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RESUMO:

As condi¢bes dolorosas temporomandibulares tém sido relacionadas ac
Oxido Nitrico(NO), entretanto, seu envolvimento nessas condi¢des ainda é pouco
conhecido. O objetivo deste frabatho foi verificar o efeito do NO periférico num
modelo comportamental de dor, utilizando o teste da formalina na ATM. Para isso,
solucdo salina (NaCl 0,9%) ou o inibidor da 6xido nitrico sintase, L-NMMA (N®-
monomethyl-L-arginina) e doadores periféricos de NO; SNAP (S-Nitroso-N-
acetylpenicillamine) e SIN-1 (3-Morpholinosydnonimine); foram co-administrados
com formalina 3% na regidc da ATM de ratos, em diferentes concentragdes, ou
seja, L-NMMA na concentracdo de S00ug e SIN-1 ou SNAP nas concentragbes
de 50, 200, 600 ou 1200ug. Numa segunda etapa, o L-NMMA (150, 450 e 900ug)
e seu isémero inativo D-NMMA (N®-monomethyl-D-arginina) (800ug) foram co-
administrados com a formalina (0,5%,). Com o objetivo de investigar um possivel
efeito sistémico, o L-NMMA, o SNAP e o SIN-1 foram administrados na maxima
concentragdo citada anteriormente, na regido da ATM contralateral & da
administracgdo de formalina (1,5%). Apos os diferentes tratamentos
farmacoldgicos, as respostas nociceptivas sinalizadas nos animais, caracterizadas
pelo ato de cogar a regido orofacial (CO) e levantar rapidamente a cabeca (LC)
foram gquantificadas por 45 min. Os resultados obtidos demonstraram que os

doadores de NO; SNAP e SIN-1, antagonizam a hiperaigesia causada pela
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formalina, sugerindo que o NO exdgeno tem efeito periférico antinociceptivo na dor
induzida pela formalina e que o L-NMMA aumenta a sensibilidade dolorosa,
evidenciando o envolvimento (efeito antinociceptivo) do NO endogeno periférico

no teste da formalina na ATM de ratos.



ABSTRACT

Although the TMJ pain conditions are associated to a very high level
of an intracellular messenger, the nitric oxide, in the TMJ sinovial fluid
(TAKAHASHI et al, 1996), the role of the endogenous peripheral nitric oxide in
the pain conditions is not very clear. Considering the recent development of a
behavioral model in our laboratory to stud the TMJ pain conditions, the
objective of this study was verifying in this model, the role of peripheral
endogenous nitric oxide. Firstly, aqueous solution of NaCl 0,9% or the Nitric
Oxide Sinthase (NOS) inhibitor, the L-NMMA and the peripheral NO donors
SIN-1 or SNAP was co-administered with agueous solution of Formaldehyde
(3%) in the TMJ region of rats in diferents concentrations. L-NMMA was
administered in 50, 150, 450 or 900ug and SNAP or SIN-1 were administered
50, 200, 800 or 1200pg. Secondly, L-NMMA (150, 450, 900 ug) and its inactive
isomer D-NMMA (900 ug) were co-administered with formaline (0,5%). To
investigate a possible systemic effect, L-NMMA, SNAP and SIN-1 were
administrated in the maximum concentration described above, in the TMJ
contralateral region to the formaline administration (1,5%). After different
pharmacological treatment, the nociceptives responses characterized by
rubbing the orofacial region and flinching the head quickly were quantified for

45 minutes. The resuits of this work showed that the NO donnors, SNAP and



SIN-1, antagonize the formaline hiperalgesy, it suggests that the exogencus NO
has an antinociceptive peripheric effect, induced by formalin and that |L.-NMMA
increases the nociceptive sensibility, evidencing the peripheric exogenous NO
envolverment in the formaline test accomplished in TMJ of rats. To verify the
specificity of efects unchained by L-NMMA, its inactive isomer D-NMMA
(900ug) was co-administered with formaldheyde solution, like previously
described. To investigate a possible sistemic effect of L-NMMA, it was
administered in the maximum concentration utilized in these study, in the TMJ
region to the contralateral administration of formaldheyde solution (1,5%). The

results were submited to ANOVA and Tukey tests (p<0,05).



1. INTRODUCAO

Nenhuma outra experiéncia humana é tao repleta de significados
guanto a dor. A idéia de que dor & simplesmente o resultado de uma condig&o
fisica interna é relativamente recente. Nas sociedades antigas, a dor sem
causa aparente, como traumatismos, era atribuida & invasdo do corpo por

maus espiritos e por punigao.

Nas sociedades primitivas praticava-se o auto-flagelo, na crenca de
que a dor seria recompensada por uma boa colheita ou simplesmente para
agradar aos deuses. Para muitas filosofias e culturas, a dor teria origem
externa tal como “a vontade de Deus”. Esta concepcéo de origem externa da
dor, fez com que ela tivesse significados tanto no contexto social guanto

moral.

A historia biblica do Génesis descreve a introducdo da dor e
sofrimento na experiéncia humana como punigdo divina para a transgresséao,
ainda na Biblia, pode-se ler em Isaias (26,17} ... porque 0 teu castigo os
atingiu... se contorce e, nas suas dores, da gritos...”. No Egito antigo e na
Babilénia, a dor era considerada punicéo dos deuses, e acreditava-se que 0

coracio e 0S vasos sanguineos eram seus mensageiros.



Por toda a histéria textos literarios mostram as representacbes de dor
baseadas em doutrinas de punicdo. No centro do Inferno de Dante, por
exemplo, a terrivel figura de Lucifer atormenta frés homens que trairam seus
senhores: Cassius, Brutus e Judas iscariot. O sacrificio de Jesus no calvario, a
fome ascética de Sidhartha, o Buda, e as seitas religiosas que pregam o©
autoflagelo nos dias santos manifestam o uso da dor para purificagéo,

perdoando a transgresséo através de ablacdes dolorosas temporarias.

Somente nos textos literarios a associagéo entre dor, moral e

comportamento social das pessoas, é precisa.

Na india, a dor foi reconhecida como uma sensacdo; comegava-se,
entéo, a ter uma visdo mais abrangente, associando-se aspectos emocionais a
dor; enquanto na China, acreditava-se que as doengas e conseqglentemente,
a dor, estavam relacionadas ao excesso ou deficiéncia de certos fluidos
endogenos. Na Grécia, entre os séculos V e VI aC., acreditava-se que o
estimulo doloroso era conduzido pelo sangue ao coracdo. Nesta época
Aristoteles caracterizou as cinco modalidades sensoriais (viséo, olfato, tato,
paladar e audi¢cdo), a partir dai, tinha-se a nog¢do de que existiam vias
diferentes para as variadas sensacbes. Estes conceitos de Aristételes
predominaram até a ldade Media e somente ap6s o Renascimento, foi
atribuido ao cérebro e nervos, € n&o0 mais ao coragéo, o processamento da

sensacao nociceptiva.
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Ja nos séculos XVI e XVil, Descartes introduziu os conceitos da
especificidade das vias nervosas envolvidas na nocicep¢do que viriam a se

firmar completamente no século XIX.

Com o avango das pesquisas nas Ultimas décadas, no campo da
fisiologia da dor, diversas terapias antidlgicas tém sido propostas. Estas
compreendem novos farmacos, meios fisicos (TENS — Estimulacdo Nervosa
Transcutanea), blogueios de vias sensitivas, amputagdo ou estimulagéo de

sistemas sensoriais.

Dentre os fendmenos dolorosos, os que atingem a regido orofacial

s&o0 de grande incidéncia e variabilidade.

O NO é um sinalizador intracelular envolvido na transmisséo
nociceptiva, que tem despertado bastante interesse no meio cientifico. Suas
fungbes até hoje descobertas sdo complexas. Essa molécula tem sido
encontrada em niveis significativamente elevados no fluido sinovial de ATMs
com processo inflamatério instalado, sendo conseqglentemente associada a

dor proveniente do complexo orofacial.

O objetivo deste trabalho foi verificar se o NO periférico potencializa
(efeito pré-nociceptivo) ou modula (efeito anti-nociceptivo) a resposta
comportamental nociceptiva, induzida pela administracéo de formalina na ATM
de ratos, através da co-administracdo de L-NMMA, um inibidor da Oxido Nitrico

Sintase (NOS), e dos doadores de NO (SNAP e SIN-1) com a formalina.
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2.

REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOR - CONCEITUACAO

Dor foi conceituada, em 1986, pela Associagéo Internacional para o
Estudo da Dor (IASP) como “uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel que € associada a lesbes reais ou potenciais, ou descritas em
termos de tais lesSes. A dor € sempre subjetiva. Cada individuo aprende a

utilizar este termo através de suas experiéncias” (MERSK, 1986).

Na evolucdo embriolégica do ser humano, um dos primeiros tecidos
a ser formado € a placa neural (entre 162 e 18* semana) evoluindo para o
tubo neural (21? semana), que formara posteriormente, a medula. Nesta fase,
tem inicio um esbog¢o primitivo de todo este mecanismo. (SADLER, 1997). A
consciéncia da dor ocorre & medida que o nivel de percepcéo se aprimora, ou

seja, quando o cortex cerebral esta compileto.

E mostrado na literatura que grande parte dos episddios dolorosos
s&o desencadeados por injuria tecidual. A reacdo natural do organismo ao
trauma e protegé-lo localmente impedindo uma destruicdo tecidual ainda maior
e ao mesmo tempo alertar o cérebro do perigo eminente (COOPER, 1990),

atraves da inflamac&o e da dor, respectivamente.
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Embora seja essencial para a preservacdo da vida, em muitas
circunstancias a dor perde seu carater protetor e passa a constituir a propria

doenca (CODERRE et al., 1993).

2.1.1 - DOR OROFACIAL

A dor ocorre usualimente pela ativacéo de nocicepiores especificos,
mas, pode também resultar da injuria de fibras sensoriais ou danos ao SNC.

(MILLAN, 1989).

O sistema de receptores nociceptivos nos tecidos faciais é
representado por um arranjo plexiforme e de terminagdes livres de fibras
nervosas amielinicas. Essas fibras, chamadas terminacdes nervosas livres
(TNL); estdo distribuidas pela pele, tecido subcutaneo, fascia, tecido adiposo,
camada adventicia dos vasos sanguineos, periésteo, mdsculos, capsula e
ligamentos da ATM. Em circunstancias normais, este sistema esta inativo, mas
nao totaimente. Muitas dessas TNL atuam como nocicepiores, respondendoc a
estimulos nocivos (SESSLE,1995). Sua atividade aferente é acentuada
quandce sdo excitadas por aplicagéo de fargas mecanicas, térmicas e elétricas,
que possam d'eformar ou alterar os tecidos que as contém, ou gquimicas,
guando ha exposicdo aos fluidos dos tecidos circunvizinhos ou substéncias
irritantes como &cido latico, bradicinina, histamina, ions potéssio e outras

substéncias liberadas de tecidos inflamados e metabolicamente anormais.




Além das substéncias mais conhecidas, como acido [atico, ions potéassio,
prostaglandinas e bradicinina, ouiras substancias como préfons, ATP,
citocinas, neutrofinas (fatores de crescimento) e o NO, t&m sido também,
relacionadas a nocicepc&o (MILAN,19299). Quando esses nociceptores s&o
excitados, enviam informacdes ao Sistema Nervoso Central (SNC) para que
identifique a intensidade, qualidade, localizacBo e duracdo desse estimuio

(SESSLE, 1995).

Os impulsos nervosos gerados sdo fransmitidos por fibras
nociceptivas, cujo corpo celular se localiza no ganglio trigeminal. As fibras
aferentes que conduzem a informacéo nociceptiva (fibras C), sé&o fibras de
pequeno calibre, amielinizadas, de velocidade de conducdo de 0,5 a2 m/s e as
fibras A-delta, que sdo mielinizadas, com velocidade de conducdo de 5 a 30
m/s (AGHABEIGI, 1992). Essas fibras entram no SNC pela ponte e fazem
sinapse com neurdnios localizados no nuciec do trato espinhal do frigémeo
(NTET), que € subdivide em subnlcleo oral, subntcleo interpolar e subntclec

caudal (SESSLE, 1995) .

O subnucleo caudal esta localizado na parte mais inferior do nucleo
do trato espinhal do trigémeo, estendendo-se até a medula espinhal, onde se
funde com 0 corno dorsal da mesma, € é considerada a principal area de
transmissao da informacao nociceptiva proveniente da regidc orofacial (HU et
al., 1997). Por apresentar caracteristicas funcionais e morfoldgicas similares as

dos neurdnios do corno dorsal da medula espinhal (DUBNER, 1986), que s&o
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fundamentais na fransmiss&o da informacdo nociceptiva da regiéo de tronco e
membros, o subnucleoc caudal é designado como corno dorsal medular. O
subntcleo caudal possui neurdnios nociceptivos (HU, 1990), que podem ser
ativados por agentes quimicos ou por estimulo elétrico na ATM e em outros
tecidos profundos. Os neurdnios nociceptivos especificos respondem somente
a estimuios nocivos, e os convergentes ou multirreceptivos, respondem tanto a

estimulos mecanicos, como a estimulos nocivos (YU et al., 1993).

Os neurdnios nociceptivos do subndcleo caudal parecem apresentar
uma extensiva convergénecia de fibras nervosas aferentes, sendo elas
provenientes da pele e da mucosa; ou seja, de tecidos cuténeos, e da ATM,
musculos mastigatorios, lingua e da dura-mater, gue s&o tecidos profundos.
Essa convergéncia de fibras da ATM e musculos mastigatérios para os
neurdnios nociceptivos cutaneos, pelo menos em parte, pode explicar a
dificuidade na localizag&o de estimulos nocivos profundos e a dor referida

freqlientemente associada a esses tecidos (HU et al., 1994; TSAl et al., 1999).

Apesar de o subnicieo caudal apresentar um papel crucial na
transmissdo da informacao nociceptiva dos tecidos craniofaciais profundos, ele
esta criticamente envolvido na express&o de respostas reflexas nociceptivas.
O aumento da atividade eletromiografica nos musculos que participam da
abertura e fechamento bucal, por estimulo doloroso na regido da ATM, sugere
que essas informacgdes nociceptivas possam ativar neurdnios no subnicieo

caudal que, por conexbes com 0$ centros reflexos do tronco cerebral

15



desencadeia a ativacdo tanto dos musculos agonistas e antagonistas, podendo
limitar os movimentos mandibulares em condicoes patofisiologicas (SESSLE,

1995; HU et al., 1997).

Além do subnucleo caudal, o subnicleo interpolar tambem parece
estar envolvido na expressdo da informacéo nociceptiva proveniente da regiao
orofacial. Sabe-se que aminoacidos excitatérios como glutamato e aspartato,
participam do processamento da informagdo nociceptiva no sistema nervoso
central e subnucleo caudal. O subnucleo oral, localizado na parte mais rostral
do NTET, também representa um elemento importante no processamento da
dor orofacial, e pode estar especiaimente envolvido nos mecanismos
nociceptivos intra-orais e periorais (SESSLE, 1995). Apesar de ser desprovido
de substancia gelatinosa, o subndcleo oral contém neurbnios que exibem o
fendmeno “win-up”, semelhante ao fendmeno que ocorre no como dorsal da
medula espinhal (PARADA et al.,1997). O fenémeno do “wind-up” € uma
propriedade dos neurdnios convergentes, consiste no aumento gradual nas
respostas da fibra C, provocado pela estimulagéo elétrica repetitiva de baixa

fregliéncia e alta intensidade.

Estudos eletrofisiolégicos tém demonstrado que os subntcleos
caudal e oral parecem exercer fungdes distintas no processamento nociceptivo
no complexo trigeminal do tronco cerebral. HUOPANIEMI et al, (1992)
compararam caracteristicas eletrofisiolégicas dos neurbnios do subntcleo oral

com os dos subnicieos caudal e interpolar. Para isso, analisaram a resposta a
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estimulagéo elétrica em dentes de gatos submetidos a anestesia, sobre a
atividade neuronal do subnucleo oral; conciuiram gue a maioria dos neurénios
sensitivos do subnticleo oral apresentavam limiares de resposta menores e um
periodo de laténcia mais curto gque os dos subntcleos caudal e interpolar.
RABOISSON et al., (1995) mostraram que o subnucleo caudal parece estar
mais envolvido no processo de dor inflamatéria tonica efou nos estados

hiperalgesicos centrais do que o subnucleo oral.

Sabe-se que apbds a estimulacdo nociceptiva periférica, ha o
surgimento de uma proteina de cadeia facilitativa, a Proteina Fos nos
neurdnios pos-sinapticos do corno dorsal da medula espinhal (MUNGLANI &

HUNT, 1995} e no nucleo do NTET (HATHAWAY et al., 1995).

Esse conhecimento tem sido utilizado para determinar a localizacéo
de regides receptoras de informacdes nociceptivas, como também para
determinar o sitio de acdo de drogas. Essa metodologia tem ajudado a
reafirmar a importéncia do subnucleo interpolar e do subnucleo oral no
processamento de informagdes nociceptivas advindas da regi@o orofacial

(HUOPANIEM! et al., 1992).

Do tronco cerebral, a informac&o nociceptiva proveniente da regido
orofacial & conduzida para o talamo e dai para o cériex cerebral. A projecéo
espinotaléamica ao {alamo ventrobasal e sua projecdo ao coriex

somatossensorial sdo responsaveis pelo componente sensorial discriminativo

17



da dor, enquanto que as fibras nervosas que se projetam para o talamo medial
e deste, para o cortex frontal, est&o relacionadas com 0 componente afetivo da

dor (AGHABEIGI, 1992).

Ha evidéncias de que as vias nociceptivas especializadas no sistema
nervoso periférico e corno dorsal estdo sujeitas a modulacao por sistemas de
controle descendentes extrinsecos de areas cerebrais superiores, podendo
influenciar nas experiéncias comportamentais de dor em humanos (DUBNER &

BENETT, 1993).

Entendendo-se a origem da dor, pode-se facilitar o desenvolvimento

de novas estratégias para tratamentos mais efetivos (MILLAN, 1899).

2.1.2 - INFLAMACAO E DOR

A dor &, sobretudo, um mecanismo de protecdo do organismo que
ocorre quando um tecido € lesado. No entanto, existem mecanismos
responsaveis pela intensificagcdo da dor que, em determinadas circunstancias,
fazem com que ela deixe de ser um sinal de alerta para se tornar uma

patologia (CODERRE et al., 1993).
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O trauma ou a inflamagao tecidual promove a liberacdo de uma série
de substancias neuroquimicas nos tecidos, como a bradicinina proveniente dos
vasos lesados, que tem um potente efeito pro-inflamatdrio, sendo uma das
substéncias enddgenas indutoras de dor mais potentes (SWIFT et al., 1998),
fons potassio liberados das células rompidas; prostaglandinas, que s&o
iberadas através de uma cascata de reacgdes; histamina, liberadas dos
mastbcitos; serotonina, das plaquetas e substancia P, que é encontrada em
algumas fibras de pequenc didmetro e podem ser liberadas das terminacdes

nervosas, Nos terminais axénicos (SESSLE, 1995).

A liberacao e a difusdo dessas substancias promovem o aumento da
permeabilidade capilar e o extravasamento plasmatico; excitam e sensibilizam
os nociceptores aferentes primarios (fibras de pequeno didmetro) e séo
responsaveis pela irradiagdo da dor a partir do sitio da injuria e a subseqlente
inflamacéo do tecido subiacente, processo conhecido como sensibilizag&o

periférica (HU et al., 1994).

A sensibilizag&o periférica & responséavel pela hiperalgesia, que € o
aumento da sensibilidade a estimulos nocivos, e pela alodinia, uma resposta
dolorosa provocada por estimulo normalmente n&o-nocivo (HU et al., 1984;

CODERRE et al., 1993; FILLINGIM et al., 1998).

Um mecanismo similar pode ocorrer no sisiema nervoso central,

onde o aumento na liberacdo de mediadores quimicos na sinapse entre as
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fibras periféricas e os neurdnios do subnucleo caudal, ou do corno dorsal da
medula espinhal, pode causar um aumento da excitabilidade e do campo
receptivo desses neurbnios, diminuicdo no limiar a estimulos mecanicos e
aumento da atividade esponténea, constituindo o processo conhecido como

sensibilizacgo central (HU et al., 1994; SESSLE, 1995).

Esse processo de sensibilizacdo central pode ser produzido por
injuria ou inflamagao de tecidos profundos ou viscerais e esta relacionado a
hiperalgesia secundéria e manifestacdes de dor difusa e referida associadas a

injuria ou a inflamacgéao de tecidos profundos (HU et al., 1994).

A aplicacdo de um agente irritante inflamatdrio na periferia pode
induzir consideravel neuroplasticidade funcional nas propriedades dos campos
mecanorreceptivos cutanecs e profundos dos neurbnios nociceptivos do
subnicleo caudal trigeminal, no entanto os impulsos profundos s&o
especiaimente efetivos em provocar estas mudancas neuroplasticas (YU et al.,

1993).

O aumento na atividade neuronal em resposta a injuria tecidual pode
levar a mudangas na expressao genética e a mudangas prolongadas no
sistema nervoso. Essas mudangas incluem a ativacdo de outros receptores,
envolvendo aminoacidos excitatorios, neuropeptideos (substancia P),

neurotrofinas e quinases envolvidas no processo de fosforilagdo (REN &

20



DUBNER, 1993). Tais mudangas funcionais parecem contribuir para o©

processo de hiperalgesia e dor esponténea associadas a injuria tecidual.

As respostas dolorosas associadas a esse processo inflamatdrio
agudo tém sido estudadas através de técnicas eletromiograficas, uma vez que
a administracdo de 6leo de mostarda na ATM produz respostas reflexas nos
musculos da mastigacdo caracterizadas pela co-ativagdo dos musculos

digastrico e masseter (YU et al., 1994; TAMBEL! et al., 1997).

Os mecanismos fisioldgicos envolvidos no processamento da
informag@o nociceptiva proveniente da ATM podem, também, ser estudados
através de modelos comportamentais. MIAMPAMBA et al. (1993) relataram ser
de grande importéncia o desenvoivimenio de modelos experimentais para o

estudo da dor em animais.

2.2.3 - DOR E DISFUNGOES CRANIOMANDIBULARES

A disfuncdo craniomandibular tem etiologia variada e, na grande
maioria das vezes € multifatorial, sendo considerada uma sindrome por varios
autores. Os sinais e sintomas comumente relacionados a essa disfungdo tém

diferentes origens, o que dificulta seu diagnostico (MACARI, 2000).

As condi¢cdes dolorosas craniomandibulares representam um grande

desafio para a Qdontologia em virtude da sua aita incidéncia, do desconforto
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gue causam aos pacientes, e do grande nimero de insucessos no tratamento

das mesmas (VON KORFF, 1995).

Estudos epidemiolégicos demonstraram que aproximadamente 32%
da populaggo adulta sofre de algum tipo de disfun¢éo craniomandibular e que
70% dos casos s&o acompanhados por dor (ALDER et al.,, 1992). Um estudo
feito por IRVING et al.,, (1999) demonstrou que a dor relacionada a disfungéo

temporomandibular € a mais comum na regiéo orofacial.

Apesar da alta incidéncia das condigbes  dolorosas
craniomandibulares, particularmente das que afetam a articulagcdo
temporomandibular (ATM), ainda ndo ha um consenso com bases cientificas a
respeito do tratamento mais adequado para esses casos (VON KORFF, 1995).
Isso se deve, principaimente, ao conhecimento limitado a respeito dos
mecanismos neuroquimicos envolvidos nessas condicdes e & falta de modelos

experimentais apropriados para o estudo das mesmas.

Novos mediadores quimicos e receptores tém sido identificados,

apontando que muito se tem a saber sobre esse sintoma que tantos

transtornos trazem ao individuo.

O estudo da dor proveniente dos tecidos craniomandibulares tem

sido feito, principalmente na dltima década, em modelos animais, nos quais
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procuram-se reproduzir de forma similar, as condi¢des clinicas encontradas em

seres humanos (REN & DUBNER, 19893).

2.2 - TESTE DA FORMALINA

O teste da formalina em ratos, € sensivel a varias classes de drogas
analgésicas e é considerado um modelo de nocicepcac valido e seguro
(TJOLSEN et.al., 1992; TENG & ABBOTT, 1998). O estimulo nocivo deste
modelo corresponde a uma injecédo de formaldeido a 37% diluido em solucdo
salina, administrado subcutaneamente na regido dorsal da pata tfraseira

(DUBUISSON & DENNIS, 1977).

A resposta comportamental ao estimulo nocivo causado pela inje¢ao
de formalina na pata é quantificada pelo periodo de tempo que o animal lambe
a pata e ¢ numero de vezes gue o animal levanta rapidamente a pata, na qual

foi injetada a solugdo (DUBUISSON & DENNIS, 1977).

Dois periodos distintos de ailta atividade de resposta podem ser
identificados, uma fase inicial breve de dor intensa que ocorre durante os 5
primeiros minutos e uma fase tardia tdnica de dor moderada que ocorre de 20
a 30 minutos apds a injec&o (ROSLAND, 1990). Entre a primeira e a segunda

fase ocorre um periodo de relativa inatividade denominado de interfase.



Com relagdo aos mecanismos responsaveis pela primeira e segunda
fases do teste da formalina, tem sido sugerido que a primeira fase € decorrente
da estimulacdo direta de nociceptores e que a segunda fase poderia ser causada
por impulsos aferentes, provocados por inflamacgdo local (HUNSKAAR & HOLE,

1987).

Da mesma forma, tem sido proposto que a segunda fase parece ser
dependente de modificacdes no sistema nervoso central, induzidas pela
atividade neural gerada durante a primeira fase (CODERRE et al., 1990), uma
vez que a administragdo local de bupivacaina ou intratecal de lidocaina inibe as
respostas comportamentais causadas pela inje¢cdo de formalina na pata, se
realizada 5 minutos antes da administrac@o de formalina, mas n&o 25 minutos
apds. Tem sido proposto que os aminoacidos excitatérios (CODERRE &
MELZACK , 1992), assim como a substéncia P (MJELLEM-JOLY et al., 1892),
contribuiriam para o desenvolvimento do processo de sensibilizagéo central e
nocicepcio persistente em resposta & inje¢cdo subcuténea de formalina na

pata.

Por outro lado, a sensibilizac&o central produzida pelos impuisos da
primeira fase da formalina, pode n&o ser suficiente para manter as respostas
comportamentais nociceptivas na segunda fase. TAYLOR et al., 1995,
verificaram gque a administrac@o local de um derivado quaternario da lidocaina

hidrofilica 10 minutos apds a administragéo de formalina na pata, inibe a
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segunda fase de respostas, o que sugere a participacdo do componente

periférico.

Em adicdo, a importancia do componente periférico na segunda fase
do teste foi verificada por PARADA et al. (1999). O trabalho realizado pelos
autores sugere o envolvimentoc da histamina na segunda fase de respostas
induzidas pela administragdo de formalina na pata traseira de ratos, uma vez
que, a co-administracdo do antagonista seletivo do receptor histaminérgico do
tipo Hi, pirilamina com a formalina, diminui significativamente a resposta

comportamental caracterizada pela elevagdo rapida da pata injetada.

Por ser um teste comportamental, o teste da formalina apresenta
variaveis como especie, sexo, idade do animal, estresse, temperatura
ambiente, que devem ser rigorosamente controladas para que os resuliados
obtidos sejam confiaveis. A temperatura ambiente exerce uma influéncia
importante na resposta nociceptiva. A primeira fase parece n&o sofrer esse
efeito, por outro lado, a resposta nociceptiva da segunda fase pode ser muito
menor se a temperatura for diminuida de 25°C a 20°C. A intensidade e a
durac@o da resposta aumentam com a elevagéo da temperatura ambiente de

20°C para 28°C (ROSLAND, 1991).

Em 1989, CLAVELQOU et al. propuseram uma modificagdo no teste
da formalina para estudar os mecanismos dolorosos provenientes da regi&o

orofacial de rato. Para isso, uma solucio diluida de formalina era administrada
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subcutaneamente no labio superior e a resposta comportamental nociceptiva
caracterizada pelo ato de cogar a regido orofacial era registrada. Dois periodos
distintos de atividade intensa caracterizada pelo ato de cocgar a regido orofacial
foram identificados: uma fase inicial entre 0 a 3 minutos imediatamente apds a
injecdo e uma fase tardia entre 18 a 42 minutos apos a injecdo. Em 1995,
através da utilizacdo de diferentes concentragbes de formalina, os mesmos
autores verificaram que o teste orofacial da formalina poderia ser realizado
utilizando-se concentracdes entre 0,5 e 2.5 % e que os sinais histologicos de
inflamacéo e injuria tecidual induzidos pela mesma se agravavam com o

aumento da concentracao de formalina.

ROVERONI et al. (2001) desenvolveram um modeio
comportamental através da administrag@o de formalina na regidoc da ATM de
ratos. Os resultados deste trabalho demonstraram que a administracdo de
diferentes concentracdes de formalina na regido da ATM de ratos produz uma
resposta comportamental quantificdvel. Essa resposta € caracterizada por trés
tipos de comportamentos: a exacerbacéo do comportamento de cocar a regido
orofacial, o ato de levantar rapidamente a cabeca e 0 ato de tombar a cabeca
para o lado injetado. A resposta comportamental induzida pela administracdo
de formalina na regiaoc da ATM de ratos, avaliada através da soma dos
comportamentos de cocar a regido orofacial e levantar rapidamente a cabecga,

aumentou significativamente a partir da concentragdo de 1,5 % deste agente



irritante (ROVERONI et al., 2001). Este dado esta de acordo com o obtido por

CLAVELOU et al. (1995), para o teste da formalina no iabio.

A injuria tecidual causada por trauma ou induzida experimentalmente
pela administracdo de uma substancia nociva, como no caso da formalina,
provoca a liberag@o, no local, de uma série de substéncias que estimulam as

fibras aferentes nociceptivas primarias (HU et al., 1994).

As respostas comportamentais nociceptivas caracterizadas pela
exacerbacdo do ato de cogar a regido orofacial e as caracterizadas pelo ato de
levantar rapidamenie a cabega podem ser utilizadas como indice de dor
orofacial para o teste da formalina na ATM de ratos, seja quando avaliadas
separadamente ou em conjunto, pela soma das mesmas (ROVERONI et al.,

2001).

2.3 - OXIDO NiTRICO

Dentre os possiveis fatores envolvidos nas condigdes dolorosas da

ATM, o éxido nitrico (NO) tem sido bastante investigado nos ultimos anos.

Na natureza, o NO & formado a partir do oxigénio (O) e do nitrogénic
(N) na atmosfera, durante tempestades de raios, pela combustdo do ar num
arco elétrico. Nesta altissima temperatura, pequenas partes de N ¢ O do ar

transformam-se em uma molécula gasosa simples, encontrada em pequenas
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quantidades no ar atmosférico, um gas incolor & temperatura ambiente, pouco
soluvel em agua, sendo muito mais sollvel em solventes apolares, tal como o
n-hexano, onde apresenta uma concentracédo na saturacdo de 0,13 M,
altamente toxica devido a presenca de radical livre (elétron livre) que a torna
um agente quimico altamente reativo. Quando diluido, o NO tem uma meia vida
de menos de 10 segundos, devido a sua rapida oxidacdo a nitrito e nitrato

(FLORA FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

O NO tende a dissolver-se seletivamente pela membrana das
células. Simulagbes da difusdo do éxido nitrico revelam gue esta molécula
percorre distancias surpreendentes a partir da célula que a produz, antes de

sua inativagdo (QUEIROZ. & BATISTA, 1899).

De forma menos dramatica do que ocorre na natureza, mas com
conseqléncias biologicas importantes, o NO é também formado numa reacao
catalisada por enzimas entre o oxigénio molecular e a L-arginina em células e
tecidos, principaimente de espécies mamiferas, espécies inferiores (FLORA

FILHO & ZILBERSTEIN, 2000), como protozoarios e plantas.
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2.3.1 OXIDO NITRICO COMO SEGUNDO MENSAGEIRO

A descoberta de que 0 NO atua como segundo mensageiro comegou
com uma observacdo acidental. J& se sabia que a acetilcolina (Ach) tinha uma
acdo vasodilatadora, atuando na musculatura lisa de vasos sanglineos.
Entretanto, quando Robert Furchgott, no final da década de 1870, estudava a
resposta de fragmentos de aoria de coetho submetidos a vérios agentes
bioldgicos, verificou que estes fragmentos dissecados de aorta, na forma de
tiras, quando eram incubados com Ach, o efeito vasodilatador deste agente
ndo era reproduzido in vitro. Posteriormente, FURCHGOTT & ZAWADSKI
(1980) substituiram os fragmentos em forma de tiras por anéis e,
surpreendentemente, descobriram que essa nova preparacdo era sensivel a
Ach. Os autores observaram que quando a aorta era fragmentada em anéis, a
delicada camada endotelial era preservada e sugeriram que as células
endoteliais vasculares estavam, de alguma forma, envolvidas na resposta
vascular induzida pela Ach. Estudos subseqlentes demonstraram que a Ach
se liga a receptores especificos na superficie das células endoteliais, induzindo
a producdo e liberacdo de um agente vasodilatador responsavel pelo
relaxamento das células musculares lisas. Este agente foi identificado como

sendo o Oxido Nitrico.
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2.3.2. - PROS E CONTRAS RELACIONADOS AO OXIDO NiTRICO

A descoberta da dilatagdo de vasos sanguineos, mediada por NO
explica a acéo da nitroglicerina, que tem sido utilizada desde o século XIX para
tratar a dor de angina, que resulta da circulacao inadequada de sangue para o
coracdo. A nitroglicerina € metabolizada para NO, que estimula o relaxamento
das células do musculo liso que revestem os vasos sanguineos do coragao,
aumentando a circulagdo sanguinea para o érgao. IADECOLA (1993) cita que
o NO atua como um poderoso vasodilatador cerebral, mantendo o fluxo
cerebral basal e levando a aumento do fluxo sanguineo sob atividade neuronal

intensa.

A importancia do NO em manter a circulagdo sanguinea é também
ilustrada pela condicgo, muitas vezes fatal, de choque séptico, na qual os
vasos sanguineos ficam dilatados pelo corpo todo, levando a uma queda brutal
na pressdo arterial. O choque séptico é ativado pelas moiéculas liberadas da
parede celular de certas bactérias durante infecgdes. O material da parede
celular ativa a liberagdo sistémica de NO por macréfagos, o que resulta em
seguida dilatacdo generalizada dos vasos. Os inibidores da NOS (Oxido Nitrico
Sintase) tém se mostrado promissores como tratamento efetivo para o choque
séptico. Um outro beneficio do NO €& a inibicBo da replicacdo viral

(LOWENSTEIN et al., 1993).



Pelo lado negativo, o dano as células do cerebro que acompanham
um derrame isquémico pode ser causado pela estimulacdo excessiva da
enzima NOS, causando assim, um excesso de NO no local, levando a uma
acao destrutiva. O NO, apesar de ser um dos venenos contidos na poluiggo,
em pequenas quantidades, € fundamental para o bom funcionamento do
organismo. O NO n&o pode ser regulado por intervencdo ao nivel de
receptores porque ndo existe nenhum receptor para esta molécula. Portanto,
ele s6 pode ser regulado atraves de mecanismos relacionados ao controle de

sua sintese (QUEIROZ & BATISTA, 1999).

2.3.3 - INTER-RELAGOES FUNCIONAIS DO NO

Em 1985, STUEHR & MARLETTA isolaram, de camundongos
mutantes, macrofagos que ndo possuiam habilidade normal de fagocitar
células anormais e bactérias. O metabolismo do nitrogénio nestes animais
também demonstrava anormalidade, quando comparadce ao dos animais
normais. Os autores verificaram que a inflamagcdo causada por infecgdo
bacteriana é acompanhada pelo aumento na excrecao de nitrates na urina, no
caso de camundongos normais. No entanto, tal reacdo nao foi exibida pelos
membros da variedade mutante. Na época, a relagdo entre a inflamagéo e a
excrecdo de nitratos era obscura. O que os autores descobriram

subseguentemente, foi que a capacidade de fagocitar bactérias dos



macréfagos normais em cultura de células, dependia da presencga de arginina
no meio. Na falta deste aminoacido, os macrofagos ndo conseguiam destruir os

patégenos invasores,

MARLETTA et al. (1988) identificaram o NO como um produto da
oxirredugdo da L-arginina. FUKUTO (1996) mostrou que o NO é formadoe a

partir da L-arginina pela enzima NO-Sintase (NOS).

A NOS é uma enzima constitutiva presente em células endoteliais
(eNOS) e em ceélulas neuronais (NNOS). Uma terceira isoforma, a induzida
(iINOS), é gerada em resposta a estimulos inflamatdrios ou imunoldgicos, que
podem sustentar uma producdo de altos niveis locais de NO (QUEIROZ &

BATISTA, 1999).

As isoenzimas s&o semelhantes estruturaimente, porém reguladas
de modo diverso e induzidas por genes localizados nos cromossomos 7
(NNOS), 17 (eNOS) e 12 (INOS). As formas constitutivas (eNOS e nNOS) s&o
célcio-dependentes e produzem menos NO em relacdo & forma induzida
(iNOS), que ndo & célcio-dependente. Um aspecto marcante desta molécula e
sua capacidade de ser benéfica ou potencialmente tdxica, conforme a
concentracio ou depuracdo tecidual. Uma vez induzida, a iINOS é capaz de
produzir NO por um longo tempo, levando, em situacbes patologicas, a uma
producdo excessiva. Assim, 0 que deveria ser toxico para micrébios, parasitas

ou células tumorais, pode também, lesar células saudaveis. Este mecanismo é



co-responsavel pela maioria dos processos inflamatérios e auto-imunes

(FLORA FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

A iNOS é induzida em macréfagos e outras células sanglineas
fagocitarias, como parie da reagdo inflamatéria. O NO é um radical livre
(possui um elétron livre que reage com outros radicais livres, principaimente o
superoxido). A reac&o entre estes dois radicais livres no citoplasma do
macréfago produz um agente oxidante poderoso, o peroxinitrito (ONQOO-), que
pode reagir com varios tipos de moléculas bioldgicas, inciuindo lipidios, DNA e
proteinas. Acredita-se que o peroxinitrito € um agente primario produzido nos
macrofagos que atacam os patdégenos invasores. A desativacdo metabdlica do
NO em ONOO- gera os nitratos gue aparecem na urina de animais cujos
macrofagos estdo engajados em uma atividade fagocitica extensiva durante o

processo inflamatério (QUEIROZ & BATISTA, 1899).

O NO parece estar envolvido nos trés niveis de percepgéo da dor, 0
cerebral (DICKENSON, 1995), espinhal (GORDH et al., 1995) e periférico
(PALMGREN et al.,, 1996). E uma molécula de extrema importancia para o
organismo; estd envolvida na inibicdo da agregacdo plaquetaria, na ades&o
das células e no controle da vasodilatacéo; participa também da inibicdo do
crescimento de tumores, na erecdo peniana e no reforco da imunidade contra

doencas parasitarias (DRAPIER et al., 1988).



MONCADA et al. (19981) citam o NO como um importante regulador

de varias funcdes imunologicas e inflamatdrias.

Autores como SCHMIDT & WALTER (1924) denominam o NO como
sendo uma “faca de dois gumes”. ALCARAZ & GUILLEN (2002) relatam que o
NO , quando em baixas concentragdes, desempenha um papel homeostatico,
enquanto em estados patoldgicos, estd em maiores concentragdes, levando a

um efeito danoso.

0O NO é um mediador biologico. No sistema nervoso ele atua como
neurotransmissor e também modula a inflamac&o aguda. No Sistema Nervoso
Periférico, ele blogueia o estimulo nociceptivo através do aumento do nivel de

GMPc nos neurbnios pds-sinapticos (BERRAZUETA et al., 1993).

Estudos recentes de varios laboratérios colocam o NO como um
importante modulador de varias desordens inflamatdrias agudas e crdnicas

(LAROUX et al., 2000; GUHRING et al., 2001).

A moduiacdo farmacoldgica dos niveis de NO e sua biossintese
podem ser uma estratégia terapéutica para vérias condi¢cbes patologicas.
Trabalhos recentes neste campo mostram alternativas para o tratamento de
desordens inflamatérias, dor, doencgas neuroldgicas, choques, arteriosclerose e

cancer. (ALCARAZ & GUILLEN, 2002).
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Tem side proposto que o &xido nitrico promove hiperaigesia ao nivel
medular (CODERRE & YASHPAL, 1994; MACHELSKA et al, 1997;
MACHELSKA et al., 1998; HALEY, 1998), além de possuir um importante papel
na transmissao da informacao nociceptiva durante o teste da formalina na pata
de ratos (ROCHE et al, 1996; YAMAMOTO et al., 1993, MALMBERG &

YAKSH, 1993; LAWAND et al., 1997).

THOMPSEN et al. (1996) estudaram, em humanos, o efeito de um
doador de NO (giyceryl trinitrate), os dados obtidos mostraram que o NO

participa da nocicepg¢ao central.

Ao contrario do que tem sido cbservado ao nivel central, o papel do
6xido nitrico periférico na resposta dolorosa tem gerado controvérsias na

literatura.

Outros autores sugerem que o NO enddgeno periférico tem um
importante papel na hiperalgesia induzida mecanicamente (NAKAMURA et al,,

1996; SEMOS & HADLEY, 1994).

Tem sido demonstrado que a administracdo periférica do substrato
da NOS, a L-arginina, pode tanto aumentar, como reduzir as respostas
nociceptivas, induzidas pela administracéo subcutanea de formalina na pata de
ratos, sugerindo que o dxido nitrico periférico pode apresentar um duplo papel
na modulagdo dolorosa, induzindo tanto respostas nociceptivas como

antinociceptivas (KAWABATA et al., 1994).



Um estudo realizado por GAD & KHATTAB (2000) em pata de ratos,
mostrou que o NO esta envolvido tanto no desenvolvimento da inflamagao
aguda, quanto da inflamagdo cronica e que os inibidores da NOS tém uma

potente atividade antiinflamatéria.

Os inibidores da NOS podem prevenir o desenvolvimento da
hiperalgesia (IGOR et al., 1992), tanto pela administracéo intratecal de NMDA
ou por injuria nervosa periférica. O NQ poderia, assim, contribuir em alguns

estados de dor cronica (HALEY, 1998).

Um estudo feito por SUZUKI et al. (1998) no qual foram utilizados
agentes antinociceptivos no teste da pressio na pata de ratos, concluiram que

o efeito antinociceptivo deve-se ao aumento na produgao do NO periférico.

Para testar a hipétese de que 0 NO esta envolvido nc mecanismo de
dor periférica, CHEN & LEVINE (1999) compararam a estimula¢cdo mecanica
em pata de ratos, antes e depois da injecdo de PGE2 e sua co-administracdo
com L-NMMA (N®-monomethyi-L-arginina), um inibidor da NOS; ou seu
isdmero inativo, D-NMMA (N®-monomethyl-D-arginina). Constataram que a
reducdo do limiar mecanico e o aumento numera! do potencial de acdo, para
gue fosse sustentada a estimulacdo mecéanica produzida pela PGE2, foi

blogueada pelo L-NMMA e néo pelo D-NMMA.

Clinicamente tem sido observado que as condigdes dolorosas

temporomandibulares estéo associadas a um aumento significativo do nivel de




oxido nitrico no fluido sinovial da ATM (TAKAHASHI et al., 1996; MURREL et
al., 1996), possivelmente porque a dor constante promove alteracdes plasticas
no sistema nervoso gue resultam numa produgdo aumentada do mesmo, pelas
fibras trigeminais periféricas (CROSBY et al., 1994; AMIN et al., 1995;). Dados
recentes sugerem que esterdides podem interagir com varios mediadores do
processo inflamatdrio e atuar diretamente nos musculos para modular a sintese

de NO, que pode ser induzida pelo uso de estrogeno (DAO et al., 1998).

Um estudo de imunchistogquimica realizado por HIDETAKA et al
(2001) comprova que a INOS é expressa no tecido sinovial de pacientes com
DTMs; isso indica que o NO & produzido locaimente nas ATMs afetadas por
desarranjo interno e pode estar associado a processos erosivos da cartilagem

articular (McCARTNEY-FRANCIS et al., 2001).

Uma das hipoteses ievantadas sobre o papel do Oxido nitrico
periférico nas condigdes dolorosas da ATM, & de que a dor seria
desencadeada pela sensibilizacdo do neurdnio aferente primario pelo oxido
nitrico (ANBAR & GRATT, 1998). Seguindo essa linha de raciocinio, autores
tém demonstrado que a inje¢ao subcutanea de NO provoca dor em humanos

(HOLTHUSEN & ARNDT 1994).

BING & LOMNICKA (2002) citaram que os doadores de NO previnem
eventos cardiovasculares trombdticos, danos a mucosa gastrica e alteracdes

da fun¢&o renal em individuos sob tratamento com AINES. Outros autores



estudaram a agdo de doadores de NO e perceberam que a aplicacdo tdpica
destes causa dor em humanos (BERRAZUETA et al. apud FERREIRA et

al., 1992).

Por outro lado, ha evidéncias de que o éxido nitrico periférico reduz
a resposta dolorosa desencadeada pela administracdo de prostaglandina Ep
(PGE2) na pata de rato (IGOR et al., 1992) e media o efeito analgésico da
morfina ao nivel periférico (FERREIRA et al., 1991; GRANADOS-SOTO et al.,
1997) e dos agonistas dos receptores opidides delta e capa (NOZAKI-
TAGUCHI & YAMAMOTO, 1998), como demonstrado no teste da formalina na

pata.

PAUL-CLARK et al. (2001), investigaram os efeitos do NO na
inflamac&o induzida por carragenina em ratos, atraves da administracao local
de inibidores da sintese do NO, depois, esses efeitos foram comparados com
os obtidos através do uso de inibidores da NOS administrados via sistémica.
Os resultados mostraram que a producio local do NO é protetora, pois tem a
capacidade de regular a liberagdo de mediadores pro-inflamatérios. Notou-se,
também, que os inibidores da sintese do NO possuem diferentes efeitos
antiinflamatorios, dependendo da via de administracdo e do modeio de dor

utifizado.




Os efeitos do doador de NO (SIN-1) variam dependendo da dose,
sendo que os efeitos antinociceptivos s&o predominantes, embora altas doses

possam intensificar a dor (SOUSA & PRADQ, 2001; GUHRING et al., 2001).

A relacdo existente entre o Oxido nitrico periférico e a dor ainda é
pobremente conhecida e outros estudos s3o necessarios para que possamos
compreender melhor ¢ papel do Oxido nitrico periférico nas condigbes

dolorosas temporomandibuiares.



3. Material e Méfodos:

3.1. Animais:

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados 141 ratos machos
Wistar, pesando entre 150 a 250 g, provenientes do Biotério Central da
Unicamp (CEMIB). Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas (5 animais
por gaiola) contendo maravalha, em ambiente com controle de luminosidade

(ciclos claro/escuro de 12hs) com alimentacao e agua, ad libitum.

3.2. Teste Comportamental:

As sessdes de teste foram realizadas durante a fase clara, entre 08 h
e 12 h (em virtude do ciclo circadiano do cortisol, que poderia interferir nas
respostas analisadas), em sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida
a 25°C (ROSLAND, 1991). Durante o teste, os ratos ndo tiveram acesso a
agua ou a comida. Para minimizar o estresse durante as sessdes
experimentais, 0s animais foram previamente manipulados pelo pesquisador

por um periodo minimo de 7 dias.
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A experimentac&o animal seguiu as diretrizes propostas pelo Comité
para Pesquisa e Etica da Associacéo Internacional para Estudo da Dor (IASP)

em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983).

Esta pesquisa foi aprovada peio Comité de Etica na Experimentacao
Animal, Instituto de Biologia — UNICAMP, Protocolo n° 137-1, de 18/07/2000
(ANEXO 3).

Para a realizacdo da analise comportamental, foi utilizada uma
cémara de observagdo medindo 30x30x30 cm, com base e 3 laterais
espelhadas e frente de vidro. Cada animal foi inicialmente colocado e mantido
na camara por 10 minutos, para habituar-se ao ambiente de experimentacéo e

minimizar o estresse,

Depois desse pericdo, o animal foi removido da camara e
anestesiado por inalacdo de Halotano. Para administrac@o de drogas na regiao
da ATM esquerda, foi utilizada uma agulha hipodérmica calibre 30, conectada a
uma seringa de microlitro Hamilton (50 ul) por meio de um fubo de polietileno
P50. A borda postero-inferior do arco zigomatico foi palpada e a agulha
inserida na porgdo inferior da mesma, sendo avancada em diregio anterior até

contatar a regido postero-lateral do condilo (ANEXO 2, FIG. 8).

Apds a injecdo periarticular, o animal foi imediatamente recolocado
na camara de observagdo e as respostas comportamentais nociceptivas

caracterizadas pelo ato de cocgar a regido orofacial (CO), pelo ato de levantar
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rapidamente a cabeg¢a (1.C) foram quantificadas ufilizando-se respectivamente,
um crondmetro € um contador de células. O periodo de observaco foi de 45
minutos, divididos em 15 blocos de 3 minutos (Anexo 1). O comportamento CO
foi quantificado em segundos e 0 comportamento LC, em numero de vezes que

ocorria, ao longo do experimento.

Os comportamentos nociceptivos induzidos pela administiracdo de
formalina na regido da ATM, foram analisados conjuntamente pela soma do
periodo de tempo que os animais apresentaram o comportamento de cocar a
regido orofacial (CO), com o nimero de vezes que 0s animais apresentaram o
comportamento de levantar a cabeca (LC) ao longo do periodo de observagéo.
Para a soma dos comportamentos, determinou-se que cada comportamento LC

corresponde a 1 segundo (ROVERONI et al., 2001).

Terminade o periodo de observagdo, o sitio de aplicacdo da
formalina foi confirmado post-mortem através do indicador de edema,
caracterizado pelo exiravasamento plasmatico do corante Azul de Evans
(0,1%), administrado endovenosamente (5mg/Kg), por canuiagdo na veia
femural, estando os animais sob anestesia com Uretano (1g/kg) e a-Chloralose
(50mg/kg) via intraperitoneal. Decorridos 10 minutos, o animal foi sacrificado e
perfundido com salina. Como o corante Azul de Evans se liga as proteinas
plasmaticas (HASS et al., 1992), o local da inje¢do pode ser identificado
visualmente pela presenca do corante no sitio da injecdo (TAMBELI et al,,

1997), conforme ANEXO 2 (FIG. 9).
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3.3. SOLUCOES E DOSES EMPREGADAS

o A-Chloralose (1,2-0[2,2,2-Trichloroethyl-idene]-a-D-glucofuranose) Sigma.

+ Azul de Evans (Sigma) dissolvido em NaCl a 0,9%, preparado numa
concentracao de 0,1%.

e D-NMMA (N®-monomethyl-D-arginina); isémero inativo, dissolvido
em salina (800 ug/25uL), Sigma.

« Formalina; solucdo aquosa de formaldeido a 37% (Sigma), diluido em
salina a 0,25%, 0,5%, 1,5% e 3%.

+ Halotano (Cristalia)

e L-NMMA (N®-monomethyl-L-arginina), Sigma, dissolvido em salina (150,
450, e 900 ug/25uL), Sigma.

s SIN-1 (3-Morpholinosydnonimine), Sigma, dissolvido em salina (50, 200,
600 e 1200 pg/25uL).

+ SNAP (S-Nitroso-N-acetylpenicillamine), Sigma, dissolvido em salina (50,
200, 600 e 1200 pg/25uL).

¢ Solug¢ao salina (NaCl) 0,9%

o Uretano (Ethyl carbamate), Sigma
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3.4. Grupos experimentais:

Para realizagdo deste {rabalho os animais foram aleatoriamente
divididos em diferentes grupos experimentais. Os diferentes tratamentos
farmacolégicos foram aplicados na regido da ATM de ratos, num volume final

de 50ul.

3.4.1 - EFEITO DO INIBIDOR PERIFERICO DA OXIDO NITRICO SINTASE
(L-NMMA) SOBRE O COMPORTAMENTO NOCICEPTIVO INDUZIDO PELA
ADMINISTRACAO DE FORMALINA NA ATM.

Nesta fase inicial, para verificar o envolvimento do NO endogeno
periférico nas respostas comportamentais nociceptivas, a salina 0,9% (n=10)
ou o inibidor da NOS, L-NMMA (900 ug; n=5) foi administrado conjuntamente
(25 ul) com a formalina (3%, 25 yl) na regido da ATM de ratos. Como néo
houve diferencas significativas entre esses dois tratamentos, foram realizados

experimentos adicionais, utilizando a formalina a 0,5%.

Para tanto, a salina (n=6) ou o inibidor da NOS (L-NMMA) foi co-
administrado (25 pL) com a formalina 0,5% (25ulL) na regido da ATM de ratos,

em diferentes concentragdes : 150 ug, n=10; 450 ug, n=6 e 900 pg, n=6.
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Para verificar a especificidade dos efeitos desencadeados pelo L-
NMMA, o seu esteroisbmero inativo, D-NMMA (900 ug, n=6), foi co-

administrado com a formalina 0,5%, como descrito anteriormente.

Com o objetivo de investigar um possivel efeito sistémico do L-
NMMA, o mesmo foi administrado (25uL) na maxima concentragdo utilizada no
presente trabalho (900ug, n=6) na regido da ATM contralateral & administracdo

de formalina 0,25% (50pL.).

3.4.2. - EFEITO DO DOADOR DE NO, SNAP, SOBRE O COMPORTAMENTO
NOCICEPTIVO INDUZIDO PELA APLICAGAO DE FORMALINA NA ATM DE
RATOS.

Nesta etapa, para verificar o possivel papel terapéutico do NO
periférico proveniente da ATM, o doador de NO, SNAP, foi co-administrado
(25uL) em diferentes concentragdes (50 ug, n=5; 200 ug, n=6; 600 g, n=6 e
1200 pg, n=5) com a formalina (3%, 25ul.) na regido da ATM de ratos. Com o
objetivo de investigar um possivel efeito sistémico do SNAP, o mesmo foi
administrado na maxima concentracaoc utilizada (1200 ug, n=6) na regido da

ATM contralateral a administrag&o de formaiina (1,5%, 50uL).



3.4.3. - EFEITO DO DOADOR DO NO PERIFERICO, SIN-1, SOBRE O
COMPORTAMENTO NOCICEPTIVO INDUZIDO PELA ADMINISTRACAQ DE
FORMALINA NA ATM.

O doador de NO, SIN-1, também foi co-administrado (25uL) com a
formalina (3%,25ul) na regido da ATM de ratos em diferentes concentracdes:
50ug, n=5; 200ug, n=5; 600ug, n=5 e 1200ug, n=5). Da mesma forma que o
SNAP, para verificar um possivel efeito sistémico, foi realizado um grupo
adicional, no qual o SIN-1 foi administrado (25uL) na maior concentraco
testada anteriormente (1200ug, n=5) na regido da ATM contralateral a da

administragéo de formalina (1,5%, 50uL).

3.5. Analise Estatistica:

Os dados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia. Para
verificar se havia diferencas significativas entre as respostas comportamentais
aos diversos tratamentos empregados, tantc de L-NMMA quanto do SIN-1 e

SNAP, foi aplicado o teste de Tukey (p<0,05).

O possivel efeito sistémico da mais aita concentracéo de L-NMMA,

SIN-1 e SNAP utilizada (900ug), foi avaliado comparando-se o efeito de sua
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aplicacdo na ATM contralateral & que recebeu formalina com a de salina,

através do teste t.

Para testar a especificidade dos efeitos desencadeados pelo L-
NMMA, os resultados obtidos com a co-administracido de seu par
esteroisdmero D-NMMA foi comparado com a de salina através da aplicacdo

do teste T. Valores de p<0,05 foram indicativos de significancia estatistica.

As respostas comportamentais nociceptivas, caracterizadas pela
exacerbac@o do ato de cogar a regido orofacial (CO) e pelo ato de levantar
rapidamente a cabeca (LC), utilizadas como indice de dor orofacial para o teste
da formalina na ATM de ratos, foram analisadas em conjunto, pela soma das

mesmas.

Os resultados foram apresentados como média + EP. Os calculos

estatisticos foram realizados através da utilizagédo do programa Sigma Stat.
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4. - RESULTADOS

4.1 - EFEITO DA ADMINISTRACAO LOCAL DO INIBIDOR DA ENZIMA NOS
SOBRE O COMPORTAMENTO  NOCICEPTIVO  INDUZIDO  PELA
ADMINISTRACAO DE FORMALINA NA ATM DE RATOS.

A co-administracdo do inibidor da NOS, L-NMMA, na concentragéo de
900ug/25ul na ATM, ndo promoveu uma alteragdo significativa no comportamento
nociceptivo induzido pela administracdo de formalina (3%, 25ul) na ATM, em

relac&o a co-administracao de salina (Grupo controle; TAB.1, FiG.1).

Conseqlentemente, o efeito do L-NMMA foi testado em animais que foram
submetidos a administracdo de uma baixa concentracdo de formalina (0,5%) na
ATM, com o objetivc de excluir a possibilidade de uma alta conceniragdo da
mesma (3%), ja ter produzido uma resposta nociceptiva maxima. 1sso mascararia,
por exemplo, um possivel aumento dessas respostas pela co-administragéo do L-

NMMA.

A TAB. 2 e FIG. 2 mostram que a co-administracgo do L-NMMA
900ug/25ul com uma concentragéo de formalina mais baixa (0,5%), promoveu um
aumento significativo das respostas nociceptivas induzidas pela formalina, em
relacéo a de salina (grupo controle). Por outro lado, a co-administragdo do isdmero
inativo do L-NMMA, ou seja, o D-NMMA, naoc produziu alteragdes significativas

nessas respostas, gquando comparada com a co-administracdo de salina (grupo
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controle). Vale ressaltar que a administracdo do L-NMMA 900ug na ATM
contralateral & que recebeu a formalina (0,5%), ndo alterou as respostas
comportamentais nociceptivas induzidas pela mesma, descartando portanto, um

possivel efeito sistémico do L-NMMA.

TABELA 1 -Efeito da co-administracdo de L-NMMA (200ug) e
formalina (3%) na regido da ATM de ratos sobre 0 comportamento nociceptivo.

GRUPQOS Soma dos comportamentos (s)
Formalina 3% + Salina 0,9% (n=10) 227 026+7 97
Formalina 3% + L-NMMA 900ug (n=4) 233,955+15,343

Dados expressos como média £ EPM.
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FIGURA 1 — Efeitc da co-administragdo do L-NMMA (900ug) e
formalina (3%) na regido da ATM de ratos sobre o comportamento nociceptivo.
Cada coluna representa médiatEPM.

TABELA 2 —Efeito da administracdo de L-NMMA e D-NMMA na ATM
ipsilateral de ratos sobre 0 comportamento nociceptivo.

Grupos Soma dos comportamentos (s)
Formalina 0,5% + salina 0,9% (n=6) 76,32+ 10,10
Formalina 0,5% + L-NMMA 900ug (ip) (n=6) 240,81+48,88*
Formalina 0,5% + L-NMMA 900ug (ct) (n=6) 80,84+ 8,81
Formalina 0,5% + D-NMMA 900ug (ip) (n=5) 62,69+4,51

*p<0,05 indica diferenc¢a significativa. Dados expressos como médiatEPM.
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FIGURA 2 — Efeito da administracio de L-NMMA e D-NMMA na ATM
ipsilateral & aplicaggo de formalina (0,5%) e de L-NMMA na regiao da ATM
contralateral de ratos sobre o comportamento nociceptive (s). Cada coluna
representa médiazEPM. p<0,05 indica diferenca significativa.

Como se pode observar na TAB.3 e FIG.3, a co-administracao do L-NMMA
com a formalina 0,5%, promoveu um aumento da resposta comportamental
nociceptiva de maneira dose dependente. O aumento da resposta nociceptiva
produzido pela co-administracdo do L-NMMA na concentracdo de 900ug foi
significativamente maior (p<0,05, teste de Tukey) que © produzido pelas
concentracdes de 150ug e 450ug. Esses dados sugerem que o NO endbégeno

periférico sugere efeito antinociceptivo na dor proveniente da ATM.
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TABELA 3 -Efeito da co-administracdo de diferentes concentragdes de
L-NMMA e formalina (0,5%) na regido da ATM de ratos sobre o comportamento
nociceptivo.

GRUPOS Soma dos comportamentos (s)
Formalina 0,5% + L-NMMA 150 ug (n=10) 94,73+17,48
Formalina 0,5% + L-NMMA 450 ug (n=6) 135,82+12,49
Formalina 0,5% + L-NMMA 900 ug (n=6) 240,81+48.88 *

*p<0,05 (T. Tukey) indica diferenca significativa, Dados expressos como média + EPM.
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FIGURA 3 -Efeito da co-administracao de diferentes concentragdes de
L-NMMA e formalina (0,5%) na regiéo da ATM, de ratos, sobre o comportamento
nociceptivo (em segundos). Cada coluna representa médiaztEPM. p<0,05
(1. Tukey); diferenca significativa.
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4.2. - EFEITO DA ADMINISTRACAO PERIFERICA DO DOADOR DE NO (SNAP)
SOBRE O COMPORTAMENTO  NOCICEFPTIVO  INDUZIDO  PELA
ADMINISTRACAO DE FORMALINA NA ATM.

A administragdo do SNAP (1200ug) na ATM contralateral @ administracdo
de formalina (1,5%, 50uL) nado interferiu nas respostas comportamentais
nociceptivas induzidas pela formalina (TAB.4). A co-administragdo de SNAP
(1200ug) e formalina (3%) induz uma redugdo significativa do comportamento
nociceptivo em relacdo a salina 0,9% e & sua aplicagdo na ATM contralateral

(FIG.4).

TABELA 4 -Efeito da administracdo de SNAP na ATM ipsilateral a
aplica¢éo de formalina (3%) e na regido da ATM contralateral de ratos, sobre o
comportamento nociceptivo.

Grupos Soma de comportamento
Formalina 3% + Salina 0,9% (n=10) 22703798
Formalina 3% + SNAP 1200ug (ip) (n=5) 53,29+11,05*
Formalina 3% + SNAP 1200ug (ct) (n=5) 216,438+13,556

*p<0,05 indica diferenca significativa. Dados expressos como médiatEPM.
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FIGURA 4 -Efeito da administracdo de SNAP na ATM ipsilateral a
aplicagdo de formalina (3%) e na regido da ATM contralateral de ratos sobre o
comportamento nociceptivo (s). Cada coluna representa médiazEPM. *p<0,05
indica diferenca significativa.
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A co-administragdo  periférica do doador de NO (SNAP) reduziu
significativamente o comportamento nociceptivo induzido pela administracéo de
formalina (3%) na ATM, de forma dose-dependente (TAB.5 e FIG.5).

TABELA 5 -~ Valores médios da co-administragdo de diferentes

concentracbes de SNAP e formalina (3%) na regido da ATM de ratos sobre o
comportamento nociceptivo.

Grupos Soma dos comportamentos (s)
Formalina 3%+SNAP 50ug (n=5) 142,48+13,76
Formalina 3%+SNAP 200ug (n=6) 80,36+6,56 *
Formalina 3%+SNAP 600ug (n=6) 64,2242 55 *
Formalina 3%+SNAP 1200ug (n=5) 53,29+11,06*

*p< 0,05 indica diferenga significativa em relac@o ao grupo SNAP 50ug.
Dados expressos como méediatEPM.
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200 4
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| _ TS 600 pg
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FIGURA § - Efeito da co-administrac@o de diferentes concentracSes de
SNAP e formalina (3%) na regido da ATM de ratos sobre ¢ comportamento
nociceptivo (s). Cada coluna representa médiatEPM. * p<0,05 indica diferenca
significativa em relacdo ao grupo SNAP 50ug.

4.3. - EFEITO DO DA ADMINISTRAGCAO PERIFERICA DO DOADOR DE NO

(SIN-1) SOBRE O COMPORTAMENTO NOCICEPTIVO INDUZIDO PELA
ADMINISTRACAO DE FORMALINA NA ATM DE RATOS.

A administrac&o de SIN-1 (1200ug) na ATM contralaterat & administracéo
de formalina (1,5%, 50uL) também naoc interferiu nas respostas comportamentais
nociceptivas induzidas (TAB.6). A co-administracao de SIN-1 (1200ug) e formalina
{3%) induziu uma reposta significativa do comportamento nociceptivo em relagéo a
salina e 3 sua aplicagdo na ATM contralateral (FIG.6).
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"TABELA 6 - Valores médios da administracdo de SIN-1 na ATM
ipsilateral a aplicagéo de formalina (3%) na regi&o da ATM contralateral de ratos
sobre o comportamento nociceptivo.

Grupos Soma de comportamentos (s)
Formalina 3% + salina 0,9% (n=10) 227,03+7,98
Formalina 3% + SIN-1 1200ug (ip) (n=5) 41.874+2.881*
Formalina 3% + SIN-1 1200ug (ct) (n=5) 219. 48646.834

p<0,05 indica diferenga. Dados expressos como mediatEPM.

Formalina 3%

300 L7 Saline
SIN 1 1200ug (ip)
SIN 11200 pg (¢t)

280 -

200 4

150 o

100 4

Compottamento nociceptivo (s)

50 A

n=10 n=5 n=5

FIGURA 6 — Efeito da co-administracdo de SIN-1 na ATM ipsilateral a aplicacéo
de formalina (3%) e na regido da ATM contralateral, sobre o comportamento
nociceptivo (s). Cada coluna representa mediazEPM.
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A co-administracdo periférica do doador de NO (SIN-1) também reduziu
significativamente o comportamento nociceptivo induzido pela administracéo de

formalina na ATM, de forma dose dependente (TAB.7 e FIG.7).

TABELA 7 —Efeito da co-administracdo de diferentes concentragdes de
SIN-1 e formalina (3%) na regigo da ATM de ratos sobre o comportamento

nociceptivo.

GRUPOS Soma dos comportamentos (s)
Formalina 3%+ SIN-1, S0pg (nv=5) 132132160
Formalina 3% + SIN-1, 2000ug (n=5) 64,41+12,24 *
Formalina 3% + SIN-1, 800ug (n=5) 46,81x4,79 *
Formalina 3% + SIN-1, 12000ug (n=5) 41874288~

*p<0,05 indica diferenca significativa em relacdo ao grupo SIN-1 (50ug). Dados
expressos como media.
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FIGURA 7 — Efeito da co-administracao de diferentes concentracbes de SIN-1 e
formalina (3%) na regido da ATM de ratos sobre o comportamento nociceptivo (s).
Cada coluna representa médiatEPM. *p<0,05 indica diferenca significativa em
relacéo ao grupo SIN-1 (50ug).
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5. DISCUSSAO

A dor é uma experiéncia subjetiva que corresponde a uma gama de
situacGes, cujo elo comum esta na natureza desagradavel de sua percepgao.
Quanto a localizagdo, a cabega representa a regidc onde se manifesta uma

grande parte desta sensacéo.

Para estudo dos mecanismos dolorosos, tém sido desenvolvidos
modelos experimentais usando animais de laboratdrio, e para isso, varios
agentes irritantes {ém sido utilizados, com a finalidade de induzir processos
dolorosos similares aqueles normaimente encontrados nas condicdes de dor

clinica que acometem os seres humanos (REN & DUBNER, 1893).

No modelo desenvolvido por ROVERONI et al. {2001), as respostas
comportamentais nociceptivas, caracterizadas pela exacerbagdo do ato de
cocar a regido orofacial e as caracterizadas pelo ato de levantar a cabeca,
foram utilizadas como indice de dor orofacial para o teste da formalina na ATM
de ratos, seia quando avaliado separadamente ou pela soma destas. Segundo
ABBOTT et al. (1995) e TAYLOR et al. (1995), a simples soma de mais de um
comportamento parece ser a forma mais adequada de avaliar as respostas
comportamentais nociceptivas induzidas pela formalina na ATM de ratos, uma

vez que pode haver uma interagdo entre os comportamentos. Os animais gue
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foram submetidos ao teste da formalina na ATM, emitiram comportamentos de
cocar a regido orofacial e de levantar rapidamente a cabeca, de forma
alternada; ora cogando, ora levantando a cabeca e estes comportamentos,
aparentemente se apresentavam de forma complementar. Diante disso,
optamos neste trabalho, avaliar as respostas comportamentais nociceptivas

conjuntamente, pela soma das mesmas.

O papel do NO na nocicepgao é controverso, pois ha autores que o
relacionam com o aumento (YAMAMOTO et al., 1993; HOLTHUSEN & ARNDT,
1984) ou reducdo da dor (DUARTE, et al., 1980; DUARTE & FERREIRA,
1992); FERREIRA et al. 1991; BERRAZUETA, et al., (1993) sugerindo que a
acdo analgésica periférica da morfina se da pela estimulagdo do sistema

GMPc, apos a liberacao de NO.

O presente estudo mostrou que, guando o inibidor da NOS, L-NMMA,
foi co-administrado com a formaiina 3%, como nos estudos anteriores, este ndo

promoveu alteracao significativa no comportamento nociceptivo induzido.

Entretanto, guando o L-NMMA, nas concentracdes de 150, 450 e 900
ug, foi co-administrado com formalina 0,5%, houve um aumento significativo
das respostas comportamentals de maneira dose-dependente, sugerindo que ©
NQO endbgeno periférico possui um efeito antinociceptivo, evidenciando ©
envolvimento do NO periférico no sistema de modulagdo da dor proveniente de

tecidos profundos como a ATM.
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A administracdo do L-NMMA na ATM contraiateral ndo alterou a
sensibilidade dolorosa no teste da formalina, comprovando um efeito
antinociceptivo local do L-NMMA neste experimento (BERRAZUETA et al,,
1992). A especificidade do efeito produzido pela co-administracéo do L-NMMA
na concentracdo de 800 ug com a formalina, foi demonstrada pela ineficécia da
co-administracdo do seu isbmero inativo D-NMMA, na mesma concentragéo, o

gual ndo induziu alteragdes no teste comportamental

ROVERON! et al. (2001), demonstraram que a soma dos
comportamentos nociceptivos desencadeados pela administragéo de formalina
2,5% e 5% n&o diferem significativamente entre si. A auséncia de efeito
analgésico do L-NMMA observada neste trabalho, quando se utilizou formalina
3%, pode estar relacionada ao fato de que, em alta concentracao, a formalina
induz respostas comportamentais num patamar maximo, 0 que poderia ter

mascarado um possivel efeito analgésico do inibidor do NO enddgeno.

Fvidéncias sobre o efeito antinociceptivo do NO s&o atribuidas as
seguintes observacdes: sabe-se que a acetilcolina (Ach) provoca a liberacio
de NO das ceélulas endoteliais € que a administracéo local de Ach antagoniza
as prostaglandinas E£2 (PGEZ2) e a hiperalgesia na pata de ratos induzida pela
carragenina (DUARTE et al., 1990); os agentes que sintetizam o NO
(nitroprussiato sdédico, nitroglicerina e o SIN-1) antagonizam a hiperalgesia
causada por carragenina e PGE2, sendo os efeitos desses agentes

blogueados pelo Azul de metileno; durante a inflamag&o experimental
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(carragenina) a administracdo de L-arginina produz antinocicepcdo, a qual é
inibida por inibidores da NOS (L-NMMA e L-NIO) (DUARTE, et al, 1990,
FERREIRA, et al., 1991).

Por outro lado, a co-administragao do doador de NO, SNAP, nas
concentragcbes de 50, 200, 500 e 1200 ug, com a formalina na ATM de ratos,
reduziram de maneira dose-dependente o0 numero de comportamentos
nociceptivos, caracterizados pelo ato de levantar rapidamente a cabecga e cogar
a regido orofacial, conjuntamente avaliados pela soma dos mesmos,
comprovando o envolvimento do NO no mecanismo de dor periférica,

evidenciando um efeito analgésico do doador exégeno de NO, SNAP.

O doador periférico de NO, SNAP, na maior concentracéo utilizada
(1200 ug), quando administrado na ATM contralateral & administracéo de
formalina, n&o alterou o comportamento nociceptivo induzido, descartandc um
possivel efeito sistémico na agdo analgésica desencadeada pelo SNAP,

administrado na ATM ipsilateral.

Da mesma forma, a co-administragdo do doador de NO, SIN-1, nas
concentracfes de 50, 200, 600 e 1200 ug com a formalina na ATM de ratos,
também reduziram de maneira dose-dependente as respostas
comportamentais nociceptivas desencadeadas por este agente, demonsirando

tambéem um efeito antinociceptivo do NO exdgeno.



A administragdo do SIN-1 (1200 ug) na ATM contralateral nao
alterou a sensibilidade dolorosa, comprovando também seu efeito analgésico

jocal, quando co-administrado com a formalina na ATM ipsilateral.

SOUZA & PRADO (2001) apontam que o SIN-1 reduz a dor por um
mecanismo espinhal que envolve a ativacdo da guanilato-ciclase e que o0s
efeitos do SIN-1 variam, dependendo da dose e do modelo de dor utilizado.
Embora, este tenha um efeito importante na antinocicepcéo, altas doses deste

doador de NO podem intensificar a sensibilidade dolorosa.

Entretanto, neste modelo comportamental, mesmo na concentragéo

de 1200 ug, o SIN-1 teve um efeito analgésico.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que ©s
doadores de NO, SNAP e SIN, antagonisam a hiperaigesia causada pela

formalina.

Uma das caracteristicas da resposta comportamental induzida pela
formalina, € seu padrdo bifasico, porém, na metodologia aplicada no presente
estudo, ndo foi possivel observar as respostas comportamentais emitidas
durante a primeira fase, pois nesse periodo, 0s animais ainda apresentavam
um leve efeito residual da inalagdo de Halotano. Por se tratar de tecido
profundo e de dificil acesso, a administracéo de formalina na ATM de ratos sem
inducdo anestésica é invidavel. Além do que, o animal seria submetido a uma

situacio de estresse de grande intensidade e desnecessaria. O estresse, por si

64



s, ja constituiria uma variavel importante, podendo alterar a sensibilidade &

- dor (CLAVELOU et al., 1989).

Os receptores da dor podem ser sensibilizados por varias
substancias quimicas, inciuindo substancia P, PGE2, glutamato, serotonina,
noradrenalina, encefalinas, endorfinas e  histamina (RUMORE &

SCHLICHTING, 1985).

A primeira fase do teste da formalina tem sido atribuida a um efeito
direto de substancias algégenas sobre 0s nociceptores, enquanto que a
segunda fase tem sido associada ao subsequente desenvolvimento da

inflamagéo (HUNSKAAR & HOLE, 1987) e sensibilizac&o ceniral.

Embora a segunda fase do teste da formalina tenha sido muito
utilizada como um modelo de estudo do processo de sensibilizacdo central
(CODERE & MELZACK, 1992; CADET, et al.,, 1993), tem sido proposto que
apenas a sensibilizac&o central n&o é suficiente para manter a segunda fase de

resposta (DALLEL, et al., 1995, TAYLOR, et al,, 1995).

Os resuliados deste trabalho confirmam a importancia dos
mecanismos periféricos na segunda fase do teste da formalina, uma vez que a
co-administracao do doador de NO {SNAP e SIN-1) reduziu significativamente
a resposta nociceptiva induzida pela administragéo de formalina na regido da

ATM de ratos (FIG. 4 e 6).
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A administracdo local do inibidor do NO enddgeno (L-NMMA)
aumentou significativamente o comportamento nociceptivo, sugerindo que ©
NO endbgeno periférico possui um efeito antinociceptivo. Como a
administracéo, tanto do doador de NO (SNAP e SIN-1), como do inibidor da
enzima NOS (L-NMMA) na ATM contralateral 2 administragcdo de formalina nao
ajterou a sensibilidade dolorosa, foi descartada a possibilidade de um efeito

sistémico desses agentes.

Segundo FERREIRA et al. (1891), o papel do NO no mecanismo de
analgesia € medido pela ativacdo da via L-arginina/NO/GMPc, e que o©
aumento de GMPc ao nivel dos nociceptores, é um fator importante no sistema
de modulagao dolorosa. Tem sido demonstrado que a administraco local de |-
arginina produz antinocicepcdo em ratos com hiperalgesia induzida pela
carragenina e que esse efeito pode ser blogueado por inibidores da sintese de

NO (DUARTE et al., 1990).

No teste da formalina na pata de ratos, o L-NMMA também reduz o
efeitc antinociceptivo de um metabdlito da L-arginina, 0 agmatine (ONAL &
SOIKAN, 2001). Os resultados obtidos neste experimento, utilizando o teste da
formalina na ATM, s&o concordantes com os obtidos em outros modelos de
dor, como na hiperalgesia induzida por carragenina e prostaglandina, onde a
administracéo iocal de doador de NO também produziu antinocicep¢ao

(FERREIRA et al., 1991).
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Entretanto, nossos dados diferem dos resultados obtidos por CHEN

& LEVINE (1999), quando relacionaram o NO periférico a nocicepgéo,
demonstrando que o L-NMMA antagoniza a hiperaigesia por PGE; no teste de

sensibilizacdo mecanica.

GRANADOS-SOTO et al. (1997), utilizando o teste da formalina na
pata de ratos, demonstraram que a administracdo local de merfina induz
nocicepcdo como resultado da ativac@o da via Arginina/NO/GMPc. Por outro
lado, HALEY et al. (1992), tém sugerido que a via Arginina/NO/GMPc tem um
papel hiperalgésico maior que o efeito antinociceptivo periférico. KAWABATA et
al. (1994) demonstraram um efeito nociceptivo da via Arginina/NO/GMPc na
dor induzida pela bradicinina, SP e carragenina. Provavelmente, essas
aparentes contradigbes se devem ao fato de que a via Arginina/NO/GMPc pode
ter diferentes funcdes, dependendo do tipo de estimulo nociceptivo envolvido e

da participa¢do de diferentes tipos de neurbnios sensoriais primarios ativados.

De qualquer forma, o NO pode ser considerado um importante
modulador de varias desordens inflamatérias agudas e crdnicas (LAROUX, et
al., 2000). Apesar da alta incidéncia de condigdes dolorosas associadas ao
comprometimento da ATM. o conhecimento limitado sobre os mediadores
guimicos envolvidos nessas condices e a falta de modelos experimentais
apropriados para o estudo da mesma, tem gerado grandes controvérsias a

respeito do tratamento mais adequado para esses casos.
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Nossos resultados evidenciam o envolvimento do NO periférico na
resposta dolorosa, desencadeada pela administragdo de formalina na ATM de
ratos, sugerindo um possivel papel terapéutico do NO na dor proveniente de

tecidos profundos, como a ATM.
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6. - CONCLUSAO:

Com base na metodologia empregada, os resuitados deste estudo

permitem fazer as seguintes consideragdes:

- O Oxido Nitrico modula (tem efeito antinociceptivo) a resposta

comportamental nociceptiva induzida pela formalina na ATM de ratos.
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ANEXO 1:

Ficha utilizada para quantificar as respostas comportamentais, induzidas pela
administragéo de formalina na regifio da ATM de ratos, durante o periodo de
observacéo de 45 minutos.

DATA: /[ HORARIO:
GRUPO:
PESO: g
0-3 3.6 6-9 9-12 12-15 15.18 18-21 23124 24.27 27-30 30-33 3336 36-39 39-42 42.45
CcO
1.C
!

CO: comportamento de cogar a regido orofacial {(segundos)
LC: comportamento de levantar rapidamente a cabega (numero de vezes)

OBSERVACOQOES:
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ANEXO 2

FIG. 8 - ADMINISTRAGCAO DA DROGA NA ATM DO ANIMAL.

a) Administragdo da droga na ATM do animal, com uma agulha
hipodérmica calibre 30, que foi conectada a uma seringa de microlitro
Hamilton, por meic de uma cénula de polietileno P50.

b) Desenho esquematico mostrando o local de insercac da agulha.

FIG. 9 — IDENTIFICACAO VISUAL DO SITIO DE INJECAO DA
DROGA. As figuras acima mosiram a regido da ATM de rato
dissecada, confirmando o sitio de injecdo da droga (regi@o periarticular,
principalimente o condilo) corado pelo Azul de Evans.
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APENDICE

Tabelas suplementares dos resultados individuais da amostra

TABELA 1

Valores individuais da co-administracdo de L-NMMA (800ug) com
formalina 3% na resposta nociceptiva.

Rato Formatina 3% +Salina Formalina 3% +LNMMA

1 248.09 218.98
2 248.07 279.14
3 267.60 211.69
4 182.93 226.01
5 233.90
6 198.28
7 22045
8 23576
9 211.31

10 223.87

Mediatepm 227.026+7.977 233.955£135.343

Nio ha diferenga entre os grupos (p>0,05; teste Tukey).

TABELA 2

Valores individuais da co-administracdo de L-NMMA com formalina

0,5% na resposta nociceptiva.

Rato Formalina 0,5%  Formalina 0,5% Formalina 0,5% Formalina 0,5%
+Salina +LNMMA +LNMMA +DNMMA
- (ATM ipsilateral) (ATM contralateral)
1 107.88 443.06 118.29 52.10
2 61.41 147.98 74.55 59.89
3 77.65 300.18 52.60 79.47
4 64.74 253.57 86.46 60.76
5 39.55 118.58 73.49 61.25
6 106.69 181.49 79.65
Mediatepm  76.317+10.998 240.81+48 877 * 80.84:8.806 62.694+4.513

* (p<0,05; teste Tukey) indica uma diferenca significativa entre os grupos.
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TABELA 3
Valores individuais do aumento da concentracgo do L-NMMA na

resposta nociceptiva induzida pela formalina 0,5%.

Rato Formalina 0.5% +LNMMA  Formalina 0,5% +LNMMA  Formalina 0,5% +LNMMA
150 a0 e

i 110.62 116.85 443.06

2 105.67 161.44 147.98

3 85.74 129.15 300.18

4 226.48 102.08 253.57

5 49.55 121.80 118.58

6 98.42 183.59 181.49

7 110.52

8 29.00

9 91.95

i0 39.33

Mediatepm 94 728+17.484 135.818x12 487 240.81448.877 *

* (p<0,05; teste Tukey) indica uma diferenca significativa do 150ug.

Tabela 4

Valores individuais da aplicagdc do SNAP na ATM, na resposta
nociceptiva induzida pela formalina. SNAP (1200ug) foi, ou co-administrado com

formalina 3% na ATM ipsilateral (ip), ou aplicado na ATM contralateral (ct).

Rato  Formalina 3% +Salina Formalina 3% +SNAP Formalina 3% +SNAP
_ S _ {ATM ipsilateral) {ATM contralateral)
1 248.09 24.64 187.07
2 248.07 67.34 22574
3 267.60 54.60 182.03
4 182.93 85.77 249.09
3 233.90 34.11 238.26
6 198.28
7 220.45
8 23576
9 21131
10 223.87
Mediazepm 227.026+7.977 53.292+11.052 % 216.438+£13.556

* (p<0,053; teste Tukey) indica uma diferenca significante entre salina ¢ ATM contralateral.
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Tabela 5

Valores individuais do aumento da concentracgo de SNAP na resposta

nociceptiva induzida pela formalina 3%.

Rato Formalina 3% Formalina 3% Formalina 3% Formalina 3%
+SNAP 50 +SNAP 200 +SNAP 600 +8NAP 1200
1 93.73 88.20 62.96 24.64
2 159.78 84.32 64.61 67.34
3 166.73 58.99 59.50 54 60
4 161.84 63.14 55.59 83,77
5 130.32 100.86 7273 34.11
6 86.67 5996
Mediatepm 1424841376 8036316559 % 64.22542.547%  53.292:11052%

* (p<0,05; teste Tukey) indica uma diferenca significante do SNAP 50ug.

Tabela 6
Valores individuais da aplicacgo de SIN1 na ATM, na resposta
nociceptiva induzida pela formalina. O SIN1 foi, ou co-administrado com formalina

3% na ATM ipsilateral (ip), ou aplicado na ATM contralateral (ct).

Rato Formalina 3% +Salina Formalina 3% +5IN 1 Formalina 3% +SIN 1
N _ _ (ATM ipsilateral) (ATM contralateral)
1 248.09 43.07 220.67
2 248 07 33.27 198.02
3 267.60 41.13 212.45
4 182.93 40.62 228.18
3 233.90 51.28 238.11
6 198.28
7 220.45
8 235.76
9 211.31
10 223 .87
Mediatepm 227.026+7.977 41.874+2 881 * 219.486+6.834

* (p<0,05; teste Tukey) indica uma diferenga significativa da salina e ATM contraiateral.
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TABELA7
Valores individuais do aumento da concentragéo do SIN-1 na resposta

nociceptiva induzida pela formalina.

Rato Formalina 3% Formalina 3% Formalina 3% Formalina 3%
+SIN 1 (50) +SIN 1 (200) +SIN 1 (600) +SIN 1 (1200)

1 150.62 18.00 56.25 43.07

2 143.05 62.26 52.30 33.27

3 49.56 75.43 29.29 41.13

4 176.64 85.52 51.95 40.62

5 140.77 80.83 44.27 51.28
Mediatepm 132.128421.604 64.408£12.238 %  46.812+4.791 % 4187422881 *

* (p<0,05; teste Tukey) indica uma significante diferenga do 50ug.
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