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RESUMO

Estudos tém analisado a probabilidade da ansiedade desempenhar um
papel nas respostas dolorosas, contudo nao ha trabalhos avaliando a influéncia da
dor orofacial, sobre o nivel de ansiedade em ratos. Portanto, o objetivo do
presente estudo foi determinar a influéncia da nocicepgado na regido orofacial
sobre o nivel de ansiedade de ratos Wistar. A nocicep¢ao foi induzida pela inje¢ao
de formalina 1%. O nivel de ansiedade foi medido utilizando o teste do Labirinto
em Cruz Eievado (LCE). Primeiramente, foram analisados animais de um grupo
controle (CG) (nao submetidos a nenhum tipo de tratamento), grupo controle
anestesia (GCA) (submetidos a anestesia por inalacdo de halotano) e grupo
agutha + anestesia (GAg) (animais que sofreram a introdugdo da agulha na regido
da articulacao temporomandibular (ATM)), para verificar se a anestesia efou o
trauma fisico causado pela insergdo da agulha eram capazes de influenciar nos
paramefros analisados pelo teste do LCE. Tanto o halotano quanto a introducgao
da agulha na regido da ATM nao alteraram os paré@metros analisados pelo LCE
(p>0,05, teste de Tukey), indicando que estes procedimentos nao influem na
ansiedade nem na atividade locomotora dos animais. Na seqiiéncia, outros grupos
de animais foram testados. Apés serem anestesiados por inalagdo de halotano,
dependendo do grupo ao qual pertenciam, os ratos receberam injegao de 50uL de
salina (0,9%) ou 50uL de formalina 1% no labio (injegdo subcutanea) ou na regiao
da ATM (inje¢do periarticular), 30 minutos antes de serem submetidos ao teste do
LCE. Os dados obtidos a partir destes experimentos foram submetidos a analise
de variancia e teste de Tukey. Os resultados mostraram que a nhocicepgédo
induzida pela injecdo de formalina 1% no 1abic e na ATM aumentou de forma
estatisticamente significante o nivel de ansiedade, medido pela porcentagem de
tempo de permanéncia nos bracos abertos e pela porcentagem de entradas nos
bracos abertos do LCE (p<0,05), porém nao alterou a atividade locomotora geral
dos animais, medida por meio do nimero de entradas nos bragos fechados do

LCE (p>0,05, teste de Tukey). A administracao intraperitoneal de diazepam



(1mg/Kg) reduziu, de maneira estatisticamente significante (p<0,05, teste de
Tukey) a ansiedade induzida pela nocicepcdo na regido orofacial, contudo nao
influenciou na atividade locomotora dos animais submetidos aoc teste do LCE.
Concluiu-se que a nocicepgdo na regido orofacial, induzida pela inje¢do de
formalina 1% no labio e na ATM, aumenta os niveis de ansiedade, que pode ser
reduzida pela administracao de diazepam.



ABSTRACT

The literature indicates an important interrelation between orofacial pain
and psychological alterations, amongst them anxiety. Studies have analyzed the
probability of the anxiety playing a role in the painful answers, however there are
not works analyzing the influence of orofacial pain on the anxiety level. Thus, the
aim of the present study was to determine the influence of orofacial nociception on
the anxiety level of male Wistar rats. Orofacial nociception was induced by
formalin, that is a noxious stimulus widely used in animal behavioral experiments
for studying pain mechanisms. Anxious behavior was measured using the Elevated
Plus-Maze Test (EPM). Firstly it had been analyzed animals of control group (CG)
(not submitted to any type of treatment), control anesthesia (CAn) (submitted to the
anesthesia by halotane inhalation) and needle (GN) (they only had received the
intfroduction of a needle into the temporomandibular jont (TMJ) region), to verify if
the anesthesia and/or the physical trauma caused by the needle insertion were
capable to influence the parameters analyzed by EPM test. Neither the halotane
nor the needle introdution into TMJ region altered the parameters analyzing by
EPM test, which indicated that these procedures were not able to alter both anxiety
and motor activity of rats submiited to the EPM (p>0.05, Tukey's test). Secondly,
other groups of animals were tested, the rats were anesthetized by inhalation of
halothane and 50uL of NaCl (0.9%) or 50uL of 1% formalin were administrated
subcutaneously into the lip or TMJ region, correspondent to the group that the
animal belonged, 30 min before being submitted to EPM test. Data from this
experiment were analyzed by the Two-Way analyses of variance and Tukey test
Results in the presente study showed the formalin injection into the lip and TMJ
region significantly increased the level of anxiety, measured by the percentege of
time spent in the open arms and by the percentage of entrance in the open arms of
EPM, but not the general activity measured by the number of entrances in the
closed arms (p<0.05, Tukey’s test), which indicated that orofacial pain is able to

increase the level of anxiety, without interfering in the locomotor activity. The



anxiety response was significantly reduced (p<0.05, Tukey's test) by the
administration of intraperitoneal Diazepam (1 mg/kg), just after lip/TMJ formalin
injection. In conclusion, this study demonstrated that the orofacial nociception
induced by the injection of 1% formalin into the lip or TMJ region is able to increase
the level of anxiety in rats and the Diazepam administration can reduced this
anxiety response.



1. INTRODUGCAO

Na pratica odontoldgica, um dos principais fatores que motivam o
paciente a procurar um profissional é a dor, que muito freqlentemente vem
acompanhada por um quadro de ansiedade.

A literatura especializada apresenta diferentes definigbes para estes
estados, sendo que o mais aceito como dor é ‘uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada a um dano ftecidual real ou potencial ou
descrita tal como se o dano estivesse presente” (Mersk, 1986) e como ansiedade
“‘um estado emocional subjetivamente vivenciado como desagradavel ou
ameacador, que inclui sinfomas como alteragdo do humor e da cognigéo
geralmente acompanhados por alteragbes comportamentais e fisiolégicas, tais
como palpitagdes, sudorese e hipervigildncia® (Pratt, 1992).

Os niveis, tanto de dor quanto de ansiedade, dependem de uma série
de fatores, sendo extremamente subjetivos e podendo refletir na qualidade de vida
do individuo, como nos casos de pacientes portadores de disfuncdo miofacial e
bruxismo (Dao ef al, 1994).

N&o se pode negar que ha uma inter-relacao entre a dor e a ansiedade
durante o tratamento odontolégico, mas ndo ha trabalhos na literatura
descrevendo se os altos niveis de ansiedade sdo as causas dos sintomas
dolorosos ou se a presenca dos sintomas é que altera estes niveis.

Ha de se mencionar que estudos sobre dor e ansiedade em seres
humanos envoivem, aléem de problemas éticos, uma série de outras variaveis, as
quais todos estdo sujeitos (fatores culturais, sdcio-econdmicos, psicolégicos, entre
outros). Por essa raz&o, modeios em animais de laboratdrio sdo Gteis ao estudo
da importancia relativa dos varios fatores de maneira mais controlada e restrita
(Thrane et al, 1996).



Dentre os modelos para estudo da dor, o teste da formalina € um método
confiavel para avaliar dor em varias partes do corpo e tem sido utilizado com
sucesso em muitos estudos (Clavelou ef af, 1989; Cadet et al, 1993; Clavelou ef
al, 1995, Roveroni et al, 2001).

Com relagdo a ansiedade o teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é
um procedimento validado do ponto de vista comportamental, fisiolégico e
farmacolégico, para mensurar ansiedade em ratos (Pellow et a/, 1985).

Tracadas estas consideracbes e observando a inexisténcia de trabalhos
na literatura relacionando a influéncia da dor orofacial sobre os niveis de
ansiedade em animais, o objetivo deste trabalho foi verificar o quanto a
nocicepgdo na regiéo orofacial, induzida por inje¢do de formalina 1% no iabio e
na articulagao temporomandibular (ATM) de ratos, & capaz de alterar os niveis de
ansiedade, analisados através do teste do LCE, bem como avaliar o papel do

diazepam neste processo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Conceito de Dor

Compreender a dor é preocupagdo antiga do ser humano. O homem
primitivo associava-a dor com lesdo tecidual acidental, mas a interpretava como
decorrente da entrada de fluidos magicos ou de espiritos demoniacos no interior
do corpo. Oracoes, sacrificios aos deuses, uso de amuletos e talismas, praticas de
exorcismo, ou mesmo a sangria para retirada dos fluidos maus eram entao
preconizadas para seu controle. Sucos de ervas naturais, como papoula,
mandragora, haxixe e melmendro foram freqlientemente utilizados para o controle
da dor (Ojugas, 1999).

Figura 01. O Coragdo como ¢ centro das sensagdes, gravura alema do século XV
{FONTE: Qjugas, 1999).

Aristételes interpretou a dor como experiéncia oposta ao prazer,
tipicamente desagradavel e sentida pelo coragdo como qualidade ou paixdo da
aima (Figura 01). A idéia do coracdo como centro das sensagfes perdurou por
cerca de 23 séculos e recebeu apoio de importantes pensadores. Em
contrapartida, ndc foi menor o nimero dos que defenderam a idéia do cérebro

como centro das sensacdes. Estudos anatdémicos e fisiologicos realizados por
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Descartes (1606-1650) evidenciaram a existéncia de nervos capazes de receber
informacdes sensoriais desde a periferia e leva-las até o cérebro. Para Descartes,
vias nervosas especificas conduziriam a dor até o cérebro (Figura 02).

Figura 02. Esquema de condugdo da dor proposto por Descartes, publicado apés
sua morte em “"De Homine” (1662) (FONTE: Ojugas, 19889).

Uma visédo simplificada do histérico da dor evidencia que, até a idade
Média, enfatizou-se o aspecto emocional da dor em detrimento ao aspecto
sensorial. Desde entdo passou-se a reconhecer a dor como sensagio de alerta e
protecdo do organismo contra o dano fisico. Até bem recentemente, a ligagédo
entre lesédo e dor era tdo 6bvia que se estabeleceu a nogdo de que dor era sempre
resultado de dano fisico, e sua intensidade proporcional ao grau de leséo tecidual.
Diversas evidéncias, no entanto, confrapfe-se a esta concepgdo (Graeff &
Guimaraes, 2001).

E digno de nota mencionar que existe uma salutar diferenga entre
nocicepcdo e percepgdo dolorosa, apesar de serem frequentemente utilizadas
como sinénimos. Muitos estimulos gue agem sobre os tecidos podem ter carater
nocivo a eles — pelo mencs - em um certo momento, de acordo com as

caracteristicas do estimulo, especialmente no que diz respeito a natureza e

magnitude. A capacidade que 0 organismo tem de detectar e reconhecer este tipo
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de estimulo é denominada nocicepgdo. Por outro lado, a percepgdo dolorosa
apenas ocorre quando o individuo adquire conhecimento consciente do estimulo.
A percepgdo dolorosa apresenta uma caracteristica multidimensional, na qual
estdo envolvidos uma série de fatores enddgenos (biopsiquicos) e exdgenos
(sécio-culturais).

A medida que melhor se conhece a fisiologia sensorial e se aprofunda
na analise psicofisica da nocicepgdo, o componente afetivo é considerado como
reagdo a dor. Como conseqiiéncia disso, formulagées multidimensionais da
experiéncia dolorosa, que dao importancia aos aspectos emocionais e cognitivos,
tanto quanto aos aspectos sensoriais, ganham consideravel espago na literatura
atual, desde 0 aparecimento do modefo da comporta proposto por Melzack e Wall,
em 1965. De acordo com essa teoria, o dano ou estresse tecidual gera impulsos
neurais que alcangam regides rostrais do sistema nervoso, onde se originam os
componentes sensorial-discriminativo e afetivo-emocional da resposta ao estimulo
nocivo. As informacdes cerebrais que refletem fatores emocionais, cognitivos e
atencionais descem pela medula espinhal, e modulam os impulsos aferentes que
ai chegam. Dessa forma, a sensacéo efetivamente percebida acaba sendo a soma
téria desses fatores, mais a estimulagdo sensorial, que depende das
caracteristicas especificas do estimulo. O sistema de acado responsave! pela
experiéncia da dor e pela resposta aos estimulos é disparado, quando o nivel de
ativacdo das celulas transmissoras da dor ou células T ultrapassa um nivel critico
(Figura 03). Essas celulas estédo sob a influéncia modulatéria de diversos fatores,
que vao desde a atividade visceral até fatores ligados a personalidade, a
experiéncia passada, fatores culturais e cognitivos. Fatores cognitivos podem
modular até mesmo simples reflexos espinhais, evidenciando uma complexa

.....

Brandao, 1999).
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Figura 03. Modelo conceitual dos determinantes sensoriais, motivacionais e de controle
central da dor. FONTE: Graeff & Brand&o, 1999,

Esse modelo, também conhecido como teoria da comporta espinhal
resultou no conceito bastante aceito, e de grande valor para a terapéutica, de que
a experiéncia dolorosa € um processo multidimensional. Essa teoria confere o
mesmo nivel de importancia as dimensdes atencionais, cognitivas e emocionais
que ao componente sensorial. Os sinais dolorosos podem ser radicalmente
modificados, € mesmo bloqueados, nos estagios iniciais da transmissdo dos
impulsos nociceptivos, quando penetram no sistema nervoso central (SNC). Os
impulsos provenientes das células T séo transmitidos para o cérebro pelos
axbnios dessas células, que formam as fibras do trato ventrolateral, através de
duas vias: a via espinotaldmica, cujas fibras se projetam no talamo ventrobasal, e
dai para o cortex somatossensorial, e a via paleoespinotalamica, que se projeta na
formacao reticular, diversos nucleos taldmicos e sistema limbico (Brandéao, 1995).

A sensibilidade a dor varia muito entre diferentes grupos sociocuiturais.
Enquanto alguns suportam dores intensas esfoicamente, outros reagem de modo
exagerado a lesdes insignificantes. Um mesmo individuo pode reagir mais ou
menos intensamente ao mesmo estimulo nocivo, dependendo do estado

emocional ou das circunsténcias em que ocorre a lesdo. Alguns autores relatam
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individuos que, participando de cerimdnias mistico-religiosas, suportam estimulos
nitidamente lesivos aparentemente sem sentir dor (Graeff & Guimaraes, 2001).

Em face dessas evidéncias, a dor ndao pode ser entendida como
simples fendbmeno sensitivo. Reconhece-se que ela possui dois componentes: o
perceptivo-discriminativo e o afetivo, emocional e cognitivo (Figura 03). O primeiro
permite identificar o estimulo como doloroso e localizar a regido em que a lesao
ocorrey e o segundo compreende ampla variedade de comportamentos, indo
desde a simples retirada reflexa do segmento lesado até complexas respostas
emocionais que, além de comportamentos inatos préprios de cada espécie,
envolvem aprendizagem e membria. Ha exemplos de lesdo sem dor, como 0s
casos de analgesia congénita em que o individuo néo sente dor, mesmo diante de
estimulos nitidamente lesivos ou exemplos de dor sem lesdo aparente, como em

alguns casos de dor orofacial.

A dor também pode ser considerada como um mecanismo de defesa ao
organismo, visto que através dela o individuo percebe a ocorréncia de estimulos
advindos do meio externo ou do préprio meio interno que podem ser lesivos {Lent,
2001). Quando a dor é provocada por lesdo tecidual, o organismo no intuito de
proteger-se, desencadeia uma reag¢do nafural a ela, antes gque o dano se torne
maior e possiveimente mais prejudicial (Cooper, 1990}, o que poderia fazer com
que a dor perdesse seu carater protetor e tornasse a propria doenga (Coderre et
al, 1993).

Em razdo da complexidade do fendmeno doloroso, diversos
pesquisadores reuniram-se a pedido da Associacdo Internacional para o Estudo
da Dor (IASP) para defini-la. Chegaram, entdo, a seguinte definicdo: “A dor é
experiéncia sensorial e emocional desagradével associada a um dano tecidual real

ou potencial ou descrita tal como se o dano estivesse presente” (Mersk, 1986).
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Na pratica odontolégica, um dos principais fatores gue motivam o
paciente a procurar um profissional é a dor na regido orofacial, seja ela
odontogénica ou nao odontogénica.

As dores odontogénicas, geralmente relacionadas a patologias
periapicais ou periodontais sdo, na maioria dos casos, agudas e de facil
diagnoéstico e tratamento. Contudo, as dores nédo odontogénicas, principaimente as
provenientes de tecidos profundos, como é o caso da articulagéo
temporomandibular (ATM), sdo preocupantes quanto ao tratamento, uma vez que
o diagnéstico definitivo é dificil de ser obtido. Nesses casos, a dor persiste por
tempo excessivamente longo e passa a representar sofrimento desnecessario,
muitas vezes prejudicial ao organismo, recebendo a denominacgdo de dor crénica,
que diferentemente da dor aguda ndo tem a fungéo de alertar o individuo para que

o dano seja reduzido.

2.2. Dor e Disfun¢do Temporomandibular

A dor crénica € um dos principais sintomas apresentados por pacientes
que sofrem de disfun¢bes temporomandibulares (DTMs), que € um termo geral
gue engloba um grande numero de problemas clinicos, os quais envolvem a
musculatura mastigatéria, a ATM e estruturas relacionadas. As DTMs tém sido
identificadas como a maior causa de dor de origem naoc dentaria na regido
orofacial e sao consideradas como uma subclassificacao das desordens musculo-
esqueléticas (Bell, 1989).

A dor decorrente de DTM, como toda patologia articular e muscular,
usualmente ndo € bem localizada e se difunde para os musculos locais, a area
pré-auricular e/ou a ATM e fregilentemente & agravada pela mastigagdo ou por

outra funcdo mandibular. Além da dor, os pacientes apresentam com freqiiéncia
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movimentos mandibulares limitados ou assimétricos, e ruidos articulares (McNeill,
1993).

O histérico das DTMs revela um processo de evolugdo notavel; ganhou
um grande impeto apés a publicacdo de Costen, em 1934, que relacionou a perda
da dimensdo vertical de oclusdo com presenca ou queixa de dor na regi&o
auricular, pressdo nos ouvidos, vertigens e dificuldade no ato mastigatério.
Quando esta perda era corrigida, os sintomas eram minimizados (McNeill, 1993).
Pouco tempo depois, pesquisas na darea de oclusdo propuseram que a
desarmonia oclusal, mais do que a alteragdo da dimensdo vertical era o fator
etiolégico primario, e muitas técnicas restauradoras para equilibrar ou estabilizar a
oclusdo surgiram durante o periodo do final da década de 30 até a era pés
Segunda Guerra Mundial (McNeill, 1993).

Entretanto, ¢ verdadeiro papel da oclusdo na etiologia das DTMs
tornou-se claro no final dos anos 50, com énfase sobre o equilibrio ou ajuste
oclusal (Krough-Poulson & Oison, 1966). Nos anos 60, a qualidade da
investigacao clinica e a pesquisa nas areas basicas se tornaram cada vez mais
sofisticadas (Thilander, 1961, Storey, 1968) e houve uma gradual redugdo da
énfase quanto ao papel da oclusdo na etiologia das DTMs.

A decada de 70 trouxe avangos nas técnicas de diagnostico por
imagens, o gue resultou numa metlhor visualizagdo das estruturas intra-capsulares
(McNeill, 1993). Tais técnicas, especialmente a imagem por ressonancia
magnética e a artroscopia, associadas a maior experiéncia no tratamento clinico,
forneceram informagdes para um diagnoéstico articular mais especifico (Dworkin ef
al, 1990; Nitzan & Dolwick, 1991). Nos anos subseqlientes, tornou-se evidente que
parametros para o diagndstico e o tratamento das DTMS eram de essencial
importancia, gerando uma grande proliferacdo de métodos diagnésticos e
terapéuticos para essas patologias. Em 1982, a American Dental Association
(ADA) realizou uma conferéncia sobre exame, diagnéstico e tratamento das DTMs
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(Griffiths, 1983). A partir de entdo, reconheceu-se o carater multifatorial das dores
orofaciais cronicas e o uso de programas multi e interdisciplinares se tornaram
comuns para o tratamento das mesmas.

Em 1997, LeResche elaborou uma revisdo sobre a distribuicdo e
prevaléncia da dor temporomandibular na populagdo. Com relacdo a idade, a
autora demonstrou que a dor na regido temporomandibular € menos freqiiente
entre os 7 e 17 anos, ndo havendo diferencas entre os sexos. Com o avancar da
idade a dor tende a aumentar e ha uma prevaléncia maior entre as mulheres
comparado aos homens, sendo que a idade de pico fica em torno de 35 e 45 anos.
Contudo, essa prevaléncia desaparece na terceira idade, o que propde o

envolvimento hormonal no desenvolvimento dessa patologia.

Em busca de confirmar esta suposicdo, LeResche ef al (2003)
realizaram um estudo cujo ponto principal foi averiguar a influéncia hormonal
sobre quadros de DTMs. Os autores chegaram 2 conclusdo de que a dor
decorrente as disfun¢des € maior em periodos em que a taxa estrogénica esta
mais baixa (i.e., durante a fase menstrual) e nos periodos de alteragbes bruscas
na taxa de estrogeno (final da fase lutea e na metade do ciclo menstrual). Estes
resultados comprovam o envolvimento hormonal nos quadros dolorosos presentes
em casos de DTMs, e deve ser considerado pelos profissionais que se dispbéem a

frata-los.

Individuos com dor cronica tornam-se importante énus para os servigos
médicos, institutos de previdéncia e companhias de seguro. Nos EUA, cerca de 89
bilhées de doblares sdo destinados anualmente ao tratamento, compensagées
trabalhistas e litigios envolvendo doentes com dor crénica (Jensen ef al, 1985). No
Brasil, mais de 1/3 da populagdo julga que a dor crénica compromete as
atividades habituais e mais de % considera que a dor crdnica limita as atividades
recreacionais, relagbes sociais e familiares (Teixeira, 2000; 2001). Devido a dor,
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cerca de 50% a 60% dos doentes torna-se parcial ou totalmente incapacitado,
transitéria ou permanentemente (Jensen ef al, 1985).

Em 1992, Alder ef al sugeriram que cerca de 32% da populacéo adulta
estaria sujeita a algum tipo de DTM e que 70% dos casos seriam acompanhados
por dor. Portanto, tendo em vista a relativa prevaléncia e os problemas, tanto para
o individuo quanto para a sociedade, ocasionados por quadros de dor orofacial,
faz-se necessario que o cirurgido dentista esteja ciente da patofisiclogia da dor
proveniente da regido orofacial para 0 sucesso do tratamento desses casos.

2.3. Neurobiologia da Dor Orofacial

O complexo neuroanatdmico periférico necessario para a captacdo e
transmissao de informacdes dolorosas provenientes da regido orofacial é formado
pelos receptores sensoriais e pelas fibras nervosas de primeira ordem, cujos
corpos celulares estdo no ganglio trigeminal localizado no tronco encefalico
(Machado, 1993).

Os estimulos nocivos de diversas naturezas (mecéinicos, quimicos,
térmicos ou eletricos) sdo captados por receptores sensoriais denominados de
nociceptores. Eles estdo presentes em varios tecidos orofaciais como os
cutaneos, intra-orais (mucosa e polpa dental), profundos (articulagbes e musculos)
e cerebrovasculares (Sessle, 1995). informagbes sensoriais advindas desses
tecidos chegam ao sistema sensitivo frigeminal (SST) por meio de fibras nervosas
aferentes do tipo C e do tipo AD. As fibras do tipo C sdo fibras polimodais, de
pequeno calibre, amielinicas, de velocidade de conducgdo de 0,5 a 2,0 m/s, que
respondem a estimulos de dor de origem mecénica, térmica e quimica e as fibras
do tipo Ad séo fibras mielinicas, de pequeno didametro, com velocidade de
conducdo de 5 a 30m/s (Aghabeigi, 1992), estas fibras respondem a estimulos
mecénicos dolorosos agudos. A sua abrangéncia estd em uma extensao de alta

freqiiéncia, que é percebida como dor. As fibras A8, por serem mielinizadas,
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transportam impulsos mais rapidamente que as fibras C (Campbell ef a/, 1992).
Ha também as fibras do tipo Ap que sao fibras mielinizadas, de grosso calibre e
gue conduzem as informacgdes tateis em uma velocidade de 30 a 70m/s,
envolvidas somente na transmissao de estimulos nao-dolorosos de baixa-
freqiéncia, que sao interpretados como toque suave, ndo importando qual a
freqliéncia e a intensidade do estimulo (Torebjork ef al, 1992). Estimulos neurais
provenientes de outros pares de nervos cranianos (VII, 1X, X E Xll) e de nervos
cervicais superiores também podem chegar ao SST, caracterizando-o como uma
grande estagao receptora e transmissora de impulsos neurais (Sessle, 1996).

Recentemente, foram descobertas as fibras nociceptivas silenciosas, as
quais sao mecanicamente insensiveis, Elas se tornam ativas apods lesdes
teciduais, como um estimulo doloroso adicional para o0 SNC (Schmidt et af, 1995).
Os impulsos aferentes de todas estas fibras transitam pela periferia, através do
ganglio trigeminal e da raiz do trigémeo, entrando pela ponte e descendo através
do trato trigeminal para entrar no nlcleo trigeminal.

O complexo trigeminal do tronco encefalico pode ser subdividido em
principal, ou nucleo sensorial principal e niicleo do trato espinhal (NTE). Este
tltimo constitui-se por trés subnicleos: oral, interpolar e caudal. O subntcleo
caudal € uma estrutura laminada semelhante ac corno dorsal da medula espinhal;
ele se prolonga para a coluna dorsal cervical, onde se funde com o corno dorsal
espinhal. A estrutura dos outros trés componentes do complexo trigeminal é mais
uniforme, embora as subdivisbes em cada uma possam ser diferenciadas em
algumas espécies (Darian-Smith, 1966; Sessle, 2000). Cada componente também
recebe fibras de outro centro encefalico ou de centros cerebrais superiores que
fornecem parte da esséncia para influéncias moduladoras nos neurbnios do
complexo trigeminal do tronco encefalico (Figura 04).
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Figura 04. Principal via somatossensorial da boca e face. Os aferentes primérios do trigémeo (V)
tém seus corpos celulares no génglio trigeminat e se projetam para os neurdnios de segunda
ordem no complexo nuclear sensorial V do tronco encefalice. (NM - ndclec motor; FR ~ formagéo
reticular. Adaptado de Lund ef al, 2002).

A maior parte dos dados clinicos (Sessle, 2000) e laboratoriais (Hu ef
al, 1994, 1997; Tsai ef al, 1999) indica que o nicleo caudal é o principal local de
retransmissdo de informacédo nociceptiva trigeminal do tronco encefdlico. Por
exemplo, a transecgdo do trato espinhal trigeminal (tratotomia trigeminal) no pélo
rostral do subnucleo caudal para alivio de dor da neuralgia do trigémeo, produz
uma sensivel reducé@o na capacidade do paciente em perceber estimulos nocivos,
especialmente aqueles aplicados & face (Sessle, 2000).

As lesdes do subnicleo caudal em animais experimentais também
interferem nas suas respostas comportamentais nociceptivas desencadeadas por
estimulos nocivos nos tecidos periorais e intraorais (Sessle, 1995). Mais ainda, a
estrutura laminada e os tipos de células no caudai sdo semelhantes aquelas no

corno espinhal dorsal, que e a regido essencial da coluna espinhal envolvida na
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transmiss&o da dor. Some-se a isso o fato de os aferentes de pequeno didmetro
(fibras A-5 e fibras C), transportando informagées nociceptivas de varios tecidos
craniofaciais, terminarem predominantemente no caudal, nas suas [aminas |, II, V
e VI, em contraste, os aferentes primarios fibras A, conduzindo informacdes
mecanossensitivas (tateis) de baixo limiar, terminarem primariamente nos
componentes mais rostrais do complexo trigeminal do tronco encefdlico e nas
laminas lil e VI do caudal. Estudos recentes revelaram aumento de marcadores
imunocitoquimicos de atividade neuronal, como as chamadas proteinas Fos, em
neurdnios caudais apos estimulagdes nocivas de tecidos craniofaciais (Sessle,
2000).

Evidéncia adicional do papel do subnicleo caudal nos mecanismos da
dor craniofacial tem sido demonstrada pelo registro da atividade elétrica do fronco
encefélico, revelando que ha muitos neurdnios no subnlcleo caudal que sio
ativados por estimulos cutdneos nociceptivos. Esses neurbnios foram
classificados em nociceptivo-especifico (NE) e de variacdo dindmica ampla (VDA)
ou multirreceptivo (Lund ef al, 2002). Os neurdnios NE respondem apenas a
estimulos nocivos (p. ex., pingamento, calor), aplicados a um campo receptivo
localizado, e recebem estimulos de aferentes de pequeno didmetro de fibras Ad
efou fibras C, enquanto neurdnios VDA também recebem estimulos de fibras A de
grande e pequeno didmetro que transmitem informag¢Ses n&o nocivas (p.ex.,
tateis). Neurdnios VDA possuem um grande campo receptivo com areas de baixo
e alto limiar, enquanto o campo receptivo dos neurbnios NE é geralmente menor.
Ambos os neurdnios, NE e VDA aumentam a sua freqiiéncia de disparo a medida
gue a estimulagédo nociva é gradualmente aumentada ou quanto mais o campo
receptivo € estimulado. Ficou demonstrado que o campo receptivo e as
propriedades de resposta dos neurdnios nociceptivos do subnucleo caudal estéo
associados a nossa habilidade em localizar, detectar e discriminar estimulos
nocivos cutdneos (Dubner, 1986, 1995; Sessle, 1995, 2000).

Certamente o subniicleo caudal, dentre os outros subnucleos do nlcleo

do trato espinhal, € o mais estudado. Contudo, recentemente componentes
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rostrais do complexo trigeminal, tais como os subn(icleos interpolar e oral, também
foram relacionados aos processos nociceptivos (Dallel et al, 1990; Sessle, 2000).
Lesdes dos componentes rostrais, por exemplo, podem interromper alguns
comportamentos de dor, e neurbnios NE e VDA estdo presentes nos componentes
rostrais. Esses neurbnios tém campos receptivos cutdneos que estio
normalmente localizados nas areas intra-oral e perioral, e muitos deles podem ser
ativados por estimulagéo da polpa dentaria.

Sabe-se que apods a estimulagdo nociva periférica ha o surgimento da
proteina Fos nos neurdnios pos-sinapticos do cormno dorsal da medula espinhal
{(Munglani & Hunt, 1995) e no NTE (Hathaway ef al, 1995). Estudos tém utilizado
esse conhecimento para determinar a localizacdo de regibes receptoras de
informacBes nociceptivas, como também para determinar o sitio de acédo de
drogas. Essa metodologia tem ajudado a reafirmar a importancia dos subniicleos
interpolar e oral no processamento de informagdes nociceptivas, advindas da
regido orofacial (Figura 05).

BULBO

MEDULA ESPIN

Figura 05. Representacdo do nlcleo do trato espinhal, constituido pelos subnuclecs: oral,
interpolar e caudal. Reproduzida de Siqueira & Teixeira, 2001,
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No que diz respeito ao subntcleo interpolar, Hathaway et a/, 1995,
utilizaram a expressdo da proteina Fos, apds realizar estimulacdo nociva da ATM
de ratos, com o intuito de quantificar o nlimero e a distribuicdo de grupos de
neurbnios em diferentes areas do NTE, encontrando-os na regido inferior do
subnicleo interpolar e no subniicleo caudal, bem como no corno dorsal da medula
espinhal cervical superior.

O componente mais rostral do NTE € o subnicleo oral que tem sido
caracterizado em varios trabalhos como sendo essencial para o processamento de
impulsos dolorosos originados em tecidos periorais e intraorais (Sessle, 1995).
Fundamentos para tal importancia podem ser encontrados em estudos anatdmicos
(Fujiyoshi et al, 2000), eletrofisiologicos (Raboisson ef al, 1995; Dallel ef a/, 1996)
e comportamentais (Young & Perryman, 1984; Broton & Rosenfeld, 1986).

Raboisson ef al, (1995), através de estudos eletrofisiologicos
demonstraram que os subntcleos caudal e oral parecem exercer funcbes distintas
no processamento nociceptivo no complexo trigeminal do tronco cerebral e que o
subnticleo caudal parece estar mais envolvido no processo de dor inflamatoria
tbnica e/ou nos estados hiperaigésicos centrais do que subndcleo oral.

Os neurbnios nociceptivos e os neurdnios mecanoceptores de baixo
limiar por todo o complexo trigeminal do tronco encefalico contribuem para as vias
somatossensoriais ascendentes para os cenfros cerebrais superiores, tais como o
talamo (Darian-Smith, 1966; Sessle, 2000). Além disso, ha projecdes diretas do
complexo ftrigeminal do tronco encefalico para o cerebelo, coliculo superior,
substancia cinzenta periaquedutal, coluna espinhal, formacao reticular e nicleo
parabraquial pontino (Sessle, 2000).

Depois que os neurbnios aferentes primarios fazem sinapse no NTE, os
interneurbnios t{ransmitem os impulsos para 0s centros superiores. Os
interneurbnios ascendem por meio de varios tratos passando através de uma
regido do tronco encefalico chamada formacgdo reticular (FR). Nela estio
concentragdes de células ou nucleos que representam “centros” para varias

fungbes. A FR controla todas as atividades no cérebro intensificando seus

UNICAMP

" BIBLIOTECA CENTRAL




impulsos ou inibindo-o0s. Esta porgcdo do tronco encefalico tem uma influéncia
extremamente importante na dor e em outros impulsos sensoriais (Okeson, 2000).

Do tronco encefalico a informagéo nociceptiva proveniente da regido
orofacial é conduzida ao talamo e dai ao cériex cerebral (Figura 08).

Figura 06. Representac&o grafica do nervo trigémeo (nervo cranial V) entrando no tronco
encefalico (TE) ao nivel da ponte. O neurénio aferente primario (7°N) entra no TE para fazer
sinapse com um nerudnio de segunda ordem (2°N) no niicleo do trato espinhal do trigémeo (NTE
de V). O NTE esta dividido em trés regides: o subnlcleo oral (sno), o subnicleo interpolar (sni} e o
subnucleo caudal {snc). O complexo trigeminal do TE também & composto do niicleo motor do V
(NM de V) e do niicleo sensitivo principal do V (NS de V). os corpos das células do nervo trigémeo
estéo localizados no ganglio trigeminal. Uma vez que um neurbnio de segunda ordem recebe o
impulso, este & conduzido para o tdlamo (7} para interpretaggo. FONTE: Okeson, 2000.

O talamo esta localizado no verdadeiro centro do cérebro. Ele é
formado por numerosos nucleos que funcionam em conjunto para interromper
impulsos. Conforme os impulsos sobem para o talamo, ele executa avaliagdes e
dirige os impulsos para regides apropriadas nos centros superiores para
interpretagdo e resposta (Okeson, 2000). As regibes do talamo que recebem e
retransmitern informagdes somatossensoriais da regido craniofacial sdo o
complexo ventrobasal (ou nucleo ventroposterior), assim como o chamado grupo
posterior de nucleos e talamo medial (Lund et a/, 2001; 2002). Os neurdnios

ventrobasais, em sua maior parte, sdo neurdnios mecanoceptores de baixo limiar
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gue estdo somatofopicamente organizados. Os neurbnios que recebem e
retransmitem informacdes tateis da face e da boca conceniram-se na porgao
medial do tdlamo ventrobasal (o nucleo ventral péstero-medial), enquanto os
neurénios na porgdo lateral do talamo ventrobasal retransmitem as informagées
somatossensoriais do tronco, pescogo e membros. A maior parte dos neurfnios
mecanoceptores de baixo limiar no talamo ventro-basal tem um campo receptivo
cutaneo localizavel e outras propriedades que permitem uma transmisséo
confiavel de informagdes detalhadas retransmitidas de receptores periféricos via
tronco encefalico. Em contraste, neurGnios no grupo posterior e talamo medial séo
muito menos especificos na retransmissao de informacdes (Aghabeigi, 1992; Lund
et al, 2002).

Uma outra estagdo na qual o estimulo tramita é o hipotadlamo (Okeson,
2000), que corresponde ao principal centro do cérebro para controlar a
homeostasia orgénica. Quando o hipotalamo é estimulado, ocorre a ativagdo do
eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, o que aumenta o nivel de atividade de muitos
orgdos, causando especialmente aumento da freqiiéncia cardiaca e
vasoconstricdo, responsavel por grande parte da alteragio fisioloégica provocada
por estimulos dolorosos, o que é de suma importéncia ser do conhecimento do
clinico que deseja tratar a dor orofacial, visto que, estas alteragbes podem ser
causas de emergéncias médicas no consultério odontoldgico, como por exemplo
hiperventilagdo e sincopes.

Devemos também considerar que os estimulos nociceptivos, antes de
chegarem ao cortex sensorial para serem processados, sdo capazes de estimular
o sistema limbico, que é o responsavel por alteragdes comportamentais diante de
quadros de dor, reafirmando as conseqiiéncias multidimensionais da dor no

ambito psicoldgico.
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2.3.1 Sensibilizacdo Periférica

No momento em que ocorre uma lesdo tecidual na regido orofacial,
como por exemplo na ATM, uma série de respostas é& imediatamente
desencadeada pele organismo através da liberagdo de substancias quimicas
(prostaglandinas, substéncia P (SP), ion potassio, bradicinina (BK), acido latico,
jons hidrogénio, ATP, déxido nitrico (NO) citocinas, fator de crescimento neural,
serotonina, peptideo relacionado ao gene da calcitonina, histamina, elc). Estas
substancias inferagem com elementos celulares envolvidos na inflamacgéo
(neutréfilos, linfocitos, plasmdcitos, macréfagos, fibroblastos, células de Schwann,
etc), atraindo-os ou ativando-os, gerando vasodilatagédo e instalagao de processo
inflamatério de origem neurogénica (Sedivec, 1983). Isto acarreta alteracoes

neuroplasticas periféricas (Figura 07) e centrais {(Dray, 1995; Swift ef al, 1998).
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Figura 07 — Mecanismo de sensibilizacdo periférica. Estao resumidas algumas das interagbes entre
os produtos de células imunes, alguns mediadores quimicos e fibras sensoriais durante
hiperalgesia inflamatéria. Peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP); cicloxigenase-2
{COX-2); serotonina (5-HT); interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 {IL-6), interleucinas-8 {IL-8), fator
de crescimento neuronal (FCN}, prostaglandinas (PGs) e fator de necrose tumoral a {TNF-a).
FONTE: Dray, 1995.
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Durante o processo de sensibilizagdo periférica, as substancias
quimicas liberadas alteram o limiar de excitabilidade dos nociceptores e também
s&o responsaveis pela inflamagao de tecidos adjacentes e pela irradiagao da dor a
partir da area lesionada. Isso pode levar & hiperalgesia, definida como aumento
na resposta a um estimulo doloroso e a alodinia, que corresponde a dor
decorrente de um estimulo ndo nociceptivo (Lund et al, 2002). Na pratica clinica
isso & visualizado em casos, por exemplo, de pulpite aguda, nos quais um
estimulo doloroso pode ser provocado com o simples fato de secar o elemento
dental com o jato de ar.

2.3.2 Sensibilizagdo Central

De maneira semelhante a sensibilizagdo periférica, o aumento da
liberagcdo dessas substancias quimicas na sinapse entre as fibras periféricas e os
neurbnios do subnucleo caudal, ou do corno dorsal da medula espinhal, podem
ocasionar um aumento na excitabilidade, no campo receptivo e na atividade
espontdnea desses neurdnios, levando ao processo chamado de sensibilizagao
central (Figura 08) (Sessle, 1995; Woolf, 1996). A sensibilizagdo depende da
atuacdo dos aminoacidos (acido glutdmico, acido aspartico) e das taquicininas
(SP). Os receptores AMPA (ativados pelo acido 2-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxasole-propidnico) e os cainato sdo acionados imediatamente apds a liberagdo
de aminoacidos excitatérios e estdo envolvidos no mecanismo de localizagao
témporo-espacial e na quantificacdo da dor (Collingridge & Singer, 1990). Os
receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), ativados por aminodcidos e modulados
por neuropeptideos (SP) atuam centenas de milisegundos apds a chegada do
estimulo. Os recepiores de neurocininas ativados pelas neurocininas estdo
relacionados com o mecanisme da sensibilizagdo dos neurbnios da medula
espinhal (dor crdnica) e com a modulacdo da nocicepgdo. Estimulos leves e
moderados liberam pequena quantidade de acido glutdmico e de SP que
despolarizam a membrana neuronal e geram sensac¢do dolorosa momentanea.

Estimulos intensos e prolongados resultam em deslocamento dos fons Mg™™ dos
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receptores NMDA e em penetragéo de ions Ca*” para o interior do citoplasma. Os
jons Ca™" extracelulares somam-se aos das reservas intracelulares e ativam
sistemas enziméticos que sintetizam segundos mensageiros, incluindo o AMP-
ciclico que causa fosforilagBo das membranas neuronais que se tornam
hiperexcitaveis e neurotransmissores retrogrados (6xido nitrico, prostaglandinas)
que, do interior dos neurdnios escoam-se para o intersticio e acarretam fiberagéo
de maior quantidade de neurotransmissores excitatorios dos aferentes primarios
ou creatinofosfocinase (PKC), que modifica a expressao genética (pré-oncogens),
resultando na sintese de RNA mensageiro que induz a producaoc de receptores
excitatorios que se adaptam a superficie neural (regulacédo ascendente) (Lund et
al, 2002},

Sensibilizacdo Central
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Figura 08 — Mecanismo de sensibilizagio central. Acido aspartico (asp), glutamato (glu), substancia

P (&P); N-metil-D-aspartato (NMDA); creatinofosfocinase (PKC), neuroquinina (NK-1); diacilglicerol
{DAG); éxido nitrico (ON), prostaglandina (PG). Fonte: Teixeira: 2000.

A sensibilizagdo dos neurbnios do corno posterior da substancia

cinzenta da medula espinhal (CPME), a ativagdo das sinapses inativas e o reforgo
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das sinapses fracas de colaterais de aferentes primarios que veiculam
informag¢bes das areas vizinhas ou distantes daquelas em que a dor foi
originalmente induzida s&o, entre outras, as causas da hiperalgesia mecanica
secundaria, da alodinea e da dor referida e difusa, associadas & injuria tecidual ou
a inflamagao de tecidos profundos (Hu, ef al, 1994; Teixeira, 2000).

O reconhecimento da complexidade do problema & o primeiro passo
para auxiliar pacientes com dores crénicas. O profissional deve realizar uma
avaliagio das doencas subjacentes, dos tratamentos prévios e seus resultados, da
interagdo estabelecida entre outros profissionais e paciente e do contexto
socioecondmico, cultural e familiar em que a dor ocorre. Deve-se estar consciente
de gue a iatrogénese & uma complicagdo possivel, e profissionais que oferecem
apenas “solucdes biomédicas” inadvertidamente aumentam os riscos e os
problemas. Dualismo cartesiano (mente-corpo) e nog¢bes do “corpo como uma
maquina” permeiam a cultura da medicina contemporanea e o sistema médico-
legal (Kapczinski, 2004). A visdo moderna sobre dor cronica enfatiza, no entanto,
a necessidade de uma abordagem mais global, que incorpore influéncias sociais,

culturais e psicoldgicas a dor e ao sofrimento relatado.

Nessa abordagem psicolégica, a ansiedade figura como um dos
principais fatores a ser considerado, visto que, quando grupos de pacientes com
DTMs foram estudados para estados emocionais comuns, a maioria das analises
(Solberg et al, 1972; Marbach ef al, 1988; Al Absi and Rokke, 1991; Carlson ef al,
1993; Arniz ef al, 1994; Gatchel, 1996) demonstrou que altos niveis de ansiedade
parecem ser comuns. Nao se determinou se estes niveis altos eram a causa de
sinfomas ou se a presenga dos sintomas & que aumeniou estes niveis de

ansiedade.

E provavel que ambos os fatores existam, contudo a literatura
especifica ndo demonstra o quanto os sintomas das DTMs, principalmente a dor, é

capaz de alterar os niveis de ansiedade, o que por sua vez intensificaria o quadro
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de dor, gerando um ciclo vicioso, cujas conseqliéncias seriam expressivas ao
paciente e devem ser consideradas pelo profissional durante o tratamento de
casos de dor secundaria as DTMs.

2.4. Ansiedade

2.4.1. Conceito de ansiedade: o Normal e o Patolégico

Etimologicamente, a palavra ansiedade provém do termo grego
Anshein, que significa “estrangular, sufocar, oprimir’. O termo correlato, angustia,
origina-se do latim, onde angor significa “opressédo” ou “falta de ar”, e angere quer
dizer “causar panico”. Tais palavras latinas derivam da raiz indo-germanica Angh,
indicando estreitamento ou constrighdo. Todos esses termos referem-se,
metaforicamente, & experiéncia subjetiva caracteristica da ansiedade. A distingéo
entre ansiedade e angustia é feita por alguns autores, porém nao ha consenso a
respeito do assunto.

A ansiedade é um estado emocional subjetivamente vivenciado como
desagradavel ou ameagador, que inclui sintomas como alteragdo do humor e da
cognicdo geralmente acompanhados por alteragdes comportamentais e
fisioldgicas, tais como palpitacdes, sudorese e hipervigilancia (Pratt, 1992). Sabe-
se que um certo grau de ansiedade é (til para motivar um bom desempenho em
tarefas cognitivas (Graeff ef al, 1997) e, além disso, pode ser uma resposta de
alerta eficaz contra uma ameaga ou um estimulo estressante (Pratt, 1992).
Contude, o limite entre o que se denomina ansiedade normal e a patolégica é
muitas vezes dificil de ser estabelecido.

A ansiedade ftransforma-se em patolégica quando a resposta ao
estimulo percebido torna-se exagerada, irracional e disruptiva e, entado, interfere
na qualidade de vida do individuo e na sua capacidade em desempenhar
normalmente suas fungbes (Pratt, 1992; Graeff ef al, 1993). Esse tipo de
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ansiedade muitas vezes é conseqiiéncia de outras doengas, de natureza
psiquiatrica ou ndo. Trata-se, portanto, de uma ansiedade secundaria, mas
também pode ser a manifestacao principal ou Gnica de um gquadro clinico, sendo
entdo denominada ansiedade primaria. Como nos demais disturbios psiquiatricos,
a ansiedade patologica parece depender de uma interagdo entre predisposicéo e
fatores ambientais precipitantes. A predisposicdo € em parte determinada
geneticamente, soma-se a isto a participagédo de experiéncias marcantes que o
individuo tenha sofrido durante a formacéao da personalidade (Graeff et al, 1997).

A ansiedade patoldgica pode existir em varias condigdes. Costuma
estar presente em condicbes estressantes variadas, como associada a doengas,
na vigéncia do uso de medicamentes ou drogas, na abstinéncia de depressores do
SNC ou mesmo, primariamente, nos chamados transtornos ansiosos. Entretanto,
estes ndo sdo os Unicos quadros psiquidtricos com niveis patolégicos de
ansiedade. Por exemplo, alguns autores véem os transtornos depressivos e
ansiosos como parte de um mesmo continuo, que vai da ansiedade leve a
depressdo melancoélica. Uma evidéncia a favor desta posicdo estd no efeito
terapéutico indiferenciado dos agentes farmacologicos antidepressivos {Graeff ef
al, 1997; Crawley, 1985; Overstreet ef al, 1995; Gonzales et a/, 1998) (Tabela 1).

Tabela 1

Classificacao dos transtornos de ansiedade segundo o Diagnostic Statistical
Manual. Fonte: Graeff & Brandao, 1999.

CLASSIFICAGAO DOS TRANSTORNOS DE ANSIEDADE

- Transtorno de panico com agorafobia

- Transtorno de panico sem agorafobia

- Agorafobia sem histéria de transtorno de panico
- Fobia especifica

- Fobia social

- Transtorno obsessivo-compulsive

- Transtorno de estresse pés-compuisivo

- Transtorno de estresse pés-trauméatico

- Transtorno de ansiedade generalizada

- Transtorno de ansiedade devido a uma condigdo médica geral
- Transtorno de ansiedade induzida por substancia
- Transtorno de ansiedade ndo especificado
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Também se discute sobre a distingdo entre ansiedade e medo. Ambos
sdo semelhantes, porém, enquanto o medo € fruto de ameaca definida, na
ansiedade a fonte de perigo € incerta ou desconhecida (Graeff & Brandao, 1999;
Graeff & Guimarées, 2001).

A ansiedade e 0 medo {ém suas raizes nas reagdes de defesa dos
animais verificadas em resposta aos perigos comumente encontrados no meio
ambiente onde evoluiram. Quando um animal é confrontado com uma ameaca ao
seu bem estar, a sua integridade fisica ou a propria sobrevivéncia, adota algumas
estratégias padronizadas em funcéo de diferentes niveis de ameaga com que se
defronta (Graeff ef al, 1997). S&o dois os sistemas neurais que medeiam a reagéo
de defesa dos animais: o sistema de inibicdo comportamental e o sistema
cerebral de defesa, acionados em situagdes de conflito ou de perigo iminente,
respectivamente (Graeff, 1994).

O sistema de inibigdo comportamental (SIC) (Figura 09) & constituido
pela formacdo septo-hipocampal, juntamente com estruturas cerebrais
relacionadas, dentre as quais incluem-se os corlices pré-frontal e cingulado,

talamo anteroventral e corpos mamilares (Kapczinski, 2004).

Este sistema responde aos eventos punitivos, estimulos novos e
frustragdo condicionada através da supressdo do comportamento operante
mantido por recompensa ou, entdo, pela esquiva da punicdo. A fungao do sistema
septo-hipocampal seria a de comparar a sintese dos dados sensoriais atuais, que
o hipocampo recebe do coértex entorrinal, com as predicdes geradas no circuito
apresentado por James Papez (1937). O autor, reunindo uma base limitada de
evidéncias clinicas e experimentais, propds que um conjunto interligado de
estruturas cerebrais (mais tarde denominado circuito de Papez, em sua
homenagem) desempenhava um papel importante na elaboracao das emogdes.
Esse circuito inicia-se no hipocampo, passando pelo corpo mamilar do hipotalamo,
talamo anteroventral, cortex do giro do cingulo e cértex entorrinal, antes de

retornar ac hipocampo. Papez sugeriu que as informagdes sensoriais que chegam
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ao talamo seguem trés rotas distintas. A primeira destina-se ao cortex cerebral,
sendo responsavel pelo componente cognitivo das emocdes. A segunda dirige-se
aos ndcleos da base, embasando seu componente motor ou comportamental. A
terceira, por fim, vai ao corpo mamilar do hipotadlamo, elaborando as
manifestagbes neurovegetativas e enddcrinas das emogdes (Kapczinski, 2004).
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Figura 09. Sistema de inibicio comportamental. FONTE: Kapczinski, 2004.

Essas predigbes levam em conta as memoérias armazenadas em
diversos locais do SNC, bem como os planos de acdo gerados pelo cértex pré-
frontal. Quando ha coeréncia entre duas representagdes, o sistema septo-
hipocampal continua a executar a sua farefa de aferidor. Entretanto, quando
detecta uma discrepancia entre o esperado e o acontecido, o sistema septo-
hipocampal passa a funcionar na modalidade de controle. Neste caso, gera
inibicdo comportamental, aumenta o nivel de vigilancia e dirige a atenc&o do
animal para as possiveis fontes de perigo. Tal estado é identificado como a prépria

ansiedade.



A ativagdo do SIC resultaria na inibicdo de qualquer atividade que o
animal esteja exercendo, levando, no extremo, a imobilidade tensa ou
congelamento. Essa inibicdo comportamental & acompanhada de aumentc da
vigilincia e da atencgdo, esta Ultima voliada para perigos potenciais. O
funcionamento do sistema septo hipocampal seria facilitado por aferéncias
nervosas mediadas pelos neurotransmissores noradrenalina e serotonina,
provenientes do tronco cerebral, onde atuariam os medicamentos ansioliticos,
capazes de reduzir a ansiedade por antagonizar a atividade do SIC (Graeff, 2003;

2004; Kapczinski, 2004).

O sistema cerebral de defesa (Figura 10) é representado pelo
hipotdlamo medial, pela matéria cinzenta periaquedutal dorsal e pela amigdala.
Nele processam-se 0s mecanismos associados a resposta incondicionada. Por
exemplo, ha evidéncia de que na amigdala os sinais de perigo ganham um
colorido afetivo e sao avaliados quanio ao grau de ameaga que representam para
o organismo (Graeff, 1994). A estimulacgédo elétrica destas estruturas produz um
padrdo tipico de respostas caracterizado por uma atividade motora intensa
acompanhada de saltos, ao lado de reagbes neurovegetativas como aumento da
pressdo arterial, da freqléncia cardiaca, da respiragdo, piloeregdo, micgao,
defecacdo e exoftalmia (Graeff, 1994). O conjunto de respostas descrito
caracteriza 0 que conhecemos como uma rea¢ido de defesa que normalmente
acompanha os estados aversivos caracteristicos de medo e ansiedade. Além da
matéria cinzenta periaquedutal dorsal, hipotdlamo e amigdala, ha evidéncia de
que do sistema cerebral de defesa também fazem parte o coliculo superior, que
processa informagbes visuais, e o coliculo inferior, que & uma plataforma
importante das vias auditivas que se projetam para o talamo e cortex temporal
(Brand&o, 1995).
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Fig. 10. Diagrama representando o sisiema cerebral de defesa. FONTE: Graeff & Guimardes,

2001.

No campo das alteragbes hormonais, o medo e a ansiedade sao
condigcbes estressantes e, assim sendo, acompanhados da mobiliza¢ao do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal, denominado por Hans Selye de sindrome de
adaptacdo geral. Portanto, para o estudo experimental, do ponto de vista
fisiologico, as aiteragbes produzidas pela mobilizagao desse eixo podem constituir-

se em medidas objetivas de ansiedade (Graeff et al, 1997).

2.4.2. Ansiedade e Transmissao Gabaérgica

Varios neurotransmissores tém sido implicados na ansiedade. Dentre
eles figuram as aminas biogénicas (noradrenalina, serotonina e dopamina), 0s
aminoécidos (acido gama-aminobutirico, glicina), os peptideos (fator liberador de
corticotropina, hormoénio adrenocorticotropico, colicistocinina) e os esteréides

(corticosterona). No entanto, o acido gama-aminobutirico (GABA) e a serotonina
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(5-HT) sdo os que estdo mais relacionados aos disturbios de ansiedade, e na
acao dos ansioliticos (Graeff et al, 1997, Graeff 2003, 2004).

A participacéo do GABA na ansiedade foi aventada em conseqiiéncia do
estudo do mecanismo de acdo dos benzodiazepinicos (BDZs), que foram
introduzidos na pratica médica no inicio da segunda metade do século passado.
Os BDZs s&o eficazes, sobretudo no distarbio da ansiedade generalizada,
possuem baixissima toxidade e menor capacidade de produzirem dependéncia
que seus antecessores, os barbittricos (Graeff ef al, 1997). Posteriormente a
descoberta de que o clordiazepoxido, um composto benzodiazepinico,
apresentava propriedades ansioliticas em animais de laboratério, juntamente com
outros efeitos observados em modelos animais de ansiedade, o farmacdlogo
norte americano Randall sugeriu que esse composto poderia ter potencial
terapéutico no homem (Graeff & Brandado, 1999). Esta sugestdo foi logo
comprovada em ensaios clinicos. Verificou-se, também, que as propriedades
farmacoloégicas do clordiazepdxido eram compartilhadas por uma familia de
derivados BDZ, dentre os quais destacava-se o diazepam, até hoje um dos
compostos mais usados na terapéutica. Os compostos BDZ intensificam as agdes
do GABA, sabidamente o principal transmissor inibitérioc do SNC, e modula
diversos sistemas funcionais (Figura 11).

Embora os primeiros BDZs conhecidos tenham sido produtos sintéticos,
ha evidéncias sugestivas de que possam ser, também, compostos endogenos,
que exercem fun¢éo neuromoduladora no SNC de mamiferos (Medina ef al, 1993).
Compostos com imunorreatividade similar aos BDZs foram identificados em varios
alimentos e também podem ser produzidos pela flora bacteriana intestinal.
Acrescente-se a isso que a imunorreatividade do tipo BDZs foi encontrada em
culturas de neurdnios mantidas em meio artificial, indicando que ceélulas nervosas
sdo capazes de sintetizar moléculas de BDZs (Kapczinski ef a/, 2004). Como os
BDZs sdo moléculas artificiais, obtidas por sintese quimica, a presenga de
receptores no SNC levanta forte suspeita sobre a existéncia de substincias

elaboradas pelo proprio SNC, que atuem sobre eles para regular estados normais
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ou patologicos de ansiedade (Graeff ef al, 1997). Finalmente, trabathos
neuroquimicos e comportamentais realizados em ratos sugerem um papel
funcional para BDZs enddgenos na modulagdo da ansiedade e da meméria
emocional (Medina el a/, 1993).

Terminal nervoso

GABA
Em vesiculas __

Canal de cloreto .
. BDZ Sitio alostérice para BDZg

Sitio de reconhecimento
de GABA

Figura 11 - Representacao esquematica da terminagfo GABAérgica. O sitio de reconhecimento do
GABA e dos BDZs estdo situados em diferentes subunidades, que interagem entre si por
mecanismos alostéricos. Adaptado de: Graeff & Brandao, 1999,

O efeito de compostos BDZs tem sido demonstrado em diferentes
modelos animais. Pellow ef al, (1985), utilizando indicadores tradicionais de
ansiedade no labirinto em cruz elevado (LCE), mostraram que esse modelo é
bastante sensivel a drogas que atuam em receptores GABA/benzodiazepinicos.
Drogas ansioliticas classicas tais como o diazepam e o clordiazepéxido aumentam
a quantidade de entradas e o tempo gasto nos bragos abertos do labirinto. Em
1991, Gomita et al, demonstraram que estes mesmos farmacos também
aumentam o limiar de estimulacdo da matéria cinzenta periaquedutal dorsal de
ratos sem afetar o desempenho motor e que antagonistas GABA (bicuculina e
picrotoxina) inibem o aumento do limiar de estimulagdo produzido pelo diazepam.
Adicionalmente, Griebel ef al, (1995) demonstraram que ligantes BDZs moduiam
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diferentemente a defesa “antipredador” em camundongos e que essa modulagédo
depende, nao sd da eficacia intrinseca desses ligantes, mas também das
estratégias de defesa exigidas por estimulos ameagadores.

Tragadas essas consideragbes sobre dor e ansiedade devemos
enfatizar a dificuldade em estuda-las em seres humanos, devido a uma série de
fatores que envolvem desde aspectos sécio-culturais, familiares, étnicos,
experiéncias passadas, a aspectos psicolégicos capazes de influenciar
copiosamente os resultados. Portanto, o desenvolvimento e a ufilizagdo de
modelos animais sdo imprescindiveis para elucidar os mecanismos fisiolégicos
envolvidos nestes processos.

2.5. Modelos Animais

Modelos animais simulam algumas das caracteristicas elementares de
um estado patologico especifico, favorecendo a compreensdo da patologia e o
desenvolvimento de terapias eficazes. Fornecem uma aproximagéo simplificada
aos complexos fatores relacionados a patologia. O uso de modelos animais
oferece diversas vantagens distintas: primeiro, eles simplificam o sistema
estudado; segundo reduzem o namero de variaveis cujo controle é inacessivel,
oferecendo maior grau de controle experimental e, finaimente, permitem
manipulagbes experimentais que poderiam ser impossiveis em outras
circunstancias (Thrane et al, 1996).

2.5.1 Modelos animais de dor

A compreensao atual dos diferentes mecanismos que envolvem e
influenciam o processamento do estimulo doloroso, apenas se tornou possivel
devido ao desenvolvimento de modelos experimentais, tanto em humanos quanto

em animais, nas diversas areas de interesse do estudo da dor.
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Estudar dor a partir de sua indugdo envolve problemas éticos tanto no
que se refere a seres humanos quanto a animais. Contudo, o estudo em modelos
animais & preferivel, considerando que muitas variaveis que poderiam influenciar
na quantificagéo da dor podem ser excluidas, entre elas figuram as experiéncias
passadas, os fatores sé6cio-econdmicos e os fatores culturais.

Na éarea odontol6gica, principalmente através de modelos experimentais
em animais, tem-se conseguido, cada vez mais, obter informac¢des acerca dos
mecanismos heurofisiologicos que medeiam a dor orofacial.

A literatura apresenta uma série de técnicas para a aquisi¢do de
informagdes sobre a dor na regido orofacial. Entre elas estdo técnicas
eletromiograficas, eletrofisiologicas e comportamentais. O estudo da dor por
essas técnicas e é realizado apés sua indugao. Isso pode ser conseguido através
da administragdo de diferentes agentes irritantes em cobaias. Dentre esses
agentes destacam-se: carragenina, 6leo de mostarda, acido acético, levedura,
serotonina, fator de ativagao plaquetaria, caulim, formalina, entre outros
(Wheeler-Aceto et al, 1990; Donnerer et al, 1991). Destes, o teste da formalina
tem se mostrado um método confiavel para avaliar dor em véarias partes do corpo
e tem sido utilizado com sucesso em muitos estudos (Clavelou ef al, 1989, Cadet
ef al, 1993; Clavelou ef al, 1995; Roveroni ef al, 2001).

2.5.1.a. Teste da Formalina

A maicria dos estimulos nociceptivos comumente utilizados em
experimentos comportamentais em animais para o estudo da dor orofacial, como €
0 caso da estimulacéo elétrica ou mecanica da polpa dental (Young et al, 1984),
requerem que os animais figuem mais ou menos contidos durante o periodo de
teste, e sabe-se que o estresse causado por esse tipo de restricio pode alterar a
sensibilidade a dor (Dubuisson & Dennis, 1977).

Outra maneira de se induzir dor para seu estudo é através da injecdo

de substancias nociceptivas, como ja mencionado (Wheeler-Aceto et al, 1990).
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Para o estudo das vias nociceptivas em diferentes regides do corpo de
ratos e camundongos, tém-se utilizado amplamente o teste da formalina. O teste é
considerado um modelo de dor inflamatéria tonica e sensivel a varias classes de
drogas analgésicas (Hunskaar & Hole, 1987; Tjolsen et af, 1992).

Esse teste foi originalmente descrito por Dubuisson & Dennis (1977),
para uso em ratos e gatos. Os autores descreveram pela primeira vez o modelo
comportamental, partindo da resposta ao estimulo nocivo induzido pela
administracao cutanea de formaldeido a 37% diluido em solucdo salina (formalina)
no dorso da pata fraseira de ratos. Os comportamentos nociceptivos
estereotipados, caracterizados pelos atos de lamber e levantar rapidamente a pata
na qual o agente tinha sido aplicado, eram percebidos.

Observou-se que a injecao de formalina na pata produzia uma resposta
comportamental de padrdo bifasico (Dubuisson & Dennis, 1977; Rosland et al.,
1990; Wheeler-Aceto & Cowan, 1991; Coderre ef al, 1993; Teng & Abbott, 1998),
uma fase inicial de dor intensa e de curta duragdo (primeiros 5 minutos),
possivelmente causada por efeito direto da formalina sobre receptores sensoriais
(Dubuisson & Dennis, 1877; Hunskaar et a/, 1985; Hunskaar & Hole, 1987) e uma
segunda fase de dor moderada e persistente (entre 10 a 60 minutos apos a
injecdo) que poderia ser provocada por impulsos aferentes induzidos pela
inflamacao local. Entre a primeira e a segunda fase ocorre um curto periodo de
laténcia, denominado de interfase (Henry ef a/, 1999). Alguns autores afirmam que
esse periodo de baixa atividade comportamental é atribuido a redugéo
momentanea da atividade das fibras nervosas aferentes (Puig & Sorkin, 1996;
McCall et al, 1996) ou ainda & agdo de mecanismos inibitérios descendentes
(Franklin & Abbott, 1993).

Contudo, estudos comprovando que mediadores endogenos, como a
bradicinina, a serotonina, a histamina e a substancia P, participam da primeira
fase (Shibata ef a/, 1989; Correa & Calixto, 1993, Parada et al/, 2001), levantaram
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a possibilidade dessas teorias ndo serem completamente verdadeiras. Também
tem sido aventada a possibilidade de a segunda fase estar relacionada com o
processo inflamatéric e depender de alteragbes no SNC, provocadas pela
atividade neural ocorrida durante a primeira fase (Coderre ef al, 1990; Tjolsen ef
al, 1992), como resultado do processo de sensibilizagéo ceniral.

Entretanto, a sensibilizagao central induzida pela primeira fase da
formalina, pode ndo ser suficiente para manter as respostas comportamentais
nociceptivas durante a segunda fase. Isso pbde ser comprovado através de um
experimento no qual foi realizada a administracdo local de um derivado
quaternario da lidocaina hidrofilica (QX-314) 10 minutos apds a injecdo de
formalina na pata, o que foi capaz de inibir as respostas da segunda fase,
sugerindo, portanto, a participacdo do componente periférico (Taylor ef al, 1995;
Dallel et al, 1995). Trabalhos sugerem o envolvimento da histamina e da
serotonina na segunda fase do teste da formalina injetada na pata de ratos, isso
demonstra a importéncia do componente periférico nessa segunda fase (Parada ef
al, 2001).

Clavelou et al, (1989) adaptaram o teste da formalina para que fosse
possivel 0 estudo da dor na regido orofacial. Eles observaram que a inje¢éo de
formalina no labio superior de ratos era capaz de induzir comportamento
nociceptivo caracterizado pelo ato de cogar a regido orofacial com as patas
dianteiras (ambas as patas) e algumas vezes com a pata traseira ipsilateral. Assim
como observado no modelo original, houve o mesmo padrao bifasico, fase inicial

{3 primeiros minutos) e fase tardia (entre 18 a 42 minutos apds a injecao).

Considerando que, estudos epidemiolégicos demonstram que as
principais fontes causadoras de dor na regido orofacial sao alteragdes nos tecidos
profundos, como o articular e o muscular, Roveroni et al (2001) desenvolveram um
modelo comportamental através da administragao de formalina na regido da ATM

de ratos. A administracdo de formalina na ATM de ratos desencadeia os
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comportamentos nociceptivos de cocar a regido orofacial, de levantar rapidamente
a cabeca e o de tombar a cabega para o lado tratado.

Os autores testaram diferentes concentragdes de formalina (0,5%,
1,5%, 2,5% e 5,0%) e os resultados mostraram que as respostas comportamentais
foram significativamente maiores a partir de 1,5% e que acima disso, as respostas
nao diferiram entre si.

As respostas comportamentiais nociceptivas caracterizadas pela
exacerbagao do ato de cogar a regido orofacial e pelo ato de levantar rapidamente
a cabega podem ser utilizadas como indice de dor orofacial para o teste da
formalina na ATM de ratos, sejam avaliadas separadamenie ou em conjunto, pela
soma das mesmas (Roveroni et al, 2001). Assim como descrito na literatura, a
simples soma de mais de um comportamenio seria a forma mais adequada de
avaliar as respostas comportamentais induzidas pela administracao de formalina,
uma vez que pode haver uma integracdo entre os comportamentos {Wheeler-
Aceto & Cowan, 1993; Abbott ef al, 1995).

Apesar dos testes da formalina na pata e no labio apresentarem um
padrdo bifasico, o teste da formalina na ATM apresenta uma Unica fase de
resposta, devido a necessidade, mesmo que momentaneamenie, de anestesiar o
animal com o halotano para a injegdo. O fato de anestesiar o animal justifica-se
devido a dificuldade de acesso ao local (ATM), aiém disso, eticamente é um

procedimento mais aceitavel.

2.5.2 Modelos animais de ansiedade

Como visto anteriormente, parece provavel que as bases neurais da
ansiedade se sobrepdem aos circuitos neurais do medo (Graeff, 1993; 1994).
Modelos animais de ansiedade podem ser (teis para garantir mais objetividade ao
estudo desses estados ja que eles permitem evitar o viés do comportamento

verbal e os efeitos das contingéncias culturais. Empregando-se modelos animais &
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possivel reproduzir os aspectos da sintomatologia, etiologia, ou de possiveis
tratamentos para a ansiedade, assim como identificar compostos ansioliticos e
seus mecanismos de acao (File, 1992; Treit, 1985). Contudo, uma validagao
desses modelos no laboratbrio inclui a presenga de correlacdo, homologia e
isomorfismo em relacéo ao que se obtém na clinica (Treit, 1985). A validacao de
um modelo deve necessariamente envolver uma demonstragio da sensibilidade
do mesmo a drogas de perfil ansiolitico na clinica (File & Peliow, 1985; File et al,
1987). De modo geral, os modelos animais de ansiedade s&o divididos em dois
grupos, os fundamentados na aprendizagem associativa (Davis ef a/, 1988; Méthot
& Deutsch, 1984) e os etologicamente fundamentados (Crawley, 1981; Carden &
Hofer, 1991; Winslow & Insel, 1991; Lister, 1987; Moser, 1989; Handley & Mithani,
1984; Pellow el al, 1985; Pellow et al, 1987 Treit ef al., 1993; File et af, 1992; Cruz
et al, 1994).

Entre os modelos baseados na aprendizagem associativa estdo o da
resposta emocional condicionada (Methot & Deutsch, 1984), o da resposta de
sobressalto intensificado pelo medo (Davis, 1988) e o teste de conflitc do beber
punido (Vogel, 1971). Com relagdo aos modelos etologicamente fundamentados
estdo os da transi¢ao do claro para o escuro (Crawley, 1981), interagdo social (File
& Hyde, 1978), vocalizagdo induzida pela separagdo (Carden & Hofer, 1991,
Winslow & Insel, 1991) e labirinto em cruz elevado (MHandiey & Mithani, 1984;
Pellow ef al, 1985; Lister, 1987; Pellow ef af 1987; Treit ef al., 1993; File et al,
1992; Cruz et al, 1994).

Até muito recentemente, o valor destes testes dependia da capacidade
de detectarem efeitos ansioliticos de BDZs. Infelizmente, os modelos que
detectam com sucesso esses efeitos muitas vezes falham ao detectar a acao

ansiolitica de outros tipos de drogas (Winslow & insel, 1991).

2.5.2.a. Labirinto em Cruz Elevado
O labirinto em cruz elevado (LCE) € um modelo inspirado em um relato
de Montgomery (1955), que originalmente usou um labirinto em Y elevado e

44



demonstrou que ratos exploravam mais o brago fechado. Em 1984, Handley &
Mithani usaram pela primeira vez um LCE, com resultados semelhantes.

O LCE ¢ um aparato constituido de dois bragos abertos e dois bracos
fechados por paredes altas e sua funcionalidade como um modelo animal de
ansiedade baseia-se na atividade exploratéria espontdnea e na aversdo natural
do animal pelos bragos abertos (Figura 15). Para ratos, ficar nos bragos abertos
causa medo ou ansiedade. A passagem forgada ou voluntaria pelos bragos
abertos do LCE esta associada com o aumento da concentragéo plasmatica de
corticosterona, ao comportamento de congelamento (freezing), a emissao de
bolos fecais (Peliow ef al, 1985) e a mudangas comportamentais e hormonais que
sdo indicativas de aumento da ansiedade. Nesse relato, Pellow et al, (1985)
validaram o procedimento do ponio de vista comportamental, fisiolégico e
farmacol6gico, mostrando ser o mesmo uma ferramenta util para mensurar
ansiedade no rato. O modelo pode ser visto também como um teste de conflito
(como interpretava Montgomery, 1955), e em ambos os casos apresenta as
vantagens de ndo necessitar de manipulagdes do comportamento apetitivo além
de nao envolver qualquer treinamento ou apresenta¢do programada de estimulos
nocivos ao animal.

O comportamento exploratério normal de ratos favorece a exploragao
de bragos fechados. Treit ef al, (1993) afirmaram que embora 0s animais sejam
capazes de discriminar a altura dos bragos abertos do LCE, este claramente ndo
& o fator que os leva a evitar este tipo de brago. A aversao pelos bragos abertos
parece ser motivada pela impossibilidade do animal executar o padrao
comportamental de tigmotatismo, uma resposta de defesa natural do animal que
os leva a permanecer proximo as superficies verticais ou em contato com elas,
evitando desta forma serem vistos pelo predador (Treit & Fundytus, 1989). Em
outras palavras, os espac¢os abertos se constituem em estimulo aversivo para os
ratos.

A tendéncia a permanecer nos bragos fechados do labirinto é

aumentada por compostos ansiogénicos, os quais aumentam a aversdo aos
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bragos abertos (Handley & Mithani, 1984; Lister, 1987; Pellow ef al, 1985). Ao
contfrario, a administracdo de compostos ansioliticos reduz a aversao natural aos
bragos abertos e favorece a exploracao dos mesmos (Pellow et al, 1985; Dawson
et al, 1995). As medidas criticas consideradas relacionadas & ansiedade sdo as
entradas nos bragos abertos e o tempo gasto neles (Pellow ef al, 1985, File,
1992). Ja a freqliéncia de entradas nos bragos fechados seria um indicador da
atividade motora geral (File ef al, 1992). Entretanto, o tempo gasto nos bragos
fechados nao reflete a atividade geral, mas ansiedade, da mesma forma que as
medidas nos bragos abertos (File et al, 1992; Cruz et al, 1994). Isso € esperado,
j& que o animal tem apenas duas opc¢des, permanecer nos bragos abertos ou
fechados, e as duas medidas de tempo sdo imagem de espelho uma da outra.
Embora os compostos que atuam no receptor GABA/benzodiazepina
produzam dados consistentes e reproduziveis, este ndo é o caso dos demais
compostos ansioliticos e ansiogénicos, putativos ou nao (Hogg, 1996).
Compostos que atuam na neurotransmissado serotonérgica, nem sempre
promovem efeitos ansioliticos neste teste, sendo esta uma critica ao LCE (Moser,
1989, Pellow ef al, 1985; Cruz et al, 1994). Diferengas experimentais poderiam
ser invocadas para explicar as discrepancias encontradas com o uso do LCE.
Nesse sentido, em uma revisao sobre a validade e variabilidade deste teste como
um modelo animal de ansiedade, Hogg (1996) mostrou que ndo ha uma férmula
magica no uso do labirinto, mas a construcdo desse modelo parece ser
criticamente importante. Por exemplo, adicionar bordas rasas ao redor dos bracgos
abertos influencia o componente de ansiedade ao qual o aparato € sensivel.
Fernandes & File (1996) realizaram um experimento no qual ratos foram testados
no LCE, com ou sem bordas pequenas sobre os bragos abertos, apés a injecao
de veiculo ou clordiazepéxido. Registraram o comportamento desses animais em
uma primeira e segunda exposicdo ao labirinto e confirmaram que as bordas
produziam um efeito diferente quando ratos eram testados repetidamente no
labirinto. O clordiazepéxido produziu um efeito ansiclitico significativo no primeiro

treino somente no labirinto sem bordas, enquanto no segundo treino o efeito foi

46



observado somente no labirinto com bordas. Entdo, a presenca de bordas alterou
a sensibilidade ansiolitica sobre o primeiro e o segundo treino, revelando a
enorme complexidade do LCE e a importancia dos detalhes na construgao do
mesmo.

Hogg (1996) ainda ressaltou que o comportamento de roedores nesse
modelo é tambem afetado pelo uso de diferentes linhagens, embora os
resultados farmacologicos sejam mais evidentes em resposta a diferengas
induzidas experimentalmente. A predisposi¢cdo dos animais para serem ansiosos
e a interagdo com o medo induzido pelo labirinto ndo somente determina o
resultado de manipulagbes farmacolégicas, mas pode fornecer uma melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos na mediagdo da ansiedade.
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3. PROPOSICAO

3.1. Avaliar o efeito da nocicepgdo induzida por inje¢do de formalina
1% em tecido superficial (labio) e profundo (ATM) sobre o nivel de ansiedade de
ratos.

3.2. Analisar o efeito do diazepam nas possiveis alteragdes do nivel de
ansiedade em resposta a nocicepgao orofacial.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar, com 2 meses de idade, padrao sanitario
SPF ("specific pathogen free"), fornecidos pelo Centro Multidisciplinar de
Bioterismo da UNICAMP. Os animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba, por no minimo 1 meés, em nuimero de 5 por gaiola contendo
maravalha, em sala climatizada (22 + 2°C), em ciclo claro/escuro de 12 h, com
alimentacdo e agua & vontade (Rosland, 1991). No dia anterior ao teste, os

animais eram pesados para o calculo da dose dos farmacos utilizados.

Cada animal foi submetido uma dnica vez aos testes. Os
procedimentos experimentais foram realizados no periodo da manh4, entre 7h e
11h30.

Todos 0s procedimentos experimentais foram analisados e aprovados
pela Comissédo de Etica em Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia da
Universidade de Campinas, protocolo numero 392-1 (ANEXO 1).

4.2. Delineamento Experimental

4.2.1. Experimento 01 — Avaliagao dos grupos controles

Para avaliar o efeito da anestesia por halotano, considerando o fato de
que a administragdo de substancias na regido periarticular dos animais requer
que este esteja anestesiado, bem como para avaliar se o tfrauma fisico provocado
pela inser¢do da aguiha na regio da ATM poderiam por si so afetar os
pardmetros analisados pelo teste do labirinto em cruz elevado (LCE), foram
realizados 3 grupos experimentais (n=10-15). Um grupo controle (GC), nao

submetido a nenhum tratamento prévio, um grupo controle anestesia submetido
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somente a anestesia com halotano (GCA) e um grupo controle agulha (GAg),
cujos animais apds serem anestesiados com halotano, receberam apenas a
introducdo da agulha na regido periarticular sem a inje¢do de nenhuma
substancia (Tabela 2).

Tabela 2

Grupos experimentais para estudo dos parametros analisados pelo LCE sob influéncia da
anestesia com halotano e do trauma fisico induzido pela inje¢ao da agulha na regido da ATM.

Grupos n

Controle (GC) 15

Controle anestesia (GCA) 15
Controle anestesia + aguiha (GAg) 14

4.2.2. Experimento 02 — Avaliacado da influéncia da nocicepgao na

regido orofacial sobre o nivel de ansiedade em ratos.

Para avaliar o efeito da nocicep¢@o na regido orofacial sobre o nivel
de ansiedade dos animais, foram analisados cinco grupo experimentais (n=10-
15), como indicado na tabela 3. Em vista dos resultados obtidos no experimento
01, que serdao demonstrados e avaliados na seqiiéncia, o grupo utilizado como
controle foi o GCA ( *).

Tabela 3

Grupos experimentais para estudo da ansiedade provocada pela nocicepgdo em tecido orofacial
superficial e profundo.

Grupos n

Controle anestesia (GCA) ( *) 15
Salina — labio (SL) 15
Salina — ATM (SATM) 15
Formalina — labio (FL) 15
Formalina ~ ATM (FATM) 12
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4.2.3. Experimento 03 ~ Validagao farmacolégica

Para validagdo farmacolégica dos resultados nas alteragbes
comportamentais observadas nos experimentos anteriores, foram analisados
outros grupos experimentais, como esta indicado na tabela 4.

Tabela 4

Grupos experimentais para avaliagdo do efeito do diazepam e do veiculo (propilenoglicol) sobre o
nivel de ansiedade, apds a administrac@o de formalina na regifio orofacial.

Grupos n
Formalina labio + diazepam i.p. (FLD) 15
Formalina labio + veiculo i.p. (FLP) 12

Formalina ATM + diazepam i.p. (FATMD) 11

4.3. Procedimentos experimentais

4.3.1. Administracido do agente algésico

A cada dia de experimento foi analisado um total de 05 animais, no
periodo entre 7h e 11h30. Os animais eram levados para o laboratorio de
pesquisa na mesma gaiola em que foram mantidos no biotério. Apos 30 min de
permanéncia no laboratorio para eliminagao do estresse causado pelo transporte,
os animais foram individualmente colocados na cdmara anestésica e submetidos
a anestesia geral superficial por inalagcdo de vapor de halotano, por

aproximadamente 40s.

Imediatamente apds a verificacdo de que o animal encontrava-se
anestesiado, ele recebeu uma inje¢ao s.c. ou intra-articular de solugao salina ou
formalina 1% no Iabio e/ou na ATM, de acordo com o grupo experimental (tabela
3). Para a injegao, independente se realizada no labio ou na ATM, foi utilizada
agulha calibre 30 acoplada a uma microseringa Hamilton (50 ylL) por intermédio

de uma canula de polietileno PESO.
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Figura 12 - Aguiha calibre 30 acoplada a uma microseringa Hamilton (50 ub) por intermedio de
uma canuia de polietileno PESO.

Para a injegdo de substancias no iabio seguiu-se a tecnica proposta
por Clavelou ef al, (1995). Os animais receberam uma inje¢&o s.c. de 50 uL de
formalina 1% diluida em salina ou 0 mesmo volume de salina (controle) no labio

superior direito, lateralmente ao nariz (Figura 13).

Para a administracdo do agente algésico na ATM esquerda de ratos
(Hass ef al, 1992), a borda pdstero-inferior do arco zigomatico foi palpada e a
agulha inserida imediatamente inferior a este ponto e avancada em uma diregao

anterior até contatar a parede podstero-lateral do céndilo, numa profundidade de

aproximadamente 3 mm (Figura 14).

Figura 13 - Administragio do agente algésico Figura 14 ~ Administragéo do agente algésico
no lébio. na ATM.

Apdés a administragdo do agente algésico, os animais foram
transportados a outro laboratério (adjacente a sala de estudo do comportamento),
e 30 min apds a injegao, foram submetidos ao teste do LCE durante 5 min, para
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avaliacdo do nivel de ansiedade. Este teste comportamental foi realizado entre
8h30 e 11h30.

4.3.2. Administragao do agente ansiolitico

Em outro experimento, para validagao farmacologica dos resultados
comportamentais, foi avaliado o efeito de uma droga ansiolitica, o Diazepam (1,0
mg/Kg), injetado via intra-peritoneal imediatamente apds a injecao de formalina
na regido orofacial (ATM ou labio) ou o veiculo como controle (Fernandez-Guasti
& Picazo, 1990), conforme indicado na tabela 4.

4.3.3. Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O teste comportamental foi realizado em uma sala iluminada com luz
amarela mimetizando o periodo claro do dia. O labirinto, construido em madeira,
apresenta uma altura de 50 cm, e dois bragos abertos e opostos (50x10cm),
cruzados em um éangulo reto por dois bracos de mesma dimenséo fechados por
paredes de 40cm de aitura, mas com a porgdo superior aberta. Uma borda de
acrilico, com altura de 1cm, envolve os bragos abertos para evitar a queda dos
animais (Figura 15).

Trinta minutos apds a inje¢do da formalina ou salina na ATM ou labio e
da injecdo de diazepam (ou veicuio), conforme os grupos experimentais, os
animais foram colocados no centro do labirinto, de frente para um dos bragos
fechados, e observados durante 5 minutos (Pellow ef al, 1985). Cada animal foi
submetido somente uma vez a este teste comportamental. O comportamento de
cada animal foi flmado e, posteriormente, as fitas foram analisadas. O analisador
nao sabia a que tipo de tratamento o animal tinha sido submetido, sendo, portanto
um experimento cego. Foram registrados ¢ tempo de exploragdo dos bragos

abertos, a porcentagem de entradas nos bragos abertos e 0 numero de entradas
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nos bragos fechados. Uma entrada era considerada gquando o animal colocasse as
quatro patas em um brago aberto ou fechado (Pellow ef al, 1985; Cruz ef al, 1994).

50 cm

10 ¢m

40 ¢m

50 cm

10 cm
Figura 15. Labirinto em Cruz Elevado. Bragos abertos, sem paredes verticais (a) ¢ bragos fechados, com
paredes verticais (f}.

Os resultados foram convertidos posteriormente em:

1) Porcentagem de tempo de exploragdo dos bragos aberios (%TBA)
(100 x tempo (s) nos bragos abertos/ tempo total de observacao).

2) Porcentagem de entradas feitas nos bracos abertos (% EBA) (100 x
Ne de entradas nos bragos abertos/ Ne total de entradas).

3) Ne de entradas feitas nos bragos fechados (NEBF).

A porcentagem de tempo de exploragdc dos bragcos abertos é
considerada um indice de medo e ansiedade, quanto maior a %TBA menor a
ansiedade e vice-versa. A porcentagem de entradas nos bragos abertos esta
relacionada tanto a atividade locomotora quanto a ansiedade (Cruz ef al, 1994).
Por outro lado, o nimero de entradas nos bracos fechados corresponde a um

indice de atividade locomotora (Pellow ef al, 1985; Cruz et al, 1994).

Depois de realizado o teste do LCE, todos os animais foram
sacrificados por uma sobredose de anestésico. Contudo, para comprovar a

correta iniecdo na regido da ATM os animais do grupo que receberam injegéo de
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qualquer agente (salina ou formalina) na ATM, antes de serem mortos foram
anestesiados e receberam uma injegdo intra-cardiaca de Azul de Evans 1%
(Fiorentinc et al, 1999). Considerando que este tem a propriedade de se ligar as
proteinas plasmaticas extravasadas durante o processo inflamatério agudo, como
o induzido pela formalina, comprovava-se a correta injegcado na regido peri-
articular, pela analise visual da coloragio do tecido periarticular.

O diagrama abaixo demonstra a seqiiéncia e o tempo determinado
para cada passo experimental:

Transferéncia do biotério para o Laboratdrio

30 min

Y
Anestesia superficial com halotano (40 s)
e
Administracdo do agente algésico e/ou ansiolitico

l 30 min
Teste do LCE — 5 min

4.4. Solugoes utilizadas

- Formalina 1,0% (Hunskaar & Hole, 1987; Clavelou, et al 1995), sempre
preparada imediatamente antes do inicio do experimento e consistiu da diluigao
de formaldeido 37% em NaCl 0,9%.

- Solugdo de cloreto de sédio (NaCl 0,9%) - HALEXISTAR®.
- Formaldeido a 37% (SIGMA-F-1635) ®.

- Halotano (CRISTALIA) ®
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- Azul de Evans (Sigma Chemical Co®; St Louis, MO — USA) dissolvido em NaCl
a 0,9%, preparado numa concentracdo de 1% e administrado na dose de
30mg/Kg).

- Diazepam (1,0 mg/Kg) (ROCHE) ® diluido em propileno glicol 40%.

- Propileno glicol 40%.

4.5. Analise estatistica

Para a analise dos dados do experimento 1 foi utilizado anélise de
variancia seguida pelo teste de Tukey. Para os dados dos experimentos 2 e 3 foi
utilizada a analise de variancia para delineamento inteiramente casualizado com
arranjo fatorial de Local X Tratarmento, com testemunha (confrole anestesia).
Comparagges miultiplas foram feitas pelo teste de Tukey e para todos os
experimentos analisados o nivel de significancia foi de 5%. Os programas
utilizados para a realizagdo dos calculos estatisticos foram: MINITAB, ESTAT e
SISVAR.
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5. RESULTADOS

5.1 - Efeito da anestesia com halotano e da inser¢ao da agulha

sobre a atividade locomotora e ansiedade dos animais.

A Andlise de Varidncia seguida pelo Teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5% entre os grupos controle (GC), confrole anestesia (GCA) e
controle agulha (GAg) demonstrou que ndo houve diferengca estatisticamente
significante, quanto a porcentagem de tempo de exploragio dos bragos aberios
do LCE.

Com relagdo a porcentagem de entradas nos bragos abertos, também

nao houve uma diferenca estatisticamente significante entre os 03 grupos controle.

A analise dos dados correspondentes ao nimero de entradas nos
bracos fechados, ndo demonstrou diferencas estatisticamente significantes entre

os grupos controle (GC), controle anestesia (GCA) e controle agulha (GAg).

Os resultados correspondentes aos grupos GC, GCA e GAG estéo
ilustrados na Tabela 05 e Figura 16.

Tabela 5

Valores médios da Porcentagem de Tempo de Exploragédo dos Bragos Abertos (% TBA),
Porcentagem de Entradas nos Bragos Abertos (%EBA) e NOmero de Entradas nos Bragos
Fechados (NEBF) dos grupos controle (GC), controle anestesia (GCA) e agulha (GAg),
submetidos ao teste do LCE. Dados expressos como média t erro padrao.

ANALISES GC (15) GCA (15) GAg (14)

%TBA 8,297+2,207 | 8,222+2,693 | 2,707%1,198
%EBA 21,27+£3,88 | 21,2545,436 | 7,464%3,002
NEBF 7,46710,6084 | 6,067+0,8365 | 4,571+0,8302
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Figura 16 Média ( E.P.M.) da %TBA (A), %EBA (B) e NEBF (C) dos grupos controle {GC),
controle anestesia (GCA) e agulha (GAg) durante o teste do LCE. (* p<0,05). O nimero de animais
por grupo esté indicado em parénteses.

5.2 — Efeito da injecdao de formalina no labio e na ATM sobre o

nivel de ansiedade de ratos submetidos ao teste do LCE.

A analise de variancia revelou que os efeitos dos fatores Local e
Tratamento sobre a ansiedade e atividade locomotora de animais submetidos ao
teste do LCE foram significativos e ndo houve interagéo entre esses dois fatores.

Com relagdo ao fator Local, observa-se que nao houve diferenca
estatisticamente significante quanto a ansiedade e a atividade locomotora dos
animais, quando a formalina foi injetada na regido de labio ou ATM (p>0,05)
(Tabela 6 e Figura 17).

Com relagdo ao fator Tratamento, a administragdo de formalina 1%
aumentou de forma significativa (p<0,05) (Tabela 6 e Figura 17) a ansiedade,
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avaliada pela %TBA e pela %EBA. A formalina nao alterou a atividade locomotora

dos animais submetidos ao teste do LCE, avaliada pelo NEBF, comparada ao

controle salina.

Tabela 6

Valores médios da % TBA, %EBA e NEBF dos grupos conirole anestesia {GCA), salina labio (SL),
formatina labio (FL) e formalina ATM (FATM), submetidos ao teste do LCE apds a administracdo
de formalina 1% na regiéo orofacial. Dados expressos como media + erro padréo.

Anslises GCA (15) SL (15) FL (15) SATM (15) FATM (12)
%TBA | 8,222+2693b | 8,009+1,70b | 1,463+0,6823a | 4,161+1,363b | 1,047+0,4758a
%EBA | 21,25+ 5,436b | 23,51£4,01b | 7,767#3.133a | 9,005£3,069b | 9,017+4,029a
NEBF | 6,06740,836b | 5,533+0,838b | 4,533%0,7488b | 5533£0,713b | 4,16710,6494b

* p<0,05 Médias com letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey.
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Figura 17: Média (z E.P.M.) da %TBA (A), %EBA (B) e NEBF (C), dos grupos controle anestesia
(GCA), salina labio (SL), formalina l&bio (FL), salina ATM (SATM) e formalina ATM (FATM} durante
o teste do LCE. (* p<0,05). O nimero de animais por grupo esta indicado em parénteses.
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5.3 — Efeito da administragcdo de diazepam sobre a ansiedade

induzida por nocicep¢do na regidao de labio e ATM de ratos

submetidos ao teste do LCE.

A administragao intraperitoneal de Diazepam na dose de 1,0 mg/Kg

promoveu uma redugdo significativa (p<0,05, teste de Tukey) na ansiedade

induzida pela nocicepg¢do decorrente A inje¢do de 50 ul de formalina 1%, tanto no

labio quanto na ATM, como verificado principalmente pela %TBA. Contudo, nio

produziu interferéncia na atividade locomotora dos animais, analisada através da

%EBA e do NEBF, como ilustrado na Tabela 7 e Figura 18.

Tabela7

Valores médios da %TBA, %EBA e NEBF dos grupos controle anestesia (GCA), formalina labio
{FL), formalina Iabio propileno (FLP}, formalina labio diazepam (FLD), formalina ATM (FATM) e
formalina ATM diazepam (FATMD), submetidos ao teste do LCE apds a administragéo de

formalina 1% na regido orofacial. Médias na horizontal com letras distintas diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey. Dados expressos como média £ erro padrio.

Andlises CA (15) FL {(15) FLP (12) FLD (15} FATM {12} FATMD (11}
%TBA 8,2242,69 B 1,4620,68 A 0,83x044 A 4,11£1,68 BC 1,04+0.47 A 2,66+1,23 BC
%EBA 21,252 543 7,763 13 5,83+ 2,94 15,68 £5,95 8,01%4,02 7,90£3,35
NEBE 6,0640,83 4,53x0,74 491077 3,420,55 4,16+0,64 5,36+0,946

* p<0.05, Médias com letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey.
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Figura 18; Média (+ E.P.M.) da %TBA (A), %EBA (B) e NEBF {C), dos grupos conirole anestesia
(CA), formalina labio (FL), formalina tabio propileno (FLP), formalina labio diazepam (FLD),
formalina ATM (FATM) e formalina ATM diazepam (FATMD), durante o teste do LCE. (* p<0.05). O
nimero de animais por grupo esta indicado em parénteses
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6. DISCUSSAO

Nosso objetivo foi verificar o quanto a nocicepgdo orofacial induzida
pelo teste da formalina em ratos, interfere nos niveis de ansiedade dos animais
mensurados a partir do teste do LCE.

Apesar dos ratos apresentarem uma maior atividade no periodo
noturno, optamos por utilizar, na sala de andlise comportamental na qual
encontrava-se o LCE, iluminagdo com luz amarela mimetizando o periodo claro do
dia, visto que, Nogueira e Vassilieff (1996) demonstraram que néo ha diferenga na
porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos, na porcentagem de
entrada nos bragos abertos e no ndmero entradas nos bragos fechados do LCE,
entre analises realizadas nos periodos diurno e noturno.

Para inducéo da dor optamos pelo teste da formalina, ao invés de oufro
agente nociceptivo, devido a sua efetividade em induzir comportamentos
quantificaveis, bem caracterizados e sensiveis a varias classes de drogas
analgésicas (Dubuisson & Dennis, 1977; Hunskaar & Hole, 1987; Tjolsen et al.,
1992; Dallel, 1995; Parada 2001). Inclusive sua efetividade em induzir dor
quantificavel na regido orofacial ja é confirmada pela literatura especializada
(Clavelou ef al, 1989; Roveroni et al, 2001).

A literatura apresenta modelos de dor induzidos por diferentes
concentracdes de formalina (Hunskaar & Hole, 1987; Coderre et al, 1993; Aloisi ef
al, 1998). Em 1990, Rosland et al, estudaram o efeito de diversas concentragdes
de formalina para indugéo de estimulos nociceptivos na pata de ratos. Os referidos
autores concluiram que as concentracdes entre 0,02 a 0,2% induziam somente a
primeira fase do teste e que concentracdes acima de 1% induziam ambas as
fases. Esse foi 0 motivo pelo qual no presente estudo optamos por utilizar a
menor concentragdo capaz de provocar comportamentos nociceptivos
mensuraveis, ou seja, formalina 1%. Também devemos acrescentar que

resultados pilotos mostraram que a nocicepcdo induzida por altas concentragdes
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de formalina poderia alterar, além da ansiedade, a atividade locomotora dos
animais.

Para a indugido de dor através da injecdo de agentes algésicos na
regido periarticular de ratos é imprescindivel que os animais sejam previamente
anestesiados, posto que, sem algum tipo de indugdo anestésica seria
praticamente impossivel realizar injegGes na regido da ATM, considerando que é
um tecido profundo de dificil acesso, além do que também seria eticamente
inaceitavel. Apesar de ser possivel a injecdo de formalina no labio sem anestesia
prévia, no presente trabalho, considerando que os niveis de ansiedade seriam
comparados entre um grupo que receberia a injecdo de formalina no labio e outro
que a receberia na ATM, padronizamos a realizacdo de anestesia nos animais de
todos os grupos. Alem do que, o fato de anestesiar os animais possibilitou exclui-
los do trauma provocado pela injecdo, o que poderia ser considerado como fator
estressor capaz de influenciar diretamente na ansiedade a ser analisada no
experimento.

Para a anestesia optamos por utilizar a inalagdo de halotano. A
literatura demonstra que a pré-adminstracdo de halotano apesar de poder reduzir,
de forma limitada, 0 edema de pata provocado pela injegcdo de formalina, nao
produz efeito inibitério sobre a resposta comportamental nociceptiva que os ratos
demonstram ao serem submetidos ao teste da formalina (Lee & Crosby, 1999).
Isso nos assegurou a néo interferéncia do halotano na indugdo do estimulo
nociceptivo pela formalina.

Com o objetivo de verificar a possibilidade do halotano alterar o
comportamento apresentado pelos animais durante o teste do LCE, realizamos
uma comparagao enfre os animais de um grupo que nao recebeu nenhum tipo de
tratamento (GC) prévio e aqueles do grupo que foi previamente anestesiado com
inalagdo de halotano (GCA). Os resultados demonstraram que ndo houve
diferenga estatisticamente significante na porcentagem de tempo de permanéncia
nos bragos abertos, na porcentagem de entrada nos bragos abertos € no nimero

de entradas nos bragos fechados entre o GC e o grupo GCA (figura 16). Através
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destes resultados podemos afirmar que o halotano é incapaz de alterar os niveis
de ansiedade e a atividade locomotora dos animais analisados pelo teste do LCE,
© que corrobora resultados anteriormente demonstrados por Domingos et al, 2000.
isso nos permite concluir que o halotano pode ser seguramente utilizado para
anestesia de animais submetidos ao teste do LCE, sem que ele interfira nos
parametros a serem estudados.

Nossos resultados excluem a hipétese de que a insergédo da agutha na
regido da ATM por si sé seria capaz de alterar os niveis de ansiedade e a
atividade locomotora dos ratos submetidos ao teste do LCE (figura 16). Apesar da
porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos, pelos animais nos
quais foi introduzida a agulha na regido da ATM (GAg), ter sido menor do que nos
animais dos grupos controle (GC) e controle anestesia (GCA) (Figura 186), as
diferengas ndo foram estatisticamente significantes para comprovar que o trauma
fisico provocado pela introducao da agulha seria suficiente para influenciar na
ansiedade. Assim, reafirmamos que as alteragbes na ansiedade verificadas
através do teste do LCE, foram causadas pelo agente aigésico formalina. Estes
resultados foram concordantes com os de Roveroni ef af (2001), que também néo
verificaram comportamentos nociceptivos mensuraveis em animais submetidos
somente a inser¢do da agulha na regido da ATM.

Considerando que houve a deposicdo de um certo volume na area
injetada (labio ou ATM), poderiamos aventar a possibilidade de a pressao
provocada pelo volume, apesar de pequeno (50 L), ser um fator importante na
ativagdo de nociceptores locais e, portanto, passivel de provocar dor e
conseqlentemente alterar a ansiedade. Contudo, ndo houve diferenga
estatisticamente significante na porcentagem de tempo de permanéncia nos
bragos abertos, na porcentagem de entradas nos bracos abertos nem no numero
de entradas nos bragos fechados, dos animais do grupo controle anestesia (GCA)
comparados aos do grupo que recebeu a inje¢do de salina na regido de labio (SL)
ou na regidao de ATM (SATM) (Figura 17). Isto nos permite concluir que a injegcao
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de salina na regido orofacial ndo € capaz de alterar a ansiedade nem a atividade
locomotora de ratos submetidos ao teste do LCE.

Uma reducao na porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos
abertos e na porcentagem de entradas nos bragos abertos do LCE induzida pela
injecdo de formalina na regido de iabio e ATM comparado aos respectivos
controles, salina labio (SL) e salina ATM (SATM) (Figura 17) indica, que este
procedimento tem um efeito ansiogénico. Ao analisarmos o nimero de entradas
nos bragos fechados, notamos que nao houve diferenga estatisticamente
significante entre 0s animais do grupo controle anestesia, salina {abio, salina ATM,
formalina iabio e formalina ATM, indicando que apesar de a dor induzida pela
injecdo de formalina aumentar o nivel de ansiedade analisada pelo teste do LCE,
ndo houve alteragdo na atividade locomotora dos animais. Estes resultados
corroboram os de Roveroni ef al (2001), que demonstraram que a injecdo de

formalina na regido orofacial ndo altera a atividade locomotora dos animais.

A dor orofacial proveniente de tecidos profundos como a ATM
apresenta certas peculiaridades (Hu et al, 1997). Por exemplo, poucos neurdnicos
nociceptivos séo ativados exclusivamente por impulsos provenientes desses
tecidos. Tem sido sugerido (Hu et al, 1994) que neurdnios nociceptivos do
subnucleo caudal apresentam extensiva convergéncia de fibras nervosas
aferentes de diferentes estruturas da regido orofacial. Isso explica, parcialmente, a
localizacdo imprecisa dos estimulos nociceptivos provenientes dos tecidos
orofaciais profundos, como observado nos casos de DTM e dor miofacial {(Sessle
et al, 1995), diferindo do que ocorre em situagdes de dor em tecidos superficiais,
como por exemplo, em quadros de herpes labial recorrente, nos quais o individuo

é capaz de precisar a localizagao dos estimulos dolorosos.

Embora existam diferencas entre a dor proveniente de tecidos
orofaciais superficiais e profundos, o que poderia refletir na alteragé@o dos niveis de
ansiedade, os resultados do presente trabalho demonstram que quando o grupo

formalina labio e formalina ATM foram comparados, a porcentagem de tempo de
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permanéncia nos bragos abertos e a porcentagem de entradas nos bragos
abertos, nao diferiu de forma estatisticamente significante, o que nos permite
concluir que a injecdo de formalina 1%, na regido orofacial € um estimulo
nociceptivo que induz ansiedade em um grau similar independente da area na
qual é administrada. Provavelmente o mecanismo de acéo pelo qual a formalina é
capaz de alterar os niveis de ansiedade, envolve a liberagdo de serotonina
enddgena que ocorre durante a fase 2 do teste da formalina (Parada ef al, 2001).
Futuros estudos poderiam examinar a ansiedade induzida por dor decorrente da
injecdo de outros agentes que ja séo ulilizados para inducdo de dor e/ou
inflamagao, como dleo de mostarda, carragenina, levedura, caulin enfre outros
(Wheeler-Aceto ef al, 1980). Isso permitiria uma melhor analise dos possiveis

mecanismos pelos quais a dor orofacial aumenta os niveis de ansiedade.

Devemos considerar também que a exposigdo ao LCE representa uma
novidade aos animais. Estudos (Abbott et al/, 1986) comprovaram que a
apresentacdo de um novo ambiente ao animal, como é o caso do labirinto, pode
reduzir o estimulo nociceptivo provocado pela injecéo de formalina, o que parece
estar relacionado a atividade do sistema serotoninérgico e a sistemas opidides
endégenos (Kelly & Franklin, 1984; Kulkarni, 1980; Teskey ef al 1984).
Paradoxalmente, por outro lado, ndo podemos descartar a possibilidade da
ansiedade ter sido induzida pela serotonina, 0 que evidencia mais uma vez a
complexa interagao entre dor e ansiedade.

Os BDZs, dentre eles o diazepam, sdo uma classe de drogas
psicoativas largamente prescritas para tratamento de distlrbios psicoldgicos,
como € 0 caso da ansiedade. O mecanismo de acdo dos BDZs baseia-se na
capacidade dessas drogas potencializarem as respostas ao GABA, principal
neurotransmissor inibitério do SNC, quando este é liberado por terminagtes
nervosas. Postula-se que os BDZs modificam a susceptibilidade dos receptores
gabaérgicos através da interacdo com areas alostéricas destes receptores
(Medina, 1993).
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A escolha pelo uso do diazepam como ansiolitico no presente trabalho
deveu-se ao fato de que, embora os compostos que atuam no receptor
GABA/benzodiazepina produzam dados consistentes e reproduziveis no teste do
LCE, este ndo é o caso dos demais compostos ansioliticos e ansiogénicos,
putativos ou néo (Hogg, 1996). Assim, compostos que atuam na neurotransmissao
serotonérgica, nem sempre promovem efeitos ansioliticos neste teste (Moser,
1989; Pellow et al, 1985; Cruz ef al, 1994), o que é visto como uma critica ao LCE.

O aumento na porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos
abertos do LCE pelos animais dos grupos FLD e FATMD (Figura 18), demonstra
que a administragao i.p. de diazepam na dose de 1,0 mg/Kg foi capaz de reduzir o
quadro de ansiedade provocada pela inje¢do de formalina 1% tanto no labio
quanto na ATM, de forma estatisticamente significante comparado aos respectivos
controles (FL e FATM). Comprovando gue a alteragcdo comportamental observada
através do teste do LCE, diz respeito a ansiedade, decorrente do tratamento com
formalina.

A porcentagem de entrada nos bragos abertos € um indice relacionado
com a atividade locomotora do animal e também com a ansiedade. Porém, com
relacdo a ansiedade & menos expressiva do que a porcentagem de tempo de
permanéncia nos bragos aberfos. O tratamento com diazepam nZo alterou a
porcentagem de entrada nos bragos abertos e nem o numero de entrada nos
bragos fechados do LCE, indicando que na dose de 1,0 mg/Kg o diazepam nao
interfere na atividade locomotora dos animais (Figura 18). Quanto a porcentagem
de entradas nos bracos abertos, a andlise do grafico (figura 18B), nos permite
verificar que apesar de nao haver diferencas estatisticamente significantes entre
os grupos, houve uma variacdo individual elevada. Esta variagéo ocorre devido ao
préprio conflito gerado pelo teste do LCE, sendo comum neste tipo de teste
comportamental.

O fato do diazepam reduzir a ansiedade induzida pela inje¢do de

formalina 1% na regido orofacial, ndo exclui a possibilidade desse ansiolitico estar
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agindo diretamente na nocicep¢do, o que acarretaria em uma alteragéo na
ansiedade mensurada pelo teste do LCE.

Nao ha na literatura trabalhos demonstrando se o diazepam tem efeito
antinociceptivo no teste da formalina na regido orofacial. Contudo, resultados de
Pang et al (2001}, demonstraram que a inje¢ao i.p. de diazepam (1 mg/Kg) 15
minutos antes da formalina, reduziu a resposta nociceptiva, nas duas fases
causada pela inje¢do de 20 pybL de formalina 1% na pata. Apesar da dose de
diazepam e da concentragdo de formalina por nos utilizadas ter sido a mesma do
referido trabalho, devemos considerar que tanto o periodo da inje¢ao do ansiolitico
guanto o volume de formalina injetado diferiram entre os trabalhos. Ha também de
se mencionar que o local de injecdo do agente algésico difere entre o nosso e o
trabalho de Pang et af (2001).

Desta forma, ndo podemos excluir a possibilidade de que a agéo
ansiolitica do diazepam no presente trabalho seja devido & reducdo do
comportamento nociceptivo no teste da formalina, o que decorreria parcialmente
por causa da sedacgéo, que é dificil de ser diferenciada de analgesia. Entretanto, é
mais provavel que a analgesia e ndo a sedacgao, seja o fator principal na redugdo
do comportamento nociceptivo, e consegilientemente, da ansiedade no presente
trabalho. Isto porque a sedacéo reduziria a atividade motora geral dos animais,
contudo, o fato de néo haver diferenca estatisticamente significante na
porcentagem de entrada nos bragos aberios e no nimero de entradas nos bracos
fechados entre 0s grupos tratados com diazepam e os controles (figura 18),
evidencia que a atividade locomotora manteve-se inalterada.

Estudos demonstram que o diazepam em baixas doses (0,5 mg/Kg),
nao altera a resposta nociceptiva induzida pelo teste da formalina na pata de ratos
(Rosland et al, 1990a). Contudo, a inexisténcia de frabalhos analisando a
capacidade do diazepam (1 mg/Kg) interferir no estimulo nociceptivo provocado
por injegdo de formalina na regido orofacial, instiga-nos a sugerir a realizagédo de
experimentos futuros, através de modelos comportamentais, que possam verificar

esta possibilidade.
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Para a dissolugéo do diazepam o veiculo utilizado foi o propilenoglico!
40%. Apesar de estudarmos a ansiedade induzida por dor no labio e na ATM, para
a comprovag¢éo da inocuidade do propilenoglicol optamos por realizar apenas o
grupo FLP e excluir a realizagdo do grupo FATMP. O principal motivo que nos
levou a esta decisdo foi o fato de ndo ter havido diferenca estatisticamente
significante nos niveis de ansiedade induzidos por dor proveniente do labio e da
ATM. Ainda devemos mencionar fatores éticos, pois a realizacdo do grupo
FATMP, além de nao acrescentar resultados expressivos ao nosso trabalho,
implicaria no aumento do nimero de animais experimentais. A fim de confirmar se
este veiculo poderia interferir na ansiedade e dessa forma mascarar os efeitos do
ansiolitico, alterando os paradmetros analisados pelo teste do LCE, foi realizado um
grupo que recebeu formalina no labio e injecdo intraperitoneal de propilenogiicol
(FLP) em volume similar ao de diazepam. Os resultados encontrados (Figura 18),
demonstram que o propilenoglicol ndo alterou nenhum dos parédmetros do LCE por
nés analisados, comparado ao grupo formalina labio. Dessa forma, conclui-se que
a redugédo da ansiedade apresentada pelos grupos tratados com diazepam em
nada se relaciona com o veiculo utilizado. Nossos resultados confirmam os de Pini
et al (1997), quanto a inocuidade do propilenoglicol no teste do LCE.

Assim, aceitamos a hip6tese de que a nocicepgdo na regido orofacial
de ratos, determinada pela injecdo de formalina 1% no labio e na ATM é capaz de
influenciar os niveis de ansiedade de maneira indistinta com relacdo a tecidos
orofaciais superficiais e profundos, avaliados através do modelo experimental do
LCE.

Embora nossos resultados comprovem que a nocicepgado induzida na
regido orofacial € capaz de aumentar os niveis de ansiedade no modelo animal
estudado, ndo podemos afirmar ou negar se a ansiedade poderia interferir na
nocicepcao. Devemos considerar que devido ao fato de varias vias nervosas
estarem envolvidas tanto na dor quanto na ansiedade, estes dois fatores podem
se sobrepor e mascarar os resultados.
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Modelos animais permitem estudar nocicepg¢éo, mas nao possibilitam o
estudo da percepgao dolorosa. Considerando que o mais importante a ser
analisado é a percepcgéo da dor, e que esta depende de uma série de fatores aos
quais todos os individuos estdo sujeitos (emocionais, culturais, sociais, efc),
estudos em humanos seriam bastante validos para desvendar a compiexa relagdo
existente entre dor orofacial e ansiedade.

Entretanto, os modelos experimentais animais s&o de suma
importancia, pois podem possibilitar o estudo dos mecanismos pelos quais a dor
pode influenciar na ansiedade e vice-versa, e o conhecimento destes mecanismos
pode ter importantes implicacbes clinicas, principalmente no que se refere ao
desenvolvimento de novos farmacos mais especificos e com menores efeitos
colaterais, para o controle da dor e da ansiedade, justificando a necessidade de
estudos direcionados a esta area.
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7. CONCLUSAO

1) A nocicepGao na regido orofacial induzida pela inje¢ao de formalina 1% em
tecido superficial (labio) e profundo (ATM) de ratos aumenta o nivel de ansiedade
dos animais sem alterar a atividade locomotora.

2) O diazepam foi capaz de reduzir a ansiedade provocada pela dor orofacial

proveniente tanto de tecidos superficiais quanto profundos.
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esta de acordo
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