

apresentam um papel patofisiologico importante na inflamacdo neurdgénica

da pele e de vias aéreas.
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A presenca de fibras nervosas contendo SP e CGRP tém sido

demonstrado na vascuiatura da pele (GIBBINS et a/., 1987).

A aplicacdo de OM na ATM resuita em uma resposta inflamatéria
aguda nos tecidos, na expressao c-fos, aumento reversivel na excitabilidade
dos neurbnios nociceptivos no subndcleo caudal e uma ativacao reflexa dos
musculos de abertura e fechamento bucal. Em contraste a aplicagéo de Oleo
mineral na ATM induz pequena ou nenhuma mudanca na atividade neuronat
e na atividade dos musculos mandibulares (YU ef af,, 1993; YU et al., 1994;

HATHAWAY ef al,, 1995; YU et af., 1995; YU et al,, 19986).

Os mecanismos fisiologicos envolvidos no processamento da

informacéo nociceptiva proveniente da ATM podem também ser estudados

através de técnicas comportamentais.

0O OM tem sido amplamente utilizado para estudo da dor inflamatoria

na ATM de ratos (YU ef al., 1996; TAMBEL] et a/_, 1997).

HARTWIG ef a/. (19986), utilizando-se de um teste comportamental,
relatam que a aplicacdo de OM 20% na ATM de ratos induz um aumenic
significativo das respostas comportamentais nociceptivas guando
comparadas as do grupo controle em que foi injetado 6leo mineral (veiculo),
e o analgesico de acdo central, a morfina, reduziu o numero de

comportamentos nociceptivos de uma maneira dose-dependente.
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Tambem tem sido relatado o uso tépico de OM na pata de ratos para

quantificar a resposta reflexa por ele induzida (JIANG & GEHART, 1998).

2.4 O TESTE COMPORTAMENTAL

O teste comportamental utilizando-se do agente imritante formaling,
tem sido descrito amplamente na literatura. DUBUISSON & DENNIS, (1977)
quantificaram o periodo de tempo que o animal lambe a pata e o numero de

vezes que o animal levanta rapidamente a pata em que foi injetada formalina.

CLAVELOU et al. (1989), modificando o modelo ja citado acima,
administraram formalina na regido subcutanea do i&bio superior de ratos, e
quantificaram a resposta comportamental nociceptiva caracterizada pelo ato
de cogar a regiéo_ orofacial, desenvolvendo um modelo para estudar os

mecanismos dolorosos da regido orofacial.

HARTWIG ef al. (1996) desenvolveram um modeio experimental
através da administracdo de OM a 20% na regido da ATM de ratos, para

estudo das respostas comportamentais nociceptivas.

ROVERONI ef al. (2001) desenvolveram um modelo experimental
através da administracdo de formalina na regido da ATM de ratos, para
estudo das respostas comportamentais nociceptivas. Nesse estudo, ficou

demonstradc que a administracao de formalina na ATM de ratos promove a
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exacerbacdo dos comportamentos de cogar a regido orofacial e levantar

rapidamente a cabeca.

Os métodos de quantificacdo das respostas comportamentais
observados nos testes citados acima, possuem limitagdes inerentes, que

incluem a subjetividade do observador e as potenciais interacbes entre os

comportamentos.

O teste comportamental apresenta variaveis como sexo, especie,
idade, estresse, temperatura ambiente que devem ser rigorosamente

controladas para que os resultados obtidos sejam confiaveis.

WHEELER-ACETO & COWAN (1993) sugerem que uma inesperada
diminuicdo em um unico indice nociceptivo, como lamber ou elevar
rapidamente a pata injetada, pode ser um critéric inadequado para mostrar

antinoccicep¢ao.

2.5 Tratamentos Farmacoldgicos para Disfungdes da ATM

Desordens da ATM representam uma familia de condicdes que,
frequentemente, se apresentam como dor difusa acompanhada de limitacéo

do movimente mandibular (DWORKIN ef a/., 1990, DENUCCI et al., 1996).

As bases para dor recorrente das desordens temporomandibulares

ndo s&o conhecidas; no entanto a natureza dos sintomas sugerem uma
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disfuncio nervosa central. Esses sintomas incluem dor referida para outras
areas, baixos limiares (MAIXNER et al., 1998), e persistentes alteracdes das

funcdes endocrinas e autondmicas (CLARK ef a/., 1980).

Intervencao farmacolégica no tratamento da dor cronica orofacial é
usuaimente considerado coadjuvante ao tratamento definitivo (DIONNE,

1997).

Varios agentes farmacoldgicos com efeitos analgésicos e

antiinflamatorios sdo usados na tentativa de diminuir a dor.

Os medicamentos podem ser usados para o tratamento dos
sintomas iniciais e quando usados para as disfuncfes temporomandibulares
(DTMs) séo similares aqueles aplicados para outras condi¢cbes dolorosas
musculoesqueléticas. Dentre esses temos o0s opidides, drogas
antiinflamatorias ndo-esteroidais (AINES), drogas miorelaxantes, analgésicos

e baixas doses de antidepressivos.

Em um estudo feito por EKBERG, KOPP & AKERMAN (1996},
utiizando 32 pacientes com dor localizada na ATM, 50mg de diclofenaco de
sodio (Voltaren) era dado 2 ou 3 vezes por dia e era comparado com ©
placebo. A escala analdgica visual foi usada para estimar se o tratamento
com volitaren diminuiu a dor. A frequéncia de dor na ATM mostrou uma maior
reducdo da dor no grupo com voltaren em relagdo ao grupo placebo; mostrou

uma diminui¢cdo da dor a palpacido nos musculos mastigatdrios quando
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comparados ao grupo placebo. Os autores consideram que o diclofenaco de
sédio poderia ser usado como complemento para outros tratamentos de dor

aguda na ATM.

A identificac&o do sitioc de agdo dos anaigésicos tém sido tema de
estudo por mais de 100 anos, e até hoje & motivo de controvérsia para varios
desses farmacos. Destes estudos se chegou a conclusao que a percepgao
da dor pode ser inibida por um efeito nos receptores da dor (nociceptores),
por um efeito ao nivel central nos sistemas que processam a informacao de

dor, ou por ambas as alternativas (ZIMMERMANN, 1983).

Os impulsos nociceptivos da periferia podem ser aumentados por
varios fatores, incluindo, sensibilizacdo dos nociceptores por estimulos
nocivos repetidos, diminuicao do limiar dos nociceptores por substancias
algésicas, respostas reflexas provocada pela injuria tecidual (SESSLE,

1985).

O dano tecidual causadc por injaria, libera substancias algésicas
quimicas endégenas, denitro do fluido extracelular, nas areas subjacentes
aos nociceptores, as quais tém uma grande importancia qualitativa e
guantitativa na produgdc da inflamag&o e ativacdo das fibras aferentes.
Dentre essas substancias temoes, hidrogénio (H+), potassio (K), serotonina
(SE), bradicinina (BK), histamina (HI), prostaglandinas (PG), substancia P

(8P), e, muitas outras. Dessas, SE, K, H+, PG, e outros membros da cascata
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do acido araquiddnico est@o nos tecidos, cininas estdo no plasma e SP, esta

nos terminais nervosos (SESSLE, 1995).

Embora alguns desses mediadores quimicos possam agir
diretamente nas proteinas do canal idnico da membrana celular para mudar
a permeabilidade e excitabilidade celular, para a maioria dos pesquisadores,
as interacdes quimicas ocorrem pela ativagao dos receptores de membrana
os quais sao usualmente, mas ndo exclusivamente, associados a

reguladores intermediarios como as G-proteinas e segundos mensageiros

(DRAY, 1995).

Esses impulsos dolorosos gerados na periferia por uma cascata de
reagbes, incluindo a ag¢&o dos mediadores quimicos, penetram no SNC,
promovendo a sensibilizacdo dessa area, através da liberagcdo de
mediadores guimicos enddgenos na sinapse entre 0 neurdnio de primeira e

segunda ordem (DRAY, 1985).

Para tentar impedir a propagacao do impulso nociceptivo ou alterar a
percepgao dolorosa no SNC, tem sido utilizada a terapia analgeésica e dentre

as drogas mais utilizadas estéo os opidides e os AINES.

2.6 DIPIRONA

A dipirona € um analgesico ndo-narcético que nac apresenta acdo

antiinflamatoéria. Foi intreduzida na terapia clinica em 1922, sendo registrada
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no Brasil em 1923 para o tratamento de diferentes estados de dor. Esse
analgésico € um derivado pirazolona altamente soluvel em agua, permitindo
o preparo de formas galénicas liquidas, tais como gotas e solugdes
injetaveis. Apds administracdo oral, a dipirona é rapidamente absorvida de
maneira uniforme e quase que completa. Diferentemente do &cido
acetilsalicilico, a dipirona liga-se muito fracamente as proteinas plasmaticas e
tem acdo prolongada. Possui meia vida plasmatica de aproximadamente 7

horas, com biodisponibilidade maior 90%.

Tem sido considerado como um antiinflamatério ndo-esteroidal de
acdo periférica (LORENZETT! & FERREIRA, 1985, BROGDEN, 1986),
embora uma acgio antinociceptiva central também tenha sido descrita

(NEUGEBAUER et al,, 1994; LAIRD, ROSA & OLIVAR, 1998).

LORENZETTI & FERREIRA (1885) utilizaram-se de um teste
nociceptivo e outro edematogénico, em ratos, pelo qual a hiperalgesia era
induzida pela injeco intra-plantar de prostaglandina E2, isoprenalina, Db-c
monofosfato de adenosina e cloreto de céicio, em doses que proporcionavam
0 mesmo grau ou intensidade de hiperalgesia. Foram avaliados os efeitos do
acido acetil salicilico, dipirona, 4-metilaminoantipirina, indometacina,
cloridrato de morfina e paracetamol. Os resuitados desses ensaios
suportaram a sugest&o dos autores que 0 mecanismo de acao da dipirona &
diferente daqueles das classicas drogas antiinflamatdrias ndo esteroidais.

Embora o local de acdo seja periférico, o seu efeito analgésico ndo decorre
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da inibicAo da sintese de prostaglandinas, mas é exercido diretamente
bloqueando a hiperalgesia inflamatéria. Os autores sugeriam que a dipirona
pode atuar de duas maneiras; inibinde a ativacdo da adeniiciciase pelas
substancias hiperalgésicas e/ou causando o bloqueic direto do influxo de
calcio dentro dos nociceptores. Nesse mesmo trabalho, os autores relatam
que uma dose de 19 mg/kg i.p. de dipirona era necessaria para bloguear a
hiperalgesia, enguanto que foi necessario uma dose bem superior, 180
mg/kg i.p., para bloquear 0 edema. Essa auséncia de efeito anti-edematoso
na presenga de significante antinocicepgéo na resposta inflamatéria induzida
por carragenina poderia sugerir que a analgesia estivesse relacionada a um
efeito central da dipirona. No entanto a administracao sistémica de dipirona,
em contraste com a morfina, foi incapaz de antagonizar hiperalgesia induzida
por Db-AMP, descartando a possibilidade de acZo central nesse modelo

experimental.

Estudos de VASQUEZ & VANEGAS (2000) demonstraram que
microijecdo de analgésicos ndo opidides, como a dipirona, dentro da
substancia cinzenta periaquedutal em ratos, causou inibicdo da nocicepcio
na corda espinhal. Apdés um estimulo nocivo nos respectivos campos
receptivos, as respostas dos neurdnios multireceptivos espinhais eram
inibidas por microinjecdo de dipirona dentro da substancia cinzenta
periaquedutal (SCP), a qual era revertida por microinjecdc de naloxona

dentro da porcdo ventromedial da medula (VM), sugerindo que a dipirona



inibe a nocicepcao pela ativacao dos mecanismos descendentes opidides na

SCP e VM.

AGUIRRE-BANUELOS & GRANADOS-SOTO (1999) demonstraram
que a administracdo local de doses efetivas de dipirona e morfina, no local
onde a nocicepcdo era induzida por injecdo intraplantar de formalina 1% na
pata direita de rato, produzia um efeito antinociceptivo dose-dependente.
Nesse mesmo estudo, quando combinadas, doses néo efetivas de morfina
{1.25microg) e dipirona {100microg) produziram um efeito antinociceptivo
significativo em relacao as drogas administradas isoladamente e/ou ao grupo
controle (salina). Em um estudo para elucidar se a dipirona induzia
antinocicepgéo na simples preparacao da unidade motora, em ratos normais
versus ratos com monoartrites induzidas por carragenina, mostrou um
potente efeito antinociceptivo nos dois grupos, e também que o efeifo
antinociceptivo era induzido tanto nas areas periféricas quanto central, ao

nivel da medula espinhal (MAZARIO & HERRERO, 1999).

MUKHERJEE & SOOD (1980) em um estudo controlado, realizado
com 267 pacientes com dores pos-episiolomia, avaliaram a eficacia
analgésica do tratamento oral de dipirona em comparacao com acido acetil
salicilico (AAS) e placebo. O alivio da dor com dipirona foi mais rapido e mais

elevado que com o AAS.
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DAFTARY ef al. (1980), também avaliando o emprego da dipirona e
paracetamol em mulheres com dor pds-episiotomia, verificaram que durante
todo o periodo de observacdo a eficicia analgésica da dipirona foi

notadamente superior a do paracetamol.

GOMES-GIMENES ef al. (1980) avaliaram o emprego da dipirona e
paracetamol em odontologia, em casos de dor pés-cirurgica dentaria, num
total de 90 pacientes. A dipirona produz um alivio da dor mais rapido e

duradouro num maior numero de pacientes do que o paracetamol,

PLANAS ef al (1998), em um estudo comparando a eficacia
analgésica da dipirona 1e 2g com ibuprofeno (600mg) e placebo no pos-
cirurgico de extragao de terceiros molares inferiores sob anestesia local de
mepivacaing, num total de 253 pacientes, mostraram que 1g de dipirona é
tdo efetivo quanto 600 mg de ibuprofeno e que a eficacia anaigesica da

dipirona é dose-dependente.

Para avaliar as possiveis relagdes entre agranulocitose e dipirona,
de 1980 até 1984, foi realizado o Estudo de Boston, do qual participaram 40
investigadores de diversos paises supervisionados por uma Junta Consultiva
Honoraria Internacional. Casos de agranulocitose eram definidos em
pacientes com contagem de granuldcitos de < 500/mm3 ou de leucocitos de
< 3000/mm3. Dentre os dados obtidos, podemos citar que na Suécia onde a

comercializaggo da dipirona € proibida de venda desde 1978 a incidéncia de
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agranulocitose foi superior & média total e ac indice apresentado por paises

com aito consumo de dipirona.

2.7 TRAMADOL

A primeira experiéncia clinica com tramadol nos EUA ocorreu em
1969, quando SUNSHINE ef al (1970), citado por SUNSHINE (1994),
compararam trés doses de tramadol (50, 100 ou 150mg) com
dextropropoxifeno ( 65 ou 130mg) e no controle da dor pds-operatéria, dor
pds-fratura e dor musculoesquelética em pacientes. Embora a sua utlizacao
data da deécada de 70, somente recentemente foi aprovado nos Estados

Unidos.

Tramadol representa uma anica classe de analgésicos para reduzir a
dor. E rapidamente absorvido apds administracdo oral com biodisponibilidade
de 68%, eliminado por via renal, com meia-vida bioldégica de
aproximadamente 55 horas. E metabolizado principalmente  por
desmetilac@o e sucessiva conjuncdo com &acidos glicurdnicos e sulfaricos,
sendo que dos 11 metabdlitos identificados, o O- Desmetiltramadol (M1) € o
unico metabdlito farmacologicamente ativo. Apresenta moderada afinidade
pelos receptores morfinicos u e fraca afinidade pelos receptores § e x,
agindo portanto sobre o sistema de receptores opidides, além do gue

bloqueia a recaptacdo de serotonina (SE) e de noradrenalina (NA), agindo
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portanto sobre o sistema de recepitores monoaminérgicos (RAFFA ef al,
1992). Este efeito tardio predomina sobre a acdo opidide. O caminho
neuronal monoaminérgico origina-se nas regides medulares do cérebro e
medula espinhal descendente para modular e atenuar a dor nos tratos
ascendentes da periferia e corno dorsal da medula espinhal. Nessas vias
est8o envolvidos transmissores monoaminérgicos SE € NA, que reduzem ou
inibem a propagacdo dos impulsos nociceptivos dentro dos tratos

ascendentes (WYNN, 1996).

A redugdo da dor por tramadol através do aumenic de SE e NA e
consistente com a atividade de antidepressivos triciclicos na redugéo da dor

cronica.

Na literatura clinica, o tramado!l é referido como um analgésico
opibdide atipico. O tramadol € convertido no figado em metabdlito M1, o qual
e produzido por demetilacdo. Esse metabolito M1, tem melhor afinidade com
os receptores opidides e contribui para a acdo analgesica do tramadol

(HENNIES et a/., 1988).

Tramadol foi inicialmente relatado com fraca seletividade para os
receptores opiGides (HENNIES ef a/., 1988), portanto ndo é uma substéancia

controlada e naoc vista como aditiva.

Estudos em animais experimentais, utilizando o antagonista

morfinico naloxona, para verificar qual o envolvimento do sistemna opidide na



analgesia produzida pelo tramadol, mostraram dados conflitantes (RAFFA ef
al., 1892). Além do mais,o pré-tratamentc com yohimbina e idazoxan
(antagonistas monoaminergicos) pode reduzir significativamente o efeito
antinociceptivo do tramadol em ratos (KAYSER ef al, 1992). Resultados
semelhantes foram obtidos em voluntarios saudaveis, nos quais o efeito
analgesico central do tramadol foi apenas parcialmente blogueado por
naloxona, mas quase que totaimente inibido por yohimbina, portanto

confirmando um mecanismo de agao analgeésico dual (DAYER, COLLART &

DESMEULES, 1994).

MEHLISCH et a/. (1990), em um estudo controlado de analgesia em
250 pacientes apds extragbes de molares, relataram que a administr¢ao de
150mg de tramadol fot mais efetiva que de 75mg e 60mg de codeina, de

650/100mg de paracetamol/dextropropoxifeno, ou de placebo.

MOROZ ef al. (1991) estudaram a efetividade do tramadol para alivio
da dor dental, e demonsitraram que em doses acima de 2,5mg/kg de

tramadol {via oral) produz consideravel alivio da dor em casos de periodontite

cronica, alveolites e pulpites.

Estudos sobre o efeito analgésico do tramadol, tem mostrado a sua
efetividade apds cirurgias dentarias (VOORHEES et a/, 1992; COLLINS et
al., 1997, SUNSHINE, 1994); outros trabalhos também demonstraram a

eficacia do tramadel no alivio da dor pos-cesariana (BROWN ef a/., 1992).
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Com relacdo a tolerabilidade e aos efeitos adversos do tramadol,
segundo FRICKE ef al. (1891) aproximadamente 65% dos efeitos colaterais
s@o representados por nauseas, vomitos, sonoléncia e tonturas. Este causa
pouca repercussdo cardio-circulatéria, ndo exercendo efeitos depressores
respiratorios significantes (FECHNER et af., 1985, citado por TEIXEIRA ef a/.,
1999 ), efeitos disforicos sdo raros, pelo menos apds tratamentos de curta
duragdes (OSIPOVA et al, 1991, citado por TEIXEIRA ef al, 1999);
peguena propensido em causar dependéncia fisica e psiquica e efeitos
euforizantes (LENZHOFER & MOSER, 1984, citado por TEIXEIRA ef al.,

1999; OSIPOVA et af., 1991, citado por TEIXEIRA et al., 1999).

WYNN (1996} relatou que o tramadol pode ser usado quando os
AINES sao contraindicados. No entanto, pode causar nausea, constipacac e
vomitos, ndo oferecendo vantagens sobre os narcoticos em termos de efeitos

colaterais; em contrapartida, nac € uma substancia controlada nem aditiva.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais:

Foram utilizados 83 ratos machos Wistar, com 2-3 meses, pesando em
meédia 250 gramas, provenientes do CEMIB-UNICAMP. Os animais foram
mantidos em gaiolas coietivas com 5 animais, no maximo, em cada gaiola, em
sala climatizada (20-24°C), e com ciclo clarofescuro de 12/12h (luzes acendendo

as 6:00h) com alimentacado e agua ad /ibitum.

3.2 Teste Comportamental:

As sessdes de teste foram realizadas entre 8:00 e 12:00 h em sala
silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25°C (ROSLAND, 1991). Durante
o teste os ratos nado tiveram acesso a agua ou a comida. Para minimizar o
estresse durante as sessdes experimentais os animais foram manipulados por um
periodo de 7 dias antes dos procedimentos experimentais, pelo proprio

pesquisador.

A experimentacdo animal seguiu as diretrizes propostas pelo comité
para Pesquisa e Ftica da Associagdo Internacional para o estudo da dor

(ZIMMERMANN, 1983) em animais conscientes. Essa pesquisa foi aprovada pela



Comissao de Etica na Experimentacdo Animal, Instituto de Biologia — UNICAMP

(anexo).

Para a realizagdo das andlises comportamentais foi utiizada uma
camara de observagdo com base e 3 laterais espelhadas e frente de vidro
medindo 30/30/30cm. Cada animal foi inicialmente colocado e mantido na camara
por 10 minutos para habituar-se ao ambiente de experimentagdo e minimizar o

estresse,

Apos esse periodo, o animal foi removido da camara e anestesiado por
inalacdo de Halotano. Para administracdo de OM na regidc da ATM direita foi
utilizada uma agulha de calibre 30 conectada a uma seringa Hamilton (50 ul) por
um tubo de polietileno Psg. A borda pdstero-inferior do arco zigomatico foi palpada
e a agulha inserida na porgao inferior da mesma, sendo avancada em direcao

anterior até contactar a regido postero-lateral do condilo.

Apds a injegdo periarticular o animal foi recolocado na camara de
observacao e as respostas comportamentais nociceptivas caracterizadas pelo ato
de cocar a regiao orofacial (CO), pelo ato de levantar rapidamente a cabega (LC)
foram quantificados utilizando-se respectivamente um crondmetro e um contador
de células. O periodo de observacéo foi de 45 minutos, divididos em 15 blocos de
3 minutos. O comportamento de CO foi quantificado em segundos e o
comportamento de LC em numero de vezes que ocorria ao longo do experimento.
Ja o comportamentc de tombar a cabeca para o lado da injecdo foi quantificado

peia incidéncia em gque ocorria em porcentagem. Os comportamentos nociceptivos
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induzidos pela administracdo de OM na regiao da ATM de ratos foram avaliados
separadamente e conjuntamente pela soma do periodo de tempo que os animais
apresentaram o comportamento de cogar com o ndmero de vezes que 0s animais
apresentaram o comportamento de levantar a cabega (LC) ao longo do periodo de
observacdo. Para a soma dos comportamentos determinou-se que cada

comportamento de LC correspondeu a 1 segundo.

Apobs terminado o periodo de observacao, o sitio de aplicagdo do OM foi
confirmado pds-mortemn através do indicador de edema, caracterizado pelo
extravasamento plasmatico (EP) do corante Azul de Evans (1%), administrado
endovenosamente (0,4ml), estando os animais sob anestesia com cloridrato de
xilazina 2% (0,05 mg)kg) e de ketamina (100 mg/kg) via intramuscular; decorridos
10 minutos o animal foi sacrificado e perfundido com salina. Como o corante Azul
de Evans se liga as proteinas plasmaticas (HASS, et al., 1992), o local da injecao

foi identificado visualmente, de acordo com a aparéncia do corante extravasado.

3.3 Solugdes e Doses empregadas:
- Oleo de Mostarda (alil isotiocinato) a 1,5%, 2,5% e 4,5% , (Fonte: Sigma ©) .

- Azul de Evans (Sigma Chemical Co; St Louis, M.O.. USA) dissolvido em

NaCl a 0.9%, preparado numa concentracdo de 1%. Sigma ®

Halotano — Cristalia



- Ketamina (100 mg/kg) - (dopalen ®) — Agribands

- Xilazina 2% (0,05 mg/kg) - (Rompun ) — Bayer

- Qx 314-2% (quaternario hidrofilico derivado da lidocaina) — Sigma ©
- Sulfato de Morfina (4mg/kg — 10 mi/kg) — Cristalia ®

- Dipirona (Novalgina ®) - (19, 57, 95mg/kg) — Hoescht

- Cloridrato de Tramadol (Tramadoi ®) - (5, 7,5, 10mg/kg) - Searle

- Solugao Salina 0.9%

3.4 Grupos Experimentais:

Os animais foram divididos em diferentes grupos experimentais. Os
animais receberam uma injecdo na regiao da ATM direita (50uL) de OM a 1,5%
(grupo | - n = 86); OM a 2,5% (grupo Il - n = 8); OM a 4,5% (grupo Il - n = 6); dleo

mineral (controle - grupo IV - n = 6).

Numa segunda etapa, apos determinar 2,5% como menor concentracao
de OM capaz de aumentar de maneira significativa os comportamentos
nociceptivos em relagdo ao grupo controle, foram realizados estudos

complementares.

(U8}
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Com o intuito de confirmar o carater nociceptivo das respostas
comportamentais induzidas pela administracdo de OM na regido da ATM de ratos,
foram realizados dois grupos experimentais adicionais, nos quais o0 QX-314 2 %
(25ul) foi co-administrado com a OM 5 % (25 ul) na regido da ATM (GRUPO V,
n=6) e a morfina foi administrada intraperitonealmente (i.p) 30 minutos antes da

administragao de OM 2,5 % (50 pulL) na regido da ATM (GRUPO VI, n=6).

Com a finalidade de se verificar a sensibilidade desse modelo
comportamental de dor frente a 2 tipos de analgésicos foram realizados outros
seis grupos, onde fol administrado via i.p., 30 minutos antes da administraczo do
OM na concentracdo de 2,5%: dipirona 19mg/kg (grupo ViI - n = 8), 57mg/kg
(grupo Vil - n = 6), 95mg/kg (grupo IX - n = 8); Tramadol 5mg/kg (grupo X - n =
8), 7,5mg/kg (grupo Xl - n = 6), 10mg/kg (grupo Xll - n = 6); controle — salina +

OM 2,5% (grupo Xill — n = 6) e salina + OM 5% (grupo XIV).

Apos a aplicagdo dos diferentes tratamentos farmacologicos o
comportamento dos animais foi observado por um periodo total de 45 minutos,

como anteriormente descrito.

3.5 Analise Estatistica:

Os dados com homogeneidade de variancia foram analisados usando
teste One-Way analise de variancia (ANOVA) ou teste t. Comparagdes multiplas

foram realizadas aplicando-se o teste TUKEY. Dados sem homogeneidade de



varidncia foram analisados aplicando-se o teste One Way Analysis on Ranks
KRUSKAL-WALLIS. Comparacdes multiplas foram realizadas aplicando-se o teste
DUNN. Para todos os testes o nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05.
Os dados estao apresentados pela Média + o Erro Padrao da Meédia. O programa

utilizado para a realizacao dos calculos estatisticos foi o SIGMA STAT.
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4 RESULTADOS

1. Efeito da administragdo de diferentes concentragoes de 6leo de mostarda
sobre o comportamento de cocar a regido orofacial:

A administragao de ¢dleo de mostarda (50 pl) em diferentes concentracdes

(1,5; 2,5 ou 4,5 %) na regido da ATM de ratos promoveu um aumento significativo

(p<0,05) no comportamento de cocar a regido orofacial em relacdo a

administracéo de oleo mineral (50 pL) a partir da concentracéao de 2,5% (TAB. 1,

GRAF. 1).

2. Efeito da administragdo de diferentes concentra¢cées de 6leo de mostarda
sobre o comportamento de levantar rapidamente a cabeca:

A administracéo de dleo de mostarda (50 ul) em diferentes concentragdes

(1,5, 2,56 ou 4,5 %) na ATM de ratos promoveu um aumento significativo (p<0,05)

no comportamento de levantar rapidamente a cabeg¢a em reiagéb a administracao

de 6leo mineral (50 uL) a partir da concentracéo de 2,5% (TAB. 1, GRAF. .
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TABELA 1. Valores médics correspondentes ao pariodo de tempo que o$ animais apresentaram 0s
comportamentos de cogar a regido orofaciai {CO) e levantar rapidamente a cabega (LC) ao longo
dos 45 minutos de observacéc.

GRUPOS LC CcO
(n=6) (n® de vezes) (segundos)
Oleo mineral 1,667+0,333 4,685 + (0,768
OM 1,5% 27,333 £ 1,801 94,063 + 10,17
OM 2,5% 62,6+1,879~ 183,097 £ 7,705~
OM 4,5% 77,667 +6,697 * 181,78 £ 28,232~

*n<(,05, teste Dunn, indica diferenca significativa em relacdo ao grupo controle {6leo mineral). Os
dados esifo expressos como meédiatkP,

W Levantar a cabega

250 1 : Cogar a regido orofacial

. |

200 - *

e

150 -

100 -

}vl*
4 ¥
¥

50 -

%
ol o { |
5

0.0 1. 25 4.5

Comportamento Nociceptivo (s)

—

Concentragio de Olec de Mostarda (%)

GRAFICO 1. Efeito da administracéo de diferentes concentracdes de Sleo de mostarda na regido
da ATM de ratos sobre o comportamento de cocgar a regido orofacial e levantar rapidamente a
cabeca ao longo dos 45 minutos de observac&o. Cada coluna representa a médiazEP."p<0,05,
teste Dunn, indica um aumento significativo em relacio ac dlec mineral (Controle).
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3. Incidéncia da resposta comportamental caracterizada pelo ato de tombar
a cabeca para o lado submetido a administracdo de 6leo de mostarda na
regido da ATM de ratos:

Nenhum animal submetido a administracdo de dleo mineral (50 pL) na
regido da ATM apresentou o comportamento de tombar a cabeca para o lado
injetado. Por outro lado, 100% dos animais submetidos a administragéo de dleo de
mostarda nas concentracdes de 1,5, 2,5 e 4,5 % apresentaram tal comportamento

(TAB. 2).

TABELA 2. Incidéncia da resposta comportamental caracterizada pelo ato de tombar a cabeca
para o lado submetido a administrac&o de diferentes concentragcées de dlec de mostarda regifo da
ATM de ratos. Valores entre parénteses ( ) indicam o nUmero de ratos em cada grupo.

GRUPOS INCIDENCIA
Oleo mineral (n=06) 0%
dleo de mostarda 1,5 % (n=086) 100 %
6leoc de mostarda 2,5 % (n=06) 100 %
olec de mostarda 4,5 % (n=06) 100 %
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4. Avaliacdo das respostas comportamentais induzidas pela administragao
de dleo de mostarda na regido da ATM de ratos através da Soma das
mesmas:

Os animais que foram submetidos & administracgdo de 6leo de mostarda na
regiazo da ATM apresentaram o comportamento de cogar a regido orofacial e
levantar rapidamente a cabeca de forma alternada, ou seja, ora cogavam, ora
levantavam a cabeca. Este fato pode indicar uma complementacdo entre estes
dois comportamentos. Com isso, os mesmos foram avaliados através da soma do
periodo de tempo (segundos) que cada animal permaneceu co¢ando a regido
orofacial com o nimero total de vezes que cada animal levantou rapidamente a
cabeca durante o periodo total de 45 minutos de observagao.

A administracao de diferentes concentragdes de oleo de mostarda (1,5, 2,5
ou 4,5 %, 50 uL) na regido da ATM de ratos promoveu um aumento significativo
(p<0,05, Teste Dunn) na resposta comportamental avaliada pela soma dos
comportamentos de cogar a regiao orofacial e levantar rapidamente a cabega em
relacdo a administrac@o de Oleo mineral (50 plL) a partir da concentragdo de 2,5 %.

(TAB. 3, GRAF. 2).




TABELA 3. Valores meédios correspondentes a soma dos comportamentos de cogar a regido
orofacial (CQO) e levantar rapidamente a cabega (LC) ao longo dos 45 minutos de observacio.

GRUPOS Soma dos comportamentos
(n=6) (segundos)
Oleo mineral 6,368 + 1,068
OM 1,5% 121,397 £ 10,643
OM 2.,5% 245597 £+ 8,517 ~
OM 4,5% 259,447 £33 959 *

* p<0,05, teste Dunn, indica diferenga significativa em relaga@o ao oleo mineral. Os dados estéo
estao expressos em meédiatEP.

300 -

250 -

somados 200

comportamentos 150 - ll\/bdna
(s) 100{
O_ ,,,,, .
1.5% 2,5% 4.5%
[] do bleo de mostarda

GRAFICO 2. Efeito da administracéo de diferentes concentragdes de ¢élec de mostarda na regido
da ATM de ratos sobre a resposta comportamental avaliada através da soma dos comportamentos
caracterizados pelos atos de cocgar a regido orofacial e levantar rapidamente a cabega. *p<G,05,
teste Dunn, indica um aumento significativo em relagdo ao dleo mineral. Cada coluna representa
médiazEP.

5. Efeito da co-administracdo de QX-314 a 2 % e oleo de mostarda a 5 % na
regido da ATM de ratos e da administragdo intraperitoneal de morfina 30

minutos antes da administracdc periarticular de oleo de mostarda 2,5 %
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sobre os comportamentos caracterizados pelo ato de cogar a regido

orofacial e levantar rapidamente a cabeca avaliados separadamente:

A co-administracao de QX-314 a 2 % (25uL) e oleo de mostarda 5 %
(25 ul) na regido da ATM de ratos promoveu uma diminuigéo significativa (p<0,05,
Teste t) nas respostas comportamentais caracterizadas pelo ato de cogar a regido
orofacial € pelo ato de levantar rapidamente a cabeca em relagdo ao grupo
controle (OM 5% + salina). (TAB. 4, GRAF. 3)

A administrag&o intraperitoneal de morfina 4mg/kg (10mi/kg) e de dSleo
de mostarda 2,5 % (50uL) na regido da ATM de ratos promoveu uma diminuicao
significativa (p<0,05, Teste t) na resposta comportamental caracterizada pelo ato
de cogar a regido orofacial e na resposta comportamental caracterizada pelo ato
de levantar rapidamente a cabe¢a em relagdo ao grupo controle {OM 2,5% +

salina). (TAB. 5, GRAF. 4).

TABELA 4. Valores médios da co-administracdo do QX-314 2 2 % e dleo de mostarda 5 % na
regido da ATM de ratos sobre a resposta comportamental caracterizada pelo ato de cogar a regi&o
orofacial e levantar rapidamente a cabeca,

GRUPOS LC cO
(n=6) (n° de vezes) (segundos)
Controle 49,667+ 1,978 239,432 + 5 828
Qx 314-2% 13,167 £ 1,185 * 126,123 £ 3,368 *

s« p<0,05, Teste t, indica diferenga significativa em relacdo ao OM 5% + Salina (controle). Os
dados estao expressos como mediatEP.



[ Cogar a Regido Orofacial

o 250 - T | ovantar a cabega
o
2
B 200
&
L=
o
S 150 -
‘8 T
g
= 100 -
= !
2

50 4
QO -

0 |

| i |
i 4 E

L
Salina QX 314 (2%)

*p<0,05, teste t, indica diferenca

significativa em relacao a injecao de salina

1

GRAFICO 3. Efeito da co-administragdo do QX-314 a 2 % e dlec de mostarda 5 % na regido da
ATM de ratos sobre a resposta comportamental caracterizada pelo ato de cocar a regido orofacial e
levantar rapidamente a cabec¢a. Cada coluna representa a media £ EPM. *p<0,05, Teste t, indica
uma diminuicdo significativa em relag&o aoc OM 5% + Salina (controle).

TABELA 5. Valores medios da administragdo de morfina 30 minutos antes da administragéo de
oleo de mostarda 2,5 % na regido da ATM de ratos sobre a resposta comportamental caracterizada
peic ato de cocar a regiac orofacial e pelo ate de levantar rapidamente a cabeca.

GRUPQOS LC CO
(n=6) (n° de vezes) (segundos)
Controle 60,333 £ 1,667 314,935 + 6,180
Suifato de morfina 3,400 £ 0,510~ 68,318 £ 5,276~

* p<0,05, Teste i, indica diferenga significativa em relacdo ao oleo de mostarda 2.5% + salina
(controle). Os dados estao expressos como mediazEP.
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GRAFICO 4. Efeito da administracéo de morfina 30 minutos antes da administracdo de oleo de
mostarda 2,5 % na regido da ATM de ratos sobre a resposta comportamental caracterizada pelo
ato de cogar a regido orofacial e pelo ato de levantar rapidamente a cabeca. Cada coluna
representa @ média £ EP. *p<0,05, Teste {, indica uma diminuicdo significativa em relacdo ao dleo
de mostarda 2,5% + salina (controle).

6. Efeito da administracdo intraperitoneal de diferentes concentracées de
dipirona (19, 57 e 95 mg/kg) 30 minutos antes da administracéo
periarticular de élec de mostarda 2,5 % na regido da ATM de ratos sobre
os comportamentos caracterizados pelo ato de cocar a regido orofacial e

levantar rapidamente a cabeca avaliados separadamente:
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A pré-administragéo intraperitoneal de diferentes concentragbes de
dipirona (19, 57 e 95 mg/kg) e de dleo de mostarda 2,5 % (50ul) na regido da
ATM de ratos promoveu uma diminuigao significativa {(p<0,05, Teste tukey) na
resposta comportamental caracterizada pelo ato de cocar a regido orofacial e
na resposta comportamental caracterizada pelo ato de levantar rapidamente a

cabeca em relagdo ao grupo controle (OM 2,5% + salina). (TAB. 6, GRAF. 5).

TABELA 6. Valores medios da administrac&o de diferentes concentracdes de dipirona (19, 57 e 85
mg/kg) 30 minutos antes da administracao de Oleo de mostarda 2.5 % na regido da ATM de ratos
sobre a resposta comportamental caracterizada pelo ato de cogar a regido orofacial e pelo ato de
levantar rapidamente a cabega.

GRUPQOS LC CcO
(n=6) (n° de vezes) (segundos)
Controle 60,333 + 1,667 314,935 £ 6,180
Dipirona 19 mg/kg 46,333 £ 1,333 231,057 £ 6,426~
Dipirona 57 mg/kg 34,667 £2,216* 88,702 £ 4,951 *
Dipirona 95 mg/kg 13,333+ 1,116 * 15,923+ 1641*

*p<0,05, Teste tukey, indica diferenga significativa em relacdo ac grupe controle { OM 2,5% +
SALINA). Os dados estao expressos como médiazER.
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GRAFICO 5. Efeito da administracdo de diferentes concentragdes de dipirona (19, 57 e 95
mg/kg 30 minutos antes da administragao de dleo de mostarda 2,5 % na regiao da ATM de ratos
sobre a resposta comportamental caracterizada peio ato de cocar a regido orofacial € pelo ato de
levaniar rapidamente a cabega. Cada coluna representa a média + EP. *p<0,05, Teste tukey,
indica uma diminuigao significativa em refacdo ao olec de mostarda 2,5% + salina {controle).

7. Efeito da administracdo de diferentes concentracées de dipirona (19, 57 e
95 mg/kg) 30 minutos antes da administracdo de 6leo de mostarda 2,5 % na
regido da ATM de ratos sobre a soma dos os comportamentos
caracterizados pelo ato de cocar a regido orofacial e levantar rapidamente a
cabeca.

A administracao intraperitoneal de diferentes concentragdes de dipirona
(19, 57 e 95 mg/kg 30 minutos antes da administra¢ao de 6leo de mostarda 2,5 %

na regido da ATM de ratos promoveu uma diminuigéo significativa (p<0,05, Teste
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tukey) na resposta comportamental caracterizada pela soma dos comportamentos
caracterizados peio ato de cogar a regido orofacial e levantar rapidamente a
cabeca (TAB. 7, GRAF. 6).

TABELA 7. Valores médios da administracdo de diferentes concentragbes de dipirona (19, 57 ¢ 85
mg/kg 30 minutos antes da administracac de dleo de mostarda 2,5 %na regido da ATM de ratos
sobre a resposta comportamental caracterizada pela soma do comportamento de cogar a regido
orofacial e levantar rapidamenie a cabeca.

GRUPOS Soma dos comportamentos
{(n=6) (segundos)
Controle 375,268 + 6,955
Dipirona 19 mg/kg 277,390 +7,390
Dipirona 57 mg/kg 123,368 £4,384 ¢
Dipirona 95 mg/kg 29,257 +2,051~

*p<0,05, Teste tukey, indica diferenca significativa em relacac ao grupoe controle ( OM 2,5% +
SALINA). Os dados expressos estdo como médiazEP.
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GRAFICO 6. Efeitc da administragdc de diferentes concentragdes de dipirona (19, 57 & 895
mg/kg), 30 minutos antes da administragao de Sleo de mostarda 2,5 % na regiao da ATM de ratos
sobre a resposta comportamental caracterizada pela soma do comportamento de cogar a regiao
orofacial e levantar rapidamente a cabecga. Cada coluna representa médiazEP. = p<0,05, Teste tukey,
indica uma diminuicao significativa em relaco ao grupo controle ( OM 2,5% + salina).



8. Efeito da administracdo intraperitoneal de diferentes concentragées de
tramado! (5, 7,5 e 10 mug/kg) 30 minutos antes da administracao
periarticular de 6lec de mostarda2,5 % na regido da ATM de ratos sobre os
comportamentos caracterizados pelo ato de cocar a regido orofacial e

levantar rapidamente a cabeca avaliados separadamente:

A pré-administragdo intraperitoneal de diferentes concentracdes de
tramadol! (5, 7,5 e 10 mg/kg)) e de oleo de mostarda 2,5 % (50ul) na regido da
ATM de ratos promoveu uma diminuicdo significativa (p<0,05, Teste tukey) na
resposta comportamental caracterizada pelo ato de cogar a regiao orofacial e
na resposta comportamental caracterizada pelo ato de levantar rapidamente a

cabeca em relagéo ao grupo controle (OM 2,5% + salina). (TAB. 8, GRAF. 8).

TABELA 8. Valores medios da administragdo de diferentes concentragbes de tramadol (5, 7,5 e 10
mg/kg) 30 minutos antes da administracdo de dleo de mostarda 2,5 % na regido da ATM de ratos
sobre a resposta comportamental caracterizada pelo ato de cogar a regifo orofacial € pelo ato de
levantar rapidamente a cabega.

GRUPOS LC CcO
(n=6) (n® de vezes) (segundos)
Controle 60,333 + 1,667 314,935 + 6,180
Tramadol § mg/kg 25833 +1,138" 117,765 + 3,528 *
Tramadol 7,5 mg/kg 10,333 £ 0,760 * 52,005 + 3,987 *
Tramadol 10 mg/kg 5,333 £1,022 * 27,980+ 2,940

*p<0,05, Teste tukey, indica diferenca significativa em relacdo ac grupo controle { OM 2,5% +
SALINA). Os dados esto expressos como média+EP.



350

"3‘ s wh

§ 300 - [ Cogar a Regigo Orofacial

fé_ 250 [ i-evantar a cabega

&Y

8

z 200 7

2

5§ 150 -

g *

£ g

= 100 -

£ | *

o 50 | % = *

) I ==
0 BN T N P

Salina 5.0 7.5 10

Tramal mg/Kg

*p<0,05, teste de Tukey, indica diferenga
significativa em relagdo a inje¢éo de salina

GRAFICO 7. Efeito da administragéo de diferentes concentragdes de tramadol (5, 7,5 e 10 mg/kg)
30 minutos antes da administra¢do de oleo de mostarda 2,5 % na regido da ATM de ratos sobre a
resposta comportamental caracterizada pelo ato de cocar a regido orofacial e pelo ato de ievantar
rapidamente a cabega. Cada coluna representa a média + EP. *p<(,05, Teste tukey, indica uma
diminuic&o significativa em relacdo ao dleo de mostarda 2,5% + salina (controle}.

9. Efeito da administra¢do de diferentes concentragées de tramadol (5, 7,5 e
10 mg/kg) 30 minutos antes da administracdo de 6leo de mostarda 2,5 % na
regido da ATM de ratos sobre a soma dos os comportamentos
caracterizados pelo ato de cocar a regido orofacial e levantar rapidamente a

cabeca.
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A administracio intraperitoneal de diferentes concentractes de tramadol
(5, 7,5 e 10 mg/kg) 30 minutos antes da administracéo de 6leo de mostarda 2,5 %
na regido da ATM de ratos promoveu uma diminuicdo significativa (p<0,05,Teste
tukey) na resposta comportamental caracterizada pela soma dos comportamentos
caracterizados pelo ato de cocar a regidao orofacial e levantar rapidamente a

cabeca (TAB. 9, GRAF. 8).

TABELA 8. Valores médios da administragio de diferentes conceniracdes de tramadol (5, 7.5 e 10
mg/kg) 30 minutos antes da administracéo de oleo de mostarda 2,5 %na regido da ATM de ratos
sobre a resposta comportamental caracterizada pela soma do comportamento de cogar a regiao
orofacial e levantar rapidamente a cabega.

GRUPOS Soma dos comportamentos
(n=6) (segundos)
Controle 375,268 + 6,955
Tramadol 5 mg/kg 143,598 £ 4,418 *
Tramadol 7,5 mg/kg 62,428 £ 3,700 %
Tramadol 10 mg/kg 33,313+ 3,589"

*n<0,05, Teste tukey, indica diferenca significativa em relagdo ao grupo controle { OM 2,5% +
SALINA). Os dados estao expressos como meédiazEPR.
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GRAFIC . Efeito da administracéo de diferentes concentracdes de tramadol (5, 7,5 e 10 mg/kg)
30 minutos antes da administracio de dleo de mostarda 2,5 %na regido da ATM de rates na regido
da ATM de ratos sobre a resposta comportamental caracterizada pela soma do comportamento de
cogar a regido orofacial e levantar rapidamente a cabega. Cada coluna representa a média = EP. *
p<0,05, Teste tukey, indica uma diminui¢do significativa em refagéo ao grupo controle ( M 2,5% +
salina).

10. Porcentagem de reducdo do numero de comportamentos nociceptivos

somados pela pré-administragdo de tramadol e dipirona.

TABELA 10. Porcentagem de redugac do namero de comportamentos nociceptivos pela pré-
administraco de framado! e dipirona.

GRUPOS Porcentagem de reducgio
(n=6) (%)
Tramadol 5 mg/kg 61,8
Tramadol 7,5 mg/kg 83,46
Tramadol 10 mg/kg : 91,2
Dipirona 19mg/kg 26,2
Dipirona 57mg/kg 67,2
Dipirona 95mg/kg 92,2




5 Discussao

Para estudo dos mecanismos dolorosos, tém sido desenvolvidos modelos
experimentais usando animais de laboratério, e para isso, varios agentes irritantes
t&m sido utilizados, com a finalidade de induzir processos dolorosos similares
aqueles normalmente encontrados nas condi¢des de dor clinica que acometem os

seres humanos (REN & DUBNER, 1999b).

O presente estudo mostrou que a administracdo de OM mas nao de dleo
mineral na regidao da ATM de ratos, produz respostas comportamentais
nociceptivas quantificaveis e estereotipadas, caracterizadas pelo ato do animal
levantar rapidamente a cabeca, cocar a regiao orofacial e tombar a cabec¢a do lado
injetado, caracteristicas estas semelhantes &s obtidas por ROVERONI et al.
(2001), que injetou formalina na regido da ATM de ratos, e também quantificou as
respostas nociceptivas por 45 minutos. Outros estudos, no entanto, em modelos
de atividade eletromiografica em que foi injetado OM 20% na .ATM de ratos
anestesiados, também mostraram a ineficiéncia do oOleo mineral em induzir
mudancgas eletromiogréaficas significantes (HU ef al, 1994; YU ef al., 1994; YU ef

al., 1995; YU et al,, 1996).

O comportamento de tombar a cabec¢a para o lado direito, local da injecao de
OM, nao foi observado no grupo controle (6lec mineral). O comportamento de
tombar a cabeca para o lado injetado embora de dificil quantificagdo, mostra
similaridades com o que ocorre nas condicdes de dor clinica ha regido orofacial,

como por exemplo a dor dental. Embora tenha sido observado em todos os
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animais submetidos a administracéo de diferentes concentragdes de oleo de
mostarda na regido da ATM, a avaliacdo do comportamento de tombar a cabega é
extremamente dificil, uma vez que, 0 momento exato a partir do qual o animal
apresenta esse comportamento € muito variavel e subjetivo, considerando que o
animal tomba a cabega progressivamente ao longo do experimento. Diante disso,
o comportamento de tombar a cabega foi avaliado pela incidéncia em que ocorria
e pdde-se observar que todos 0s animais submetidos a administracdo de oleo de

mostarda na regiao da ATM apresentaram este comportamento (TAB. 2)

Outro comportamente considerado nociceptivo, o de levantar rapidamente a
cabeca, semelhante ao obtido por ROVERONI et al. (2001) foi exacerbado de
maneira significativa pela administracdo de 6leo de mostarda em relacéo ao grupo
em que foi injetado oleo mineral (TAB. 1, GRAF. 1). O comportamento de dor
caracterizado pela elevacdo rapida e intermitente da pata submetida a injegéo
subcutanea de formalina assemelha-se muito ao comportamento caracterizado
pelo ato de levantar rapidamente a cabeca induzido pela administracao de Gleo de
mostarda na ATM. Dessa forma entdc podemos fazer uma analogia a retirada da
pata tratada que ocorre quando da administragdo de formalina (WHEELER-

ACETO & COWAN, 1993).

Dentre a multiplicidade das fun¢des do comportamento de cogar, seu papel
como resposta dolorosa é de importancia particular a pesquisa experimental da
dor. Os padrdes de cogar provocados por irritacao focalizada ou por estimulacao
nociva tém uma organizacédo diferente daquela refacionada a manutengdo da

pelagem, termorregulagéo ou sinalizag&o social. O comportamento de cocar dos
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roedores, gue nao esta relacionado a2 resposta dolorosa, consiste de episddios
prolongados de cuidado e atengdo com a pelagem altamente organizados. Nesse
caso, o ato de cocar € realizado no sentido rostrocaudal, iniciando-se na regido
facial com seqiéncias de coc¢ar a face estereotipadas e simétricas ao transitar de
uma regiao do corpo para outra (VOS ef al,, 1998). A administragao de diferentes
concentracdes de Oleo de mostarda na regiao da ATM de ratos promoveu um
aumento significativo no comportamento de cogar a regiao orofacial em relagéo a
administragdo de dlec mineral (TAB. 1, GRAF. 1). Todos os animais tiveram o
comportamento de cocar exacerbado em decorréncia da administragéo de dleo de
mostarda na regido da ATM e, cocaram a regido orofacial de forma assimétrica
com a pata dianteira ipisilateral e, eventualmente, com a pata traseira, apesar do
movimento de cogar a regido orofacial com a pata dianteira ter sido
freqlientemente acompanhado da pata contralateral. Embora o comportamento de
cogar a regido orofacial assemelhe-se ao comportamento relacionado com ©
cuidado com a pelagem , tem sido demonstrado gue uma distribuicao assimetrica
e prolongada no ate de cocar a face nao ocorre espontaneamente em ratos
normais (VOS ef al., 1898) e que o ato de cocgar a regido orofacial com a pata
dianteira ipsilateral freqlientemente & acompanhado por movimentos similares da
pata contralateral, apds a administracdo de formalina na regido perioral

(CLAVELOU et al., 1989).

A literatura mostra que o OM vem sendo utilizado em estudos
eletromiograficos na concentracdo de 20%, a qual produz um aumento da

atividade eletromiografica dos musculos masséter e digastrico de ratos
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anestesiados (YU et al., 1994; YU et al., 1995). No entanto, dlec de mostarda, na
concentracdo de 20% por provocar respostas dolorosas de grande intensidade
como visto em estudos preliminares realizados em nosso laboratdrio, nao deve ser
considerado um modelo ideal para estudo comportamental. Os resultados obtidos
no presente estudo, demonstraram que o OM em concentragdes bem mais baixas,
ja é capaz de produzir respostas comportamentais quantificaveis de maneira dose-
dependente, uma vez que existe diferenca significativa nas respostas nociceptivas
desencadeadas pelo OM a 1,5% e 4,5%. Entretanto nao houve diferenca
significativa entre as concentragbes de 2,5% e 4,5%, sendo considerada a
concentragéo de 2,5% a de escolha, por propiciar uma maior margem de
seguranga nos nossos experimentos e ser a menor concentragdo que aumentou
os comportamentos de CO e LC de maneira estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle. MACMAHON & ABEL (1987) demonstraram a
infiltragdo de neutréfilos polimorfonucleares 1 h apds a instilagdo de OM 2,5% na

bexiga de ratos.

Tem sido descrito na literatura que a simples soma de mais de um
comportamento parece ser a forma mais adequada de avaliar as respostas
comportamentais induzidas pela administracdo de formalina, uma vez que, pode
haver uma interacdo entre os comportamentos (WHEELER-ACETO & COWAN,
1993; ABBOTT ef al., 1995).

Os animais que foram submetidos a aplicagcdo de déleo de mostarda na ATM
emitiram os comportamentos de cog¢ar a regi@o orofacial e de levantar

rapidamente a cabeca de forma alternada, ora cogando, ora levantando a cabeca,
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Diante disto, essas respostas foram avaliadas conjuntamente somando-se
(ABBOTT et al, 1995) o periodo de tempo que os animais emitiram o
comportamento de cogar com o nUmero de vezes que os animais emitiram o
comportamento de levantar a cabeca ao longo do periodo de observagdo. Para
isto, estabeleceu-se que cada movimento caracterizado pelo ato de levantar
rapidamente a cabecga, equivaiia a um segundo semelhante ao que foi feito por

ROVERONI et al. (2001) .

O carater nociceptivo das respostas comportamentais induzidas pela
administracao de OM 2,5% na regiao da ATM de ratos ficou comprovada em
outros dois grupos experimentais. Um grupo recebeu um bloqueio anestésico
induzido pela co-administracdo do quaternario hidrofilico derivado da lidocaina
(QX-314 - 2%) e OM 5% (25ul) na regido da ATM. Qutro grupo recebeu a
administracdo sistémica (via intraperitoneal (i.p.) de uma droga analgésica
classica, o sulfato de morfina em uma dose que n&o produziu nenhum efeito no
sistema locomotor (4mg/kg), 30 minutos antes da aplicacao de OM 2,5% (50pL) na
regiao da ATM. Os resultados demonstraram que o bloqueic anestésico produzido
pela co-administracdo do quaternario hidrofilico derivado da lidocaina (QX-314 -
2%), com OM reduziu significativamente os comportamentos nociceptivos
caracterizados por levantar rapidamente a cabeca e cocar a regido orofacial (TAB.
4. GRAF. 3). Esses dados s&o consistentes aos obtidos por YU ef al. (1995), no
qual a injecdo de lidocaina 2% acompanhada por OM na regidc da ATM néo

produziu nenhum aumento significante na atividade eletromiografica.
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Da mesma forma a pré-administracéo sistémica (30 min.-i.p) de morfina
(4mg/kg — 10ml/kg), reduziu de maneira significativa os comportamentos descritos
acima (TAB. 5, GRAF. 4), resultados estes semelhantes aos obtidos por
HARTWIG et al. (1986), no qual a morfina (2.5, 5 ou 10mg/kg) reduziu de maneira
dose-dependente os comportamentos nociceptivos induzidos pela administracdo
de OM na ATM de ratos. Assim sendo, as respostas comportamentais obtidas
nesse modelo experimental gque s&c caracterizadas pela exacerbacdo dos
comportamentos de cogar a regido orofacial e levantar rapidamente a cabeca,
podem ser utilizadas como indice de dor orofacial semelhante ao ocorrido no teste

da formalina na ATM de ratos conforma descrito por ROVERON!I ef al. {2001).

Foi testado, apos a padronizacao do modelo comportamental, duas diferentes
classes de drogas analgésicas. O presente estudo demonstrou que a pre-
administracao sistémica do cloridrato de tramadol, nas concentracdes de 5, 7,5 e
10 mg/kg, reduziram de maneira dose-dependente o nimero de comportamentos
nociceptivos caracterizados pelo ato de levantar rapidamente a cabeca e cogar a
regido orofacial (TAB. 8, GRAF. 7) ou pela soma de ambos os comportamentos
(TAB. 9, GRAF. 8). Estudos sugerem que o aumento da atividade eletromiografica
evocada pela administragdo de OM na ATM, pode ser atribuida a uma resposta

reflexa mediada centralmente (YU et al., 1995).

Da mesma forma a pré-administracdo sistémica de dipirona, nas
concentracdes de 19, 57 e 95 mg/kg reduziu de maneira dose-dependente o
nimero de comportamentos nociceptivos caracterizados pelo ato de levantar

rapidamente a cabega e cogar a regido orofacial (TAB. 6, GRAF. 5) ou pela soma
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dos mesmos (TAB. 7, GRAF. 6). REN & DUBNER (1999b), em um estudo, mostra
que a aplicacdo de OM produz um estado de hiperalgesia inflamatéria com inicio
apos 5 minutos da aplicacdo e com duracgao inferior a 1 hora. O mecanismo de
acdo analgésica da dipirona que € o antagonismo da hiperalgesia inflamatoria,
deprimindo diretamente a atividade dos nociceptores (LORENZETI & FERREIRA,
1985), talvez explique sua efetividade nesse tipo de modelo comportamental em

que foi injetado OM na ATM de ratos.

Comparando os efeitos do tramadol e da dipirona, ficou demonstrado que a
reducdo do numero de comportamentos nociceptivos foi maior com doses
terapéuticas de tramadol do que de dipirona. Apenas numa dose muito excessiva
a dipirona (95mg/kg), teve sua efetividade comparavel a dose de tramadol
equivalente (10mg/kg). J& na dose de 7,5mg/kg, o tramadol teve sua efetividade
em reduzir 0 numero de comportamentos nociceptivos comparavel a reducao

obtida quando da administragéo de sulfato de morfina 4mg/kg (TAB. 10).

Com os resultados obtidos podemos verificar que mesmo sendo um agente
algésico com mecanismo de agdo diferente da formalina que causa injuria
tecidual e a liberagdo no local de uma serie de substancias que estimulam as
fibras aferentes nociceptivas primarias, o 6lec de mostarda, um estimulante direto
de fibras C, produziu respostas comportamentais nociceptivas semelhantes as
obtidas no teste da formalina na ATM de ratos desenvolvido por ROVERONI ef af.
(2001), demonstrando que o modelo utilizado pode ser de grande valia para o
estudo da dor proveniente dos tecidos craniomandibulares e também para o

estudo do efeito de drogas analgésicas nesse tipo de nocicepgéo.
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8 CONCLUSOES

O o6leo de mostarda em bhaixas concentracdes, quando administrado na regido
da ATM de ratos, é capaz de desencadear respostas comportamentals
nociceptivas quantificdveis, sendo determinada a concentracao de 2,5% como
ideatl.

O carater nociceptivo dessas respostas, fol comprovado pela co-administragao
e pela administracéo respectivamente de Qx 314 —- 2% e sulfato de morfina, os
quais reduziram o numero de comportamentos nociceptivos caracterizados
pelo ato de cogar a regido orofacial e levantar rapidamente a cabeca.

Esse tipo de modelo comportamental se mostrou sensivel ao Tramadol (5, 7,5
e 10 mg/kg) e Dipirona (19,57 e 95 mg/kg), os quais reduziram de maneira
dose-dependente o nimero de comportamentos nociceptivos citados acima.
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ANEXO

Ficha utilizada para quantificar as respostas comportamentais, induzidas
pela administracao de dleo de mostarda na regiao da ATM de ratos, durante o

periodo de observacao de 45 minutos.

DATA: [/ [
GRUPO:
PESO: g

0-3 3-6 6-9 9- 12. 15- 18- 21- 24- 27- 36- 33- 36- 39-

co

LC

CO: comportamento de cocar a regido orofacial (segundos)
LC: comportamento de levantar rapidamente a cabeca (numero de vezes)

OBSERVACOES:
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APENDICE

Tabelas supiementares dos resultados individuais da amostra.

TABELA 1. Valores individuais do efeitoc da administracdo de diferentes
concentragdes de oOleo de mostarda na regido da ATM de ratos sobre o

comportamento de levantar rapidamente a cabeca (n° de vezes).

Controle OM OM oM
Animais Oleo mineral 1,5% 2,5% 4,5%
1 3 28 65 73
2 2 27 64 72
3 2 31 58 62
4 1 24 61 80
5 1 21 70 70
6 1 33 57 108
Média £ EP 1,667 £ 0,333 27,333+ 1,801 62,500+ 1,979 77,667 + 6,697

TABELA 2. Valores individuais do efeito da administracdo de diferentes
concentragbes de dlec de mostarda na regido da ATM de ratos sobre o

comportamento de cogar a regido orofacial (segundos).

Controle oM OM OM
Animais Oleo mineral 1,5% 2,5% 4.5%
1 422 87,36 169,51 233,56
2 7.5 85,2 193,02 147,33
3 5,58 137,96 181 136,76
4 5,34 57,01 154,21 145,71
5 2,13 106,12 205,84 127,98
6 3,34 80,73 195 299,34
Média + EP 4685+0,768 94,063+10,174 183,087 + 7,705 181,780 =

28,232

77



TABELA 3. Valores individuais da resposta comportamental (avaliada pela soma
dos comportamentos de CO e LC) induzida pela administracdo de diferentes

concentracdes de 6leo de mostarda na regido da ATM de ratos (segundos).

Controle OM oM oM
Animais Oleo mineral 1,5% 2,5% 4,5%
1 7.22 115,36 234,51 306,56
2 9,5 112,2 257,02 219,33
3 7,58 168,96 239 198,76
4 6,34 91,01 215,21 225,71
5 3,13 127,12 275,84 197,98
6 4,34 113,73 252 408,34
Média + EP 6,368 + 1,066 121,397 + 245597 + 8,517 259,447
10,643 + 33,959

TABELA 4. Valores individuais do efeito da pré-administracéo sistémica (30min. —
i.p) de diferentes concentragbes de dipirona (19, 57 e 95 mglkg) seguida da
aplicagdo de OM 2.5% na regido da ATM de ratos sobre o comportamento de

levantar rapidamente a cabeca (n° de vezes).

Controle Dipirona Dipirona Dipirona
Animais OM 2.5% + Sal. 19 mg/kg 57 mg/kg 95 mg/kg
1 63 45 32 13
2 57 52 29 11
3 67 46 32 15
4 56 44 38 18
5 59 48 33 11
6 60 43 44 12
média £ EP 60,333 £ 1,667 46,333+1,333 34667 £2216 13,333 +1.116
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TABELA 5. Valores individuais do efeito da pré-administrag@o sistémica (30min. —
i.p) de diferentes concentragfes de dipirona (19, 57 e 95 mg/kg) seguida da
aplicacdo de OM 2.5% na regido da ATM de ratos sobre o comportamento de

cocar a regiéo orofacial (segundos).

Controle Dipirona Dipirona Dipirona
Animais OM 2.5% + Sal. 19 ma/kg 57 mg/kg 95 ma/kg
1 295,68 244 .94 88,89 10,9
2 321,22 256,04 104,18 13,29
3 333,18 219,34 77,01 21,58
4 301,29 225,64 100,57 14,81
5 309,6 223,28 87,59 19,77
6 328,64 217 .1 73,97 15,19
média+ EP  314,935+6,180 231,057 + 6,426 88,702+ 4,951 15,923 + 1,641

TABELA 6. Valores individuais da resposta comportamental (avaliada pela soma)
induzida pela pré-administragcdo sistémica (30 min. / ip.) de diferentes
concentragdes de dipirona e 6leo de mostarda 2,5% na regido da ATM de ratos

(segundos).
Controle Dipirona Dipirona Dipirona
Animais OM 2,5% + 19 mg/kg 57mg/kg 95 ma/kg
SALINA
1 358,68 289,94 120,89 23,9
2 378,22 308,04 133,18 24,29
3 400,18 265,34 109,01 36,58
4 357,29 269,64 138,57 32,81
5 368,6 271,28 120,59 30,77
6 388,64 260,1 117,97 27,19

Média+ EP 375,268 +6,955 277,390 +7,380 123,368 + 4,384 29,257+ 2,051
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TABELA 7. Valores individuais do efeito da pré-administragdo sistémica (30min. —
i.p) de diferentes concentragbes de tramadol (5, 7.5 e 10 mg/kg) seguida da
aplicacao de OM 2.5% na regido da ATM de ratos sobre o comportamento de
levantar rapidamente a cabec¢a (n° de vezes).

Controle Tramadol Tramadoi Tramadol
Animais OM 2.5% + Sal. 5 mgrkg 7.5 mg/kg 10 mg/kg
1 83 26 9 6
2 57 24 8 3
3 67 31 10 5
4 56 25 13 10
5 59 23 10 4
6 60 26 12 4
meédia + EP 60,333 + 1,667 25833+1,138 10,333£0,760 5,333 +1,022

TABELA 8. Valores individuais do efeito da pré-administracéo sistémica (30min. —
i.p) de diferentes concentragbes de tramadol (5, 7.5 e 10 mg/kg) seguida da
aplicagao de OM 2.5% na regido da ATM de ratos sobre o comportamento de

cogar a regiao orofacial (segundos).

Controle Tramado! Tramadol Tramadol
Animais OM 2.5% + Sal. 5 mg/kg 7.5 mg/kg 10 ma/kg
1 295,68 110,79 62,17 31,26
2 321,22 111,81 51,55 20,37
3 333,18 130,55 63,85 38,92
4 301,29 110,52 40,86 31,77
5 309,6 116,51 41,58 21,65
& 328,64 126,31 52,56 23,91

média + EP 314935+ 6,180 117,765+ 3,528 52,095+ 3,987 27,980 + 2,940
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TABELA 9. Valores individuais da resposta comportamental (avaliada pela soma)

induzida pela pré-administracdo sistémica (30 min. / ip.) de diferentes
conceniracbes de tramadol e dleo de mostarda 2,5% na regido da ATM de ratos

(segundos).
Conirole Tramado! Tramadol Tramadol
Animais OM 2.5% + Sal. 5 mg/kg 7.5 mg/kg 10 mg/kg
1 358,68 136,79 71,17 37,26
2 378,22 135,01 59,55 23,37
3 400,18 161,55 73,85 43,92
4 357,29 135,62 53,86 41,77
5 368.,6 139,51 51,58 25,65
6 388,64 152,31 64,56 27.91
média+ EP 375,268 £ 6,055 143,598 +£4,418 62428 +3,700 33,313+ 3,589

TABELA 10. Valores individuais da resposta comportamental caracterizada pelo
ato de levantar rapidamente a cabeca induzida pela co-administragao de QX-314
2% e Olec de mostarda 5 % na regiao da ATM de ratos ou pela administragdo
intraperitoneal de morfina 30 minutos antes da administracio periarticular de dleo

de mostarda 2,5 % (n° de vezes).

OM 5% + Sal. QX-3142 % Morfina OM 2.5% +Sal
Animais C1 C2
1 50 13 3 63
2 57 18 4 57
3 46 15 2 67
4 52 12 3 56
5 48 11 5 59
6 50 10 60

média+EP 49667 +1,878 13,167 +£1,195 3,400+0,510 60,333 = 1,667

C1 - grupo controle do QX-314 2%
C2 — grupo controle da morfina

81



TABELA 11, Valores individuais da resposta comportamental caraclerizada pelo
ato de cocgar a regido orofacial induzida pela co-administracéo de QX-314 2 % e
dleo de mostarda 5% na regiao da ATM de ratos ou pela administragae de morfina
30 minutos antes da administracéo periarticular de 6lec de mostarda 2,5 %

(segundos).
OM 5% + Sal. QX-314 2 % Morfina OM 2.5% +8Sal
Animais CH C2
1 252,54 12472 68,84 295,68
2 252 56 117,34 73,54 321,22
3 248,95 130,81 58,74 333,18
4 235,65 127,35 55,57 301,29
5 229,28 138,95 84,9 309,6
8 217,88 1147.57 328,64

média+EP 239,402 £ 5828 126,123 +3,368 68,318+ 5276 314,935 +6,180

C1 — grupo controle do QX-314 2%
C2 - grupo controle da morfina



