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RESUMO

RESUMO

J4 € conhecido na literatura, que a administragdo do antagonista
opidide naloxona tanto via sistémica (YU et al., 1994) como it. (SEO et al.,
1995) promove uma recorréncia de aumento de atividade eletromiografica
nos misculos mastigatorios reflexamente induzida pela administragdo do
agente irritante e estimulante de fibras C, dlec de mostarda (OM), na
articulacdo temporomandibular (ATM) de ratos.

Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi testar o efeito da
administragdo intratecal (i.t.), direta sobre o submicleo caudalis (8c) do
antagonista oipéide ndo-seletivo, naloxona (30ug/30ul ), testar a
estereoespecificidade de seus efeitos nessa concentracfo, e verificar o
envolvimento especifico dos mecanismos opidides mu, delta e capa nesse
efeito recorrente.

Para issoc em 90 ratos anestesiados com uma mistura de
halotano/NO,/O,, a atividade eletromiogradfica foi registrada bilateralmente
nos musculos digastrico (DIG) e masseter (MASS) por 20 minutos. Na
sequéncia, 0 OM (20%, 20ul) foi administrado na ATM. Apés 30 minutos,
naloxona (30ug) ou seu isébmero inativo naloxona (+) ou um dos antagonistas
opidides especificos para o receptor mu, CTOP, (0,06; 0,18; 0,6ug),
receptor delta, Naltrindole (0,1; 0,5 mg) ou para o receptor capa, norBNI
(15pg) foi administrade (30ul, it) e a atividade eletromiografica foi
continuamente registrada por mais 50 minutos. A atividade eletromiografica
posterior & administragio de um dos diferentes antagonistas
opidides foi comparada estatisticamente com a atividade eletromiografica

basal precedente 4 administracdo do OM para determinar a
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ocorréneia de aumento significativo na atividade eletromiogrifica (teste
Mann-Whitney, p<0,05). A administragio it. do antagonista opidide
inespecifico, naloxona, induziu uma recorréncia estereoespecifica de
aumento de atividade eletromiografica, significativo, no DIG ipsilateral (Ip.)
(Média + desvio padrio, 1674 + 19,2%) e contralateral (Ct.) (161,7 %
21,9%) , no MASS Ip. (153,1 + 27,3%) ¢ Ct. (124,6 + 12,7) e a do
antagonista opibide especifico do receptor mu, CTOP (0,18 pg), nos MASS
Ip. (194,6 % 59,5%), DIG Ct. (203,9 £ 66,9%) e no DIG Ip. (185,6 £ 24,0).
Na concentragdo de 0,06pg, CTOP foi ineficaz em produzir o efeito
recorrente ¢ na de 0,60 pg, ndo promoveu um aumento adicional no efeito
observado na concentragfo de 0,18 pg. A administrag8o it. do antagonista
opidide especifico do receptor capa, norBNI, produziu uma recorréncia de
aumento de atividade eletromiografica, significativo, no DIG Ip. (131 *
11%) e MASS Ip. (110 + 5%). Por outro lado, a administragdo de
Naltrindole foi ineficaz em produzir o efeito recorrente nos musuclos
estudados.

Os  resultados evidenciam que a atividade muscular
reflexamente induzida pela estimulacéio nociva da ATM, ¢é modulada por um
mecanismo opiGide central, e apontam para o envolvimento especifico do
subtipo de receptor opidide capa e especialmente mu, na modulagio desse

reflexo nociceptivo.



1 -INTRODUCAO

As Disfungdes Crinio Mandibulares (DCM) representam uma
importante entidade clinica e comprometem a Articulagdo Temporo-
mandibular (ATM) e/ou os musculos matigatorios. Embora a injlria ou a
inflamagio da ATM efou dos musculos, ¢ a atividade muscular anormal
sejam consideradas fatores importantes na fisiopatologia das Disfungées
Témporomandibulares (DTM), a patogénese, o diagndstico e o tratamento
destas, tem gerado grandes controvérsias no meio odontologico.

Dentre os fatores que limitam o esclarecimento dessas
disfungbes tém-se a falta de conhecimento dos mecanismos fisioldgicos
envolvidos, e a falta de modelos experimentais apropriados para o estudo das
mesmas.

HAAS et al. (1991) desenvolveram wm modelo experimental
especifico para o estudo das condicdes dolorosas associadas a processos
inflamatorios agudos na ATM. O processo inflamatdrio foi induzido
experimentalmente através da administracfo de dleo de mostarda (OM), um
agente inflamatério e estimulante de fibras nervosas C (WOOLF & WALL,
1986; HANDWERKER & REEH, 1991).

Num estudo realizado recentemente, YU et al (1994a)
demonstraram que a adminstragdo de OM na ATM de ratos, promovia um
aumento reflexo na atividade eletromiogrifica dos musculos digastrico e
masseter. No entanto, verificaram que esse aumento era reversivel pois,
aproximadamente 20 minutos apds a administragio de OM, a atividade
eletromiogréafica retornava ao nivel basal de repouso, mesmo na vigéneia de

um processo inflamatério.
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Diante disso, os autores suspeitaram de que a excitacdo nervosa
desencadeada pela adminstragio de OM, deveria ativar algum mecanismo
supressor que limitaria esse aumento observado na atividade eletromiografica
dos musculos mastigatdrios.

O envolvimento de substincias opitides endégenas no processo
de modulagfio da sensag@o dolorosa ja ¢ bem conhecido na literatura. No
entanto, pouco se conhece a respeito dos efeitos centrais destas substancias
no Sistema Trigeminal em resposta a estimulos aplicados a tecidos
profundos, como a ATM, associados a processos inflamatdrios.

Assim sendo, YU et al (1994b), demonstraram que a
administraclo sistémica do antagonista opidide naloxona, 30 minutos apds a
administragdo de OM na ATM, periodo em que o primeiro aumento induzido
pelo OM j4 havia desaparecido, promovia um segundo aumento na atividade
eletromiografica dos misculos mastigatorios. Este segundo aumento,
observado na atividade eletromiografica apos a adminstracfio de naloxona,
foi definido como efeito recorrente.

Com esse trabalho, os autores demonstraram o envolvimento de
um mecanismo opidide supressor nas condicdes dolorosas associadas a
processos inflamatdrios agudos da ATM.

Como as alteragdes neuromusculares associadas & injlria e &
inflamaciio podem estar associadas a varias condigSes dolorosas
craniofaciais, incluindo as DTM ¢ a dor miofacial, o desenvolvimento de
trabathos que pudessem caracterizar os fendmenos basicos desse mecanismo
opioide supressor, recrutado por um processo mflamatério agudo e doloroso
da ATM , que limita a atividade dos misculos mastigatdrios, poderia
esclarecer alguns mecanismos associados a esse fenémeno e proporcionar

uma melhor compreensfo dos processos neuroquimicos envolvidos no
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mecanismo de modulagio das condigdes dolorosas craniofaciais agudas dos
tecidos profundos.

Diante disso, com o objetivo de testar a hipdtese de que o
aumento reflexo da atividade eletromiografica dos musculos digdstrico e
masseter desencadeado pela administracdo do agente inflamatério e
estimulante de fibras C, OM, na ATM de ratosé modulado por um
mecanismo opidide supressor central, propusemo-nos no presente trabatho a:

Verificar, em ratos,

1 - O efeito da administracdo intratecal (i.t.) de naloxona, um
antagonista opidide inespecifico, nas alteragbes eletromiograficas dos
misculos digastricos ¢ masseteres induzidas pela administracdo de OM na
ATM,

2 - Testar a estereoespecificidade dos efeitos da naloxona, e

3 - Utilizar antagonistas opitides especificos para os receptores
opidides mu, capa e delta para verificar qual (is) subtipo (s) estaria

envolvido (s) na modulag@o desse reflexo nociceptivo.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - VIAS NEURAIS PARA DOR OROFACIAL.

A dor proveniente da regifio orofacial corresponde a mais de
25% dos casos de reclamacdo de dor (SESSLE, 1987; LOE, 1993,). Para
sua melhor compreensfio € necessdrio conhecer 0§ mecanismos neurais
basicos através dos quais ela ¢ processada.

Segundo SESSLE (1986), em um trabalho de revisfo, muitas
terminagdes nervosas livres atuam como nociceptores, ou seja, receptores ou
orgdos sensoriais sensiveis a estimulos nocivos. A ativagio dos nociceptores
por sua vez, pode levar & excitagio de fibras nervosas aferentes transmitindo
ao Sistema Nervoso Central (SNC), informacdes sensoriais ¢ discriminativas
sobre as caracteristicas espacial e temporal de um estimulo nocivo, o que é
essencial para discernir sua qualidade, intensidade, duragfo e localizagfo. A
qualidade do estimulo parece ser codificada, perifericamente, pelo padrio de
resposta do aferente nociceptivo determinado por um estimulo nocivo
especifico, e a intensidade e a duragfio, pelas alteragSes no padriio gradual
da resposta. Por outro lado, a localizacdo do estimulo esta intimamente
relacionada com o campo receptivo da fibra nervosa, que corresponde a area
da pele, mucosa ou tecidos profundos, normalmente menor que 1 mm? a
partir da qual uma fibra nervosa aferente ou um neurdnio central e seus
receptores associados, podem ser estimulados.

As terminagles nervosas livres encontradas nos tecidos
craniofaciais como pele, mucosa oral, ATM, polpa dental, peridsteo,
periodonto ¢ musculos, estio associadas a fibras nervosas de pequeno

didmetro e baixa velocidade de condugdio, representadas pelas fibras
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mielinizadas A delta e pelas fibras amielinizadas C. Essas duas classes de
fibras nervosas aferentes nociceptivas, ¢ que conduzem a informac¢io nervosa
dos nociceptores ao complexo nuclear sensorial do SNC (COOPER &
SESSLE, 1992). Algumas fibras aferentes A delta e C respondem a
estimulos térmicos (frio ou calor) ou tateis, no entanto, fibras aferentes
mielinizadas mais grossas e rapidas, representadas pelas fibras A beta é que
conduzem especificamente, a informag#o tatil e proprioceptiva de receptores
mais complexos ao SNC.

As fibras nervosas aferentes nociceptivas tém sido classificadas
em trés tipos principais (DUBNER & BENETT, 1983):

1. A delta mecanotérmicas, que respondem a estimulos

térmicos e mecanicos intensos,

2. Polimodais C, que sfio sensiveis a estimulos mecinicos,

térmicos e quimicos intensos e,

3. Mecanoreceptivas de alto limiar de excitabilidade, que

respondem melhor a estimulos mecénicos intensos.

As informag¢Bes sensoriais provenientes dos tecidos
craniofaciais, sdo conduzidas ao complexo nuclear sensorial trigeminal do
tronco cerebral (cnstic), pelas fibras nervosas do nervo trigémio através do
ganglio gasseriano, onde o corpo destas fibras estd localizado.

As propriedades eletrofisiologicas dos neurdnios sensoriais
trigeminais sfo de grande relevancia, inclusive, eles tem sido classificados de
acordo com as caracteristicas de seu campo receptivo (SESSLE ef al., 1993),
em:

1. nociceptivo  especifico (ne), que sfo  sensiveis

exclusivamente, a estimulos nocivos, sendo inervados por

fibras A delta e C;
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2. multireceptivo (mr) ou neurSnios convergentes, que
respondem tanto a estimulos ndo nocivos, do tipo tatil, como a
estimulos nocivos, sendo inervados por fibras A beta, A delta
e (C;

3. mecanoreceptivo de baixo limiar, que sdo ativados apenas

por estimulos tateis leves.

O cnsttc € subdividido em niicleo sensorial principal (nsp) e
micleo do tracto espinhal (nte) que ¢ constituido pelos subntcleos oralis (s0),
interpolaris (si) e caudalis (sc), (SESSLE, 1995a).

O sc, localizado como o proprio nome diz, na regifio mais
caudal, ¢ uma estrutura laminada que estende-se até a porgHo cervical da
medula espinhal e se funde com o comno posterior da substincia cinzenta da
mesma. Ele contém neurdnios nociceptivos que participam de vias reflexas e
descendentes, e possui muitas caracteristicas funcionais e morfologicas
similares & dos neurdnios do corno posterior da substincia cinzenta da
medula espinhal (DUBNER, 1986). Estudos realizados em gatos e macacos
levaram-no a denominagdo de como posterior bulbar (HOFFMAN et al,
1981; HU er al., 1981).

Varios estudos anatdmicos tém-se concentrado nos mecanismos
neurais envolvidos nas condi¢Oes dolorosas craniofaciais provenientes de
tecidos profundos (CAPRA, 1987; WILDENFALK & WIBERG, 1990;
KIDQ et al., 1993).

Tem sido demonstrado, que a estimulacfo elétrica, mecénica
nociva e quimica, das fibras nervosas aferentes que suprem a regido do
pescogo, mandibula, misculos da lingua, assim como a ATM, excita uma
série de neurdnios do sc (AMANO et al, 1986; SESSLE er al., 1986,
BROTON et al., 1988; KOJIMA, 1990). Esses efeitos excitatorios refletem

o processo de convergéncia de fibras nervosas ¢ s80 consistentes com as
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evidéncias anatdmicas de impulsos aferentes provenientes da ATM e dos
musculos mastigatorios para o Sc {SHIGENAGA et al.,1988; NAZRUDDIN
et al., 1989).

Na verdade, poucos neurdnios parecem ser ativados,
exclusivamente, por impulsos provenientes de tecidos profundos. Tem sido
sugerido (DOSTROVSKY et al., 1991; HU, 1990} que cerca de 50 a 60%
dos neurdnios nociceptivos do Sc parecem apresentar uma extensiva
convergéneia de fibras nervosas aferentes, sendo elas provenientes da pele,
da mucosa, da ATM, dos misculos mastigatérios, da lingua, da polpa dental,
do pescogo e de vasos da dura-mater. Isso explica, pelo menos parcialmente,
a localizagfio imprecisa de estimulos nocivos profundos, tais como aqueles
envolvidos nas DTM e nos casos de dor miofacial (HU et al., 1993; SESSLE
et al., 1993).

Essa extensiva convergéncia de impulsos nervosos aferentes
também pode estar associada & dor referida, observada em varias condigdes
dolorosas craniofaciais, como nas DTM e em muitos tipos de dores de
cabega. Muitos destes impulsos aferentes convergentes, podem ser
demonstrados apenas através de estimulos elétricos, uma vez que estimulos
naturais (tateis) dificilmente desencadelam respostas nos neurdnios
provenientes das regiGes supridas por essas fibras nervosas aferentes
convergentes. Tais observagfes sugerem que estas conexdes aferentes
convergentes, relativamente ineficazes, podem constituir as bases cientificas
do processo de neuroplasticidade e “sensibilizagdo central”, observado em
situacdes de trauma periférico ou inflamagfio (DUBNER & RUDA, 1992).

Grande parte dos neurénios do cnsttc, projetam-se, diretamente
ou indiretamente, para o complexo ventrobasal (nicleo ventroposterior),
nicleo posterior e tilamo medial do tilamo contralateral, e a partir dessas

regides, a informacfio dolorosa é conduzida tanto, diretamente como
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indiretamente, para o cortex cerebral que por sua vez, parece estar associado

a localizagdo e discriminagdo da resposta dolorosa.
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2.2 - INFLAMACAO E DOR.

As terminacdes nervosas nociceptivas podem ser sensibilizadas
por uma série de estimulos nocivos. No entanto, a sensibilidade das mesma
parece aumentar apOs injuria leve, por exemplo, o limiar de excitabilidade
dos nociceptores pode ser diminuido por agentes quimicos ou estimulos
nocivos repetitivos. Esse aumento de responsividade é denominado de
sensibilizagdo periférica e parece ser o fator responsdvel pela hiperalgesia e
alodinia (LAMOTTE et al., 1991).

Os fendmenos que caracterizam a senstbilizagfo periférica apos
trauma ou inflamac8o tecidual envolvem a liberacfio de uma série de
substdncias neuroquimicas nos tecidos, como a bradicinina, ions potassio, a
substincia P , prostaglandinas, histamina e serotonina. E nfio s6 a liberagfio
como a difusfo dessas substincias, constituem a base da excitacfo e
sensibilizacdo dos aferentes primdrios nociceptivos, contribuindo com a
irradiacdo da dor a partir do sitio da injiiria, e a subsequente inflamacdo do
tecido adjacente.

WOOLF & WALL (1986), verificaram que a administragdo de
OM (20%, alil isotiocianato dissolvido em Oleo mineral), no tecido
periarticular de joelho de rato, induzia uma atividade reflexa por 25 a 90
minutos. Qutros autores, como MACMAHON & ABEL (1987),
demonstraram uma infiltracfo de neutrdfilos polimorfonucleares 1 h apds a
nstilagio de OM a 2,5 % na bexiga de rato.

Em se tratando de dor associada a inflamagiio da ATM, o
trabatho de HAAS ef ol (1992) é de grande relevancia, pois propdem um
modelo experimental em rato, de inflamacfio aguda na ATM. Para isso, os
autores administraram OM na ATM de ratos anestesiados, e avaliaram os

sinais de inflamagdo através do extravasamento plasmético do corante Azul
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de Evans, tanto visualmente, como por meio de técnicas de
espectrofotometria, ¢  avaliaram a  infiltragdo de  neutréfilos
polimorfonucleares, através de técnicas morfométricas.

Os resultados obtidos, demonstraram que o OM promoveu um
aumento gradual no extravasamento plasmatico de Azul de Evans, com pico
maximo de 30 minutos ap6s a administragdo do OM, e induziu a um aumento
significativo na infiltrag&o de neutréfilos polimorfonucleares.

A utilizagio do OM apresenta uma série de vantagens, uma vez
que ele possue caracteristicas especificas de um agente inflamatério,
efetividade cientificamente comprovada, e efeito relativamente rdpido, o que
simplifica os procedimentos experimentais favorecendo a reprodutibilidade e
as analises em curtos pericdos de tempo.

A atividade das fibras nervosas trigeminais também pode ser
alterada por trauma e inflamacfo. Tem sido demonstrado, que a
administracdo de OM no misculo masseter profundo (HU et al., 1992),
assim como na ATM de ratos, (HU et al., 1994), promove um aumento na
atividade e alteragGes neuropléasticas, nos neurdnios nociceptivos do Sc¢ do
NTE do cnsttc. Tais alteragdes neuroplésticas, caracterizadas pelo aumento
do campo receptivo neuronal, pelo aumento de atividade esponténea, e pela
excitabilidade aumentada aos estimulos apresentados, parecem representar
um processo de sensibilizacdio central, descrito anteriormente, nas vias
nociceptivas espinhais (WOQLF, 1992). Estas alteragGes parecem contribuir
com o aparecimento da hiperalgesia e da difusfio da dor apds a injiria de
tecidos profundos ou apds a inflamaciio (MENSE, 1993), e também,
parecem estar intimamente envolvidas nas condigdes dolorosas craniofaciais,
incluindo as DTM (SESSLE, 1995b).

Vale a pena ressaltar (YU er al, 1993), que os impulsos

provenientes de tecidos profundos, desencadeados por substincias algésicas
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como o0 OM, parecem ser, especialmente, mais efetivos que os cutdneos, na
indugdo de alteragBes neuropldsticas nas vias nociceptivas trigeminais
centrais. Tais alteracdes, explicariam pelo menos parcialmente, a maior
complexidade dos distirbios sensoriais que acompanham a injiria e a
inflamacgéo dos tecidos profundos em relagéio aos cutédneos (SESSLE & HU,
1991).

Embora os mecanismos envolvidos no processo de
sensibilizagdo central, documentado nos neurbnios nociceptivos trigeminais,
ainda ndo tenham sido totalmente estabelecidos, eles parecem envolver um
aumento na excitabilidade neuronal, no mimero de impulsos periféricos
desencadeados, ¢ uma diminuicfo da inibicdo segmental e/ou descendente
(CERVERO er al, 1992; REN er al., 1992; HOHEISEL et al. 1993).

As alteragbes neuromusculares também podem acompanhar a
injuria e inflamac8o. Tem sido demonstrado que as alteragfes neuroplasticas
induzidas pelo OM nos neurGnios nociceptivos frigeminais, localizados no
Se, estéio associadas a um aumento reflexo na atividade eletromiografica dos
musculos digastrico e masseter de ratos (YU er al, 1994a). Esse aumento
manifesta-se através da co-ativagio de misculos elevadores e depressores da
mandibula e apresenta uma laténcia de alguns segundos e uma duragio de 3
a 20 minutos.

HANNAM & SESSLE (1994), relataram, que o aumento
concomitante da atividade eletromiografica dos musculos elevadores e
depressores da mandibula, é de relevancia clinica no sentido de imobilizar a
mandibula, e proteger a ATM nas condigdes de injaria ou inflamagiio na
regido temporomandibular.

O aumento na atividade eletromiografica desencadeado pela
aplicacio de OM na ATM parece depender da integridade do Sc para

OCOTTCr.

20



TSAL et al. (1994), demonstraram que lesdes fisicas ou
quimicas, caracterizadas por transec¢éo cirdrgica do Sc do NTE ao nfvel do
obex, e por inje¢do de acido ibotdncio no Sc (destroe seletivamente os
neurdnios sem interromper o tracto espinhal trigeminal) respectivamente,
reduziam de forma significativa o aumento de atividade eletromiogrifica
induzido pela administragdo do OM na ATM.

Ainda testando e confirmando o papel segmental do Sc, no
aumento da atividade eletromiografica dos musculos mastigatérios
desencadeado pelo OM, os mesmos autores (1995), demonstraram que a
microestimulacdo elétrica da referida regifio, produzia um efeito excitatério
nos misculos digastrico e masseter. Observaram também, efeitos excitat6rios
semelhantes apos microinjecdo de glutamato, um aminodcido excitatdrio, na
regifio do Sc, indicando que os neur6nios e nfo as fibras de passagem
correspondiam aos elementos criticos.

Tais pesquisas indicam que os neurdnios do Sc produzem
efeitos excitatorios nos musculos elevadores e depressores da mandibula, em
laténcias que sugerem vias multissindpticas ou de condugio lenta do Sc para
0s motoneurdnios que inervam os musculos digdstrico e masseter. Qutros
trabalhos, demonstraram a existéncia de neurbnios que se projetam,
diretamente ou indiretamente, do Sc para o nucleo Motor do Trigémio
(NMT), (MIZUNO et al., 1983; JACQUIN et al., 1990). Diante disso, o Sc
tem sido considerado uma regifio critica, no processamento da regposta
reflexa nociceptiva craniofacial, desencadeada por estimulagdo nociva de
tecidos profundos ( HU er al,, 1997).

O aumento da atividade eletromiografica e as alteragGes
neuroplasticas nos neurdnios caudalis desencadeadas pelo OM, parecem
envolver uma série de processos neuroquimicos. YU et al (1996),

demonstraram que, quando o antagonista do receptor NMDA , MK801, era
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administrado tanto sistémicamente, como localmente, na regido da ATM, 5
minutos antes da aplicagdio do OM no mesmo local, o aumento na atividade
eletromiografica era bloqueado, sugerindo que os receptores NMDA centrais
e periféricos, podem estar envolvidos no inicio do desenvolvimento do
processo de sensibilizacdo central no sistema trigeminal.

Tem sido demonstrado também, (BAKKE et al., 1996), através
da administracdo intracerebroveniricular (i.c.v.) dos antagonistas das
taquiquininas, que os receptores da newroquinina A, NK;, mas nfo os da
Substdncia P, NK,;, estdo envolvidos no aumento da atividade
eletromiogrifica dos musculos digéstrico ¢ masseter, desencadeado pela

adminstra¢io de OM na ATM de ratos.
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2.3 - MECANISMOS OPIOIDES E MODULACAO DA RESPOSTA
DOLOROSA.

A descoberta dos peptideos opidides enddgenos na década de
70, resultou de um interessante processo de raciocinio. Uma vez que drogas
opidceas como a morfina atuavam no sistema nervoso de seres humanos,
provavelmente deveriam existir receptores especificos para as mesmas.

A existéneia de tais receptores foi comprovada em 1973,
quando PERT & SNYDER, demonstraram a existéncia de uma alta
densidade de receptores opidides no corno posterior da substincia cinzenta
da medula espinhal. A seguir o raciocinio logico. Porque existiriam
receptores opidceos no sistema nervoso humano? Certamente no teriam sido
desenvolvidos para interagirem com substdncias exdgenas, como o0s
derivados da papoula.

Diante de evidéncias da possivel existéncia de componentes
enddgenos similares 2 morfina, essas substincias foram pesquisadas e
encontradas.

Em 1975, HUGHES et al., isolaram do cérebro de porco, a
primeira classe de peptideos opidides enddgenos, as encefalinas ( leu-
encefalina, met-encefalina).

Posteriormente, SMYTHE & CHAO HO LI, isolaram as
endorfinas (JESSEL & KELLY, 1991) e GOLDESTEIN ef al. (1979), a
dinorfina.

Os peptideos opiédes enddgenos apresentam fungGes
adaptativas homeostaticas, sendo uma de suas principais propriedades, o seu
efeito na anti nocicepcdo (MILLAN, 1986; DICHIARA & NORTH, 1992).
Eles estio distribuidos no sistema nervoso e originam-se a partir da

degradagio de moléculas precursoras. A met e leu encefalina originam-se da
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pré-encefalina, a § endorfina da pré-opiomelanocortina e a dinorfina da pro-
dinorfina (KOOB, 1992).

Para exercerem seus efeitos fisiologicos, os peptideos opidides
endogenos se ligam a diferentes subtipos de receptores, que, no entanto, no
sfio totalmente especificos para nenhum deles.

Os receptores opidides foram classificados em 3 principais
subtipos, mu, delta e capa. Os receptores mu (1) possuem alta afinidade de
ligacio pela morfina e f endorfina, os delta (8) pelas encefalinas
{ met e leu ), e 08 capa (x) pela dinorfina. Tais receptores encontram - se
distribuidos em vérias regides do SNC como nas laminas I e II do corno
posterior da substincia cinzenta da medula espinhal, na substincia cinzenta
periaquedutal (scp), nos nficleos magno da rafe (nmr) e paragigantocelular
{(np) da medula rostroventral e sc, sendo que, todos eles estdo implicados na
modulacdo do processo doloroso (YOKOTA, 1985; YAKSH & STEVENS,
1988; FIELDS & BASBAUM, 1994, YAKSH & MALMBERG, 1994).

Os receptores y sdo subdivididos em u; e pp (PASTERNAK &
WOOD, 1986) sendo interessante de se notar que o receptor y, liga-se
preferencialmente, 4 morfina estando implicado numa série de efeitos
colaterais desencadeados pela mesma, como depressfo respiratoria, inibigfo
da motilidade gastro intestinal e varios sinais de dependéncia fisica. Dessa
forma, tem sido desenvolvido uma série de estudos voltados ao
desenvolvimento de substincias que atuam, preferencialmente, nos
receptores uy, no sentido de se obter um efeito analgésico, com o minimo de
efeitos colaterais.

Com relagio aos outros receptores, TRAYNOR (1989),
classificou 3 subtipos diferentes de receptores capa e JIANG et al. (1991)

relatou a existéncia de diferentes subtipos de receptores delta.
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Vale a pena ressaltar que os receptores opibides de ratos e
camundongos parecem ser, estruturalmente ¢ farmacologicamente, idénticos
aos receptores humanos, estabelecendo-se um importante elo de ligacio
entre os estudos em animais e a prética clinica (UHL et al, 1994).

Os opidides modulam a resposta dolorosa através de 3
mecanismos de ago: pré-sindptico, pés-sindptico direto e poOs-sindptico
indireto (desinibicdo) e, através desses mesmos mecanismos, eles produzem
os efeitos colaterais (DUGGAN & NORTH, 1984; DICKENSON, 1994).

Dados da literatura, como os relatados por BESSE ef al
(1990), demonstram a existéncia de uma grande quantidade de receptores
opidides em terminais nervosos pré-sinapticos. Tem sido demonstrado,
através de estudos eletrofisiolégicos, que os opidides inibem a liberagio de
neurofransmissores como glutamato ¢ substincia P, a partir dos terminais
nervosos pré-sindpticos.

Os opidides podem atuar tanto nos terminais pré como pos-
sindpticos, promovendo a abertura de canais de K' através da ativacio de
receptores p e §, e o fechamento dos de Ca™ via receptores k (NORTH,
1989). Tanto a abertura dos canais de K como o fechamento dos de Ca™,
promove uma  redugdio no influxo de Ca™ npo terminal pré e,
consequentemente, na liberagdio do neurotransmissor, e uma
hiperpolarizacio no terminal pds.

Os terminais das fibras C podem liberar uma séric de
substincias, como taquiquininas, aminoécidos excitatérios (glutamato) e
peptideos que atuam em diferentes receptores  pds-sindpticos.
Consequentemente, a capacidade dos opidides de atuar a nivel pré-sindptico

e reduzir a liberaclio de uma série de mediadores, equivale ao bloqueio de
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multiplos receptores pods-sindpticos, motivo pelo qual eles constituem uma
via de analgesia altamente efetiva (DICKENSON, 1997).

A agdo pos-sinaptica indireta dos opidides ocorre num circuito
neuronal composto por duas fibras nervosas. Em geral, uma fibra nervosa
inibitoria gabaérgica da substincia gelatinosa, e uma outra, que corresponde
ao terminal pos-sindptico. Neste caso, os opidides inibem as fibras inibitorias
gabadrgicas, permitindo que o terminal pos se torne ativo (MAGNUSON &
DICKENSON, 1991). Assim sendo, estudos eletrofisioldgicos demonstram
que neurdnios da substincia gelatinosa podem ser facilitados por substincias
opioides.

O complexo trigeminal do tronco cerebral ndo comporta-se
apenas, como uma estacfo de transmissfo de impulsos nervosos, ele estd
sujeito a modulagdo.

CHIANG et al. (1994, 1995), estudando o envolvimento da
drea parabraquial ¢ do nmr na modulagdo da atividade de neurbnios
nociceptivos do Sc, verificaram que, tanto a atividade neuronal espontinea,
como a induzida por estimulagfio mecénica tecidual, ou por estimulagio
elétrica de fibras A ¢ C cut8neas e profundas, eram comparavelmente,
inibidas pela estimulacgfio elétrica da area Parabraquial e do nmr.

Os estudos relacionados ao envolvimento de mecanismos
opidides no processamento da resposta dolorosa a nivel espinhal e
trigeminal, tem-se referido aos efeitos da morfina, dos peptideos opidides
enddgenos e ao papel dos circuitos neurais centrais nesses efeitos.

Segundo SESSLE (1996), a complexidade da organizagfio do
sistema trigeminal do tronco cerebral, caracterizada pela variedade de
impulsos e interconexdes existentes, ¢ responsavel pelas inlGmeras interagfes
entre os impulsos provenientes dos tecidos periféricos ou de regibes centrais

intrinsecas, como por exemplo a substdncia gelatinosa do sc. Também ¢
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responsavel, pelas influéncias modulatérias ascendentes exercidas pelo sc
sobre neurdnios localizados rostralmente, no complexo trigeminal do tronco
cerebral {(cttc) € pelos impulsos descendentes do cortex cerebral, scp e NMR
para os componentes rosiral e caudal do cttc.

Ainda segundo o mesmo autor, as interagles que ocorrem
nesses componentes, podem envolver processos que favorecem a facilitagio
ou inibi¢do de impulsos nociceptivos. Esses processos modulatérios, por sua
vez, parecem envolver a participagio de uma série de substincias
neuroquimicas endogenas, sendo que algumas delas, como a substincia P e o
glutamato apresentam influéncias facilitatérias na transmissfo nociceptiva e
outras, como as encefalinas, GABA, serotonina, influéncias inibitérias. O
autor sugere também, que a analgesia produzida por microinjecdo de
substincias opidides em regides intracerebrais, como a scp, e 0 nmr, parece
envolver a ativagiio de vias antinociceptivas, que possivelmente originam-se
nessas regides. Esses impulsos descendentes por sua vez, podem inibir a
transmissdo nociceptiva a nivel da medula espinhal e do complexo
trigeminal. A aplicago de opiddes, diretamente na medula ou no complexo
trigeminal, também pode induzir analgesia, provavelmente, através da
ativagdo de receptores opidides associados a alguns desses impulsos
descendentes, ou associados a neurdnios opidides intrinsecos ao corno
posterior da substincia cinzenta da medula espinhal ou sc.

Uma série de trabathos, tem evidenciado o envolvimento de
mecanismos opidides, na modulagio da transmissfo nociceptiva no sistema
{rigeminal.

Tem sido demonstrado, que o efeito supressor sobre o reflexo
de abertura bucal, assim como sobre os neurdnios isolados do so (SESSLE
& HU, 1981) e sc (SESSLE ef al, 1981) do sttc, desencadeado pela

microestimulagio elétrica do nmr e da scp, pode ser revertido pelo
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antagonista opidide naloxona, sugerindo o envolvimento de mecanismos
opidides enddgenos.

HENRY et al. (1980), avaliaram os efeitos da administragfio
iontoforética de morfina no sc, na resposta excitatéria de neurdnios
nociceptivos do sc, induzida pela aplicagiio periddica de glutamato,
controlada automaticamente. Os autores observaram que tanto o levorphanol,
como a met encefalina e a § encefalina deprimiam a atividade neuronal.

A microinjecfio de morfina no s¢ de macacos, treinados para
detectar ¢ discriminar estimulos térmicos nocivos (calor), também tem sido
associada a uma reducfo na percepclio da intensidade do estimulo
(OLIVERAS et al., 1986). Com esse trabatho, os autores demonstraram um
efeito opidide, farmacologicamente especifico, na modulagdo da intensidade
da resposta dolorosa, numa das primeiras estagbes de fransmissio que
compde a via de condugdo, deste tipo de informacio.

As encefalinas e os agonistas dos receptores opidides mu
DAMGO, mas ndc os do delta EPEPE, parecem inibir a atividade dos
neurdnios da substdncia gelatinosa do Sc do cnsttc, como demonstrado
através de técnicas de registro intracelular por GRUDT & WILLIAMS
(1994).

LUCCARINI et al. (1995), demonstraram uma reducfo na
resposta desencadeada por estimulos faciais nocivos, apds microinjecio de
morfina no so.

Também existe uma série de evidéncias demonstrando a
presenca de peptideos opidides enddgenos e receptores opidides, no sc.

MATTHEWS et al (1987), através de técnicas
imunocitoquimicas, demonstraram a presenga de encefalinas, em terminais

axodendriticos e axosomaticos do sc e da por¢io ventral do so.
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NISHIMOR et al. (1990), verificaram que a estimulacio de
aferentes trigeminais promove um aumento na expressio do RNAm de
preproencefalina nos mesmos. Mais recentemente, EBERSBERGER et al.
(1993) observaram, também no sc, que a expressiio de c-fos, um marcador
da atividade neuronal era reduzida por agonistas opidides, como a morfina.

Os trabalhos relacionados ao envolvimento de mecanismos
opidides, em resposta a impulsos desencadeados por processos inflamatérios
em estruturas profundas, sfio de grande relevéncia para a proposta do
presente estudo.

PLANAS ef al (1995), demonstraram o envolvimento do
sistema  opidide enddgeno na resposta fisioldgica a injiria local,
caracterizada pelo extravasamento plasmético em tecidos inflamados.
Verificaram que o antagonista opibide naloxXona, promove um aumento
significativo no edema induzido pela administragio subplantar de carrageina
na pata traseira de ratos.

Autores como LOMBARD & BESSON (1989), tém
demonstrado em ratos submetidos a um modelo experimental de artrite, que
a administracfio sistémica do antagonista opidide, naloxona (Img/Kg, i.v.),
induz a um aumento significativo na atividade de fibras C dos neurdnios
nociceptivos do corno posterior da substincia cinzenta da medula espinhal.
Trabalhos como este, assim como os de OSSIPOV er al (1996);
BORGBIERG (1996), sugerem a existéncia de um tonus opitide inibitério.

Os peptideos opidides enddgenos também parecem estar
envolvidos na inibicdo do aumento reflexo da atividade eletromiogréfica dos
musculos mastigatorios desencadeada por processos inflamatérios na regido
craniofacial. |

Tem sido demonstrado que o aumento reflexo da atividade

eletromiografica dos musculos digastrico e masseter, desencadeado pela
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administragio de OM no interior do primeiro molar superior (SUNAKAWA
et al, 1993) assim como na ATM de ratos (YU et al, 1994b), &
restabelecido, gquando o antagonista opidide naloxona ¢é administrado
sistemicamente, 30 minutos apds o OM.

SEO et al. (1995), demonstraram que a administracdo it de
naloxona, também 30 minutos apés a de OM na ATM, produz um efeito de
recorréncia de aumento de atividade eletromiografica dose dependente (1, 10
¢ 30 pg) na atividade dos musculos digdstrico e masseter ipsilateral e
contralateral & administragiic de OM.

A naloxona parece produzir efeitos de facilitagdo e de inibicio
1o corno posterior da Substéncia Cinzenta da Medula Espinhal. Ela tem sido
associada a diferentes respostas neuronais, a sinais de inibicdo, em
neurdnios localizados na porgio superficial desta regifio (FILZGERALD &
WOOQLF, 1980) e de facilitacdo em neurbnios localizados em ldminas mais
profundas (MOKHA, 1992). Os autores demonstraram também, que tais
efeitos eram estereoespecificos, uma vez que naloxona (+), o isdmero inativo
da naloxona(-), ndo produzia as mesmas alteragbes desencadeadas pela
mesma.

Segundo CATLEY et al. (1983), a administragfo sistémica de
morfina apresenta um efeito supressor sobre reflexos espinhais de coelhos.
Qs autores verificaram que tal efeito era revertido pela naloxona, ¢ também,
gue a administrac8o de naloxona mesmo na auséncia de morfina, aumentava
tais reflexos. Diante disso, os autores sugeriram que os peptideos opidides
sdo tonicamente liberados na medula espinhal de coelhos.

O antagonista opidide especifico para o receptor mu, CTOP,

também tem sido associado a efeitos excitatérios, como aumento na

atividade locomotora de ratos (BADIANI, 1995).
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A atual e recente disponibilidade de antagonistas especificos,
para os diferentes subtipos de receptores opidides, tem propiciado o estudo
do envolvimento destes, em diferentes condig¢tes dolorosas (NEGUS et al,,
1993; WATKINS et al., 1992).

Segundo MILL.AN (1989), os receptores opidides mu e capa,
parecem estar envolvidos na antinocicepgdo associada a estimulo térmico
ROCivo,

HOPE et al. (1990), relataram que os receptores opiddes mu,
delta e capa, apresentam diferentes efeitos nociceptivos nos neurdnios da
porgdo superficial (1&mina I) e profunda (laminas IfI-V) do corno posterior
da substancia cinzenta da medula espinhal.

GUIRIMAND et al (1994), estudaram o efeito da
administragdo i.t., na regifio do alargamento lombar da medula espinhal, de
diferentes antagonistas opidides, na resposta reflexa do musculo biceps
femural, desencadeada por estimulagio elétrica de fibras C do nervo sural.
Observaram que, a administragio de morfina inibia a resposta reflexa, e que
essa inibigio era, completamente, revertida pela administragdo it de
naloxona, CTOP (antagonista opidide mm), norBNI (antagonista opidide
capa) , mas apenas, parcialmente, por Nalirindole ( antagonista opiodide
delta).

STILLER ef gl (1993), avaliaram o efeito da administragéio
iontoforética do antagonista opidide capa, norBNI, antes e apds o
desenvolvimento de processo inflamatério induzido pela administragdo do
adjuvante de Freunds na pata traseira de rato. Os autores verificaram que, o
antagonista opidide norBNI, promoveu um aumento na resposta neuronal,
induzida pela aplicagfo de estimulo mecénico na articulagéo, em 37% dos
neurdnios do corno posterior da medula espinhal de ratos controle, e em 67%

dos neurdnios de ratos com inflamacfo, Os resuitados demonstraram que a
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resposta dos neurdnios do corno posterior da substincia cinzenta da medula
espinhal, desencadeada por estimulos mecanicos, pode ser modificada por
mecanismos opidides enddgenos, associados aos receptores cgpa,
particularmente, nas condi¢bes inflamatérias. Diante disso, os autores
sugerem que as alteragGes observadas no sistema opidide, na vigéncia de um
processo  inflamatério, podem servir para contrabalancear a
hiperexcitabilidade induzida pelo mesmo.

Num estudo eletrofisiologico, STANFA & DICKENSON
(1994), demonstraram através da administracio i.t. do antagonista opidide
capa, norBNI, que os receptores capa podem induzir respostas, facilitatérias
ou inibitorias, nos neurdnios nociceptivos do corno posterior da substéncia
cinzenta da medula espinhal apds indugfio de inflamacfo, através da
administrac8o de carrageina na pata traseira de rato.

Considerando-se o0s resultados observados apds aplicagfio
direta dos agonistas opidides capa na medula espinhal, tem sido sugerido
que a dinorfina, assim como outros agonistas opidides capa, parecem exercer
diferentes efeitos na meduia espinhal.

Segundo HYLDEN et al. (1989), esses efeitos incluem a
expansdo do campo receptivo neuronal, aumento na sensibilidade a estimulos
mecinico e térmico em alguns neur6nios e diminuigfio em outros. Esses dois
tipos de respostas podem representar a ativagfo de populagles neuronais
distintas ou podem refletir a interag@io dos antagonistas em mais de um tipo
de receptor.

Em relacio & dor associada a inflamag8o, DUBNER & RUDA
(1992) relatam que 4h apés a indugfo de um processo inflamatério na pata
traseira de rato através da administracdo do coadjuvante de Freunds, ha um

aumento na expressio de RNAm de preprodinorfina, ¢ que esse aumento,
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estd associado ao desenvolvimento de hiperalgesia, avaliada através de um
modelo comportamental.

Apesar dos receptores mu ¢ delta estarem envolvidos na
modulagdo da resposta dolorosa como descrito anteriormente, relatos da
interrelacio dos mesmos com a dor inflamatéria,  dificilmente sfo

encontrados na literatura.
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3 - MATERIAL E METODOS

Para realizacfo deste trabalho foram utilizados 90 ratos machos
{Sprague-Dawley) pesando entre 300 a 400g , provenientes do Biotério
Central da Universidade de Toronto.

Os animais foram mantidos em condigbes controladas de
temperatura, umidade e claridade (ciclos claro/escuro de 12h), sendo
oferecida alimentacfio e dgua, “ad libitum”.

Toda experimentagio animal foi aprovada pelo Comité de

Vigildncia Animal da Universidade de Toronto.

3.1 - PREPARO CIRURGICO.

Todos os procedimentos cirtrgicos foram realizados sob efeito
de anestesia geral, induzida ¢ mantida por uma mistura gasosa de 1/30,-
2/3NO, ¢ halotano a 5 e 1,5%, respectivamente, segundo LE BARS er al.
(1979).

Sob efeito anestésico, introduziu - se uma sonda na regifo retal
do rato para monitoramento da temperatura corporal e prevencio de
hipotermia.

Essa sonda era conectada a um termostato, de forma que, a
queda de temperatura para valores abaixo de 37°C acionava um mecanismo
que aquecia um cobertor elétrico sobre o qual o animal encontrava -se,
mantendo -se assim, um controle refinado de sua temperatura corporal.

Logo ap6s, a veia e a arteria femural direita foram expostas
cirurgicamente e canuladas para administragdo de drogas e monitoramento

da pressio arterial, respectivamente.
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De acordo com o método utilizado no laboratorio do Dr. Sessle
(HU ef al., 1993; YU et al, 1994a) um par de eletrodo eletromiografico
bipolar (um fio de ago inoxidavel revestido por teflon com a ponta exposta
cerca de 0,5-1 mm e de calibre 38-40) foram inseridos nos musculos
digastrico direito e esquerdo.

A seguir, o animal foi submetido a ventilagfo artificial. Para
isso, apds exposi¢do cirtrgica da traquéia, realizou-se traqueostomia e
inseriu-se uma canula traqueal. Para monitoramento da frequéncia cardiaca
introduziu-se um eletrodo (um fio de ago inoxidavel, 10 ¢m) na pele do
animal, tanto do lado direito como esquerdo, proximo a regido cardiaca. O
sinal eletrocardiografico foi amplificado ¢ observado em Osciloscopio
{marca - Hitachi, modelo-V-509).

Na sequéncia, o animal foi posicionado no estereotixico
(marca Kopf, modelo-1430). Para a administracio de drogas via it., com
acesso direto ao Sc, a superficie dorsal da regifio do pescogo foi exposta
cirurgicamente e os musculos localizados sobre a dura-mater, e entre o
crdnio e a vértebra atlas, foram afastados a partir da linha medial para
exposi¢io da dura-méter . A seguir, a mesma foi perfurada com uma agulha,
no lado direitc da medula oblonga e uma canula PE,; conectada a uma
seringa Hamilton (50ul), previamente preenchida com um dos antagonistas
opidides utilizados no presente trabalho, foi introduzida, sendo posicionada
no lado esquerdo do Sc, e fixada no local com isobutil cianoacrilato (Figura
1). Com a finalidade de excluir os animais com possivel lesfo medular, que
poderia ter sido cansada pela insersio da cédnula, a referida regifio foi
dissecada e examinada, cuidadosamente, imediatamente apds o sacrificio do

animal,
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Figura 1 - Implantagdo de cateter para administragdo dos diferentes
antagonistas opiodides, via i.t..



Para a remogéo das barras de ouvido e incisal, utilizadas para a
fixagdo inicial do animal no estereotaxico, dois parafusos foram inseridos na
superficie dorsal exposta do crénio, e ‘um cilindro de metal conectado ao
estereotaxico, foi posicionado em contato com os parafusos e fixado no local
com resina acrilica.

Em seguida, um outro par de eletrodo eletromiografico bipolar
foi inserido nos musculos masseter direito e esquerdo. A localizagdo dos
eletrodos foi confirmada através de dissecagdo pds morte, realizada
imediatamente apos cada experimento.

Para administragao do OM (20% alil isotiocianato, BDH, Poole,
dissolvido em 6leo mineral, 20 ul) uma agulha de calibre 30 conectada a uma
seringa de microlitro Hamilton (25ul) através de um tubo de polietileno PEsy,
foi introduzida na cépsula da ATM esquerda e mantida no local (Figura 2).
Para isso, a borda poéstero-inferior do arco zigomatico foi apalpada, e a
agulha inserida na por¢do inferior da mesma, sendo avangada em diregdo
anterior até contactar a porgéo pdstero - lateral do condilo. Tal contato era
verificado, movendo-se a agulha e a mandibula simultaneamente. Como
procedimento de rotina, o sitio de aplicagdo do OM foi confirmado, pos-
morte, através de indicadores de inflamagdo, tais como edema e
extravasamento plasmatico do corante Azul de Evans a 1% (20mg/Kg,i.v.)
injetado 10 minutos antes do animal ser sacrificado por uma injecéo letal de
Pentobarbital (i.v., 0,4 ml). Como o corante Azul de Evans se liga as
proteinas plasmaticas, o local da injecdo de OM foi identificado,
visualmente, de acordo com a aparéncia do corante extravasado (YU et
al.,1994).
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Figura 2 - Implantagfo de cateter na capsula da ATM para administragdo de
OM.
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Apds todo o preparo cirtirgico, a concentragdio de halotano foi
reduzida 4 0,8%, de forma que, pressionando-se a pata traseira do animal

com uma pinga, pudesse ser observado um pequeno reflexo extensor

(FALINOWER et al.,1994).

A frequéncia cardiaca, a pressfio arterial ¢ a temperatura
corporal foram continuamente monitoradas e mantidas dentro de niveis
fisiologicos de 330-430 batimentos/minutos, 90-120 mmHg e 37-37,5°C,

respectivamente.
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3.2 - REGISTRO DA ATIVIDADE ELETROMIOGRAFICA.

A atividade eletromiogrifica de cada musculo foi amplificada
(ganho de 10.000-50.000 vezes, amplitude de banda: 30-3000 Hz),
observada em OsciloscOpio e registrada através de um sistema de aquisi¢o
¢ processamento de dados composto por: um computador, CED 1401 Plus
hardware e software “Spike 27; CED, Cambridge; (velocidade de
amostragem 2000Hz).

A atividade eletromiografica dos misculos digdstricos e
masseteres fol registrada num periodo total de 100 minutos.

Nos animais em que o OM foi administrado , a atividade
eletromiografica basal foi registrada inicialmente por 20 minutos. A seguir, o
OM foi administrado na ATM, ¢ a atividade eletromiogréfica registrada por
mais 30 minutos. Apds esse periodo, a naloxona, ou um dos antagonistas
opidides especificos para os subtipos de receptores opidides mu, delta ou
capa, foi administrado via it., e a atividade eletromiogréfica, registrada por
mais 50 minutos. Devido a possibilidade de que os antagonistas opibides
pudessem alterar o padrfio da resposta eletromiografica, na auséncia de um
estimulo facilitatério, como o OM, cada um deles foi administrado via i.t.
isoladamente, como grupo controle. Nesses grupos experimentais, a
atividade eletromiografica basal foi registrada por um periodo de 50 minutos,
seguido pela administragdo de naloxona ou de um dos antagonistas opidides
especificos para os receptores mu, delta ou capa, ¢ posterior registro da

atividade eletromiogréfica por mais 50 minutos.
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3.3 - DROGAS UTILIZADAS:

1 - Oleo de Mostarda (alil isotiocianato) 20%, dissolvido em
Oleo Mineral, (Fonte: Sigma) e utilizado num volume de 20 pl

2 - Antagonistas Opidides:

Os antagonistas opiddes foram adminstrados intratecalmente
num volume total de 30 pl, durante um periodo de 60 seg.. As concentragdes
dos antagonistas opidides especificos dos receptores mu, delta ¢ capa
utilizadas no presente trabalho, foram baseadas no estudo de GUIRIMAND
et al. (1994).

Dentre eles inclue -se:

2.1 - Antagonista opidide nfo seletivo naloxona(-), 30 pg, SEOQ
et al, 1994, (Fonte:RBI, Natick, MA);

2.2 - Antagonista opidide nfio seletivo naloxona(+), isdmero
inativo, 30 ug, (Fonte: Research Triangle Institute, USA);

2.3 - Antagonista opidide especifico do receptor mu,
Cys’Tyr*Om®Pen’-amido (CTOP), em 3 conceniragdes, 0,06; 6,18; 0,60 ug
{Fonte:Peninsula Lab., Belmont, CA);

2.4 - Antagonista opidide especifico do receptor delta,
Naltrindole (NTI) em 2 concentragdes, 0,15 0,5 mg (Fonte:RBI);

2.5 - Antagonista opidide especifico do receptor capa,
norbinaltrophimine HC1 (norBNI), 15 ug, (Fonte:RBI, Natick, MA).
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3.4 - PROTOCOLO UTILIZADO:

1 - OM na ATM + naloxona(-), 30ug, i.t.
OM  naloxona (-)
v Y

I i ! i
0 &0 50 100 (min)

2 - naloxona(-), 30ug, isoladamente, i.t.

naloxona (-)

|

! { I i
0 20 80 100 {min}

3 - OM na ATM -+ naloxona (+, inativa), 30ug, i.t.

OM naloxona (+)

' ¢

i ] i ]
0 20 50 100 {min)

4-0OM na ATM + CTOP, 0,06 ug, it

OM CTOP
\ \
i I i i
0 20 50 100 (min)

5-OM na ATM + CTOP, 0,18 ug, it

OM CTOP
v v
i 1 | i
0 20 50 100 {rin)
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6 - CTOP, 0,18 g, isoladamente, i.t.
CTOP
'

i I i 1
0 20 50 100 {min)

7 - OM na ATM + CTOP 0,608, i.t.
OM  CTOP
\ '

i I ! |
0 20 50 100 {min)

8 - CTOP 0,604g, isoladamente, i.t.
CTOP
'

y 1
g 20 50 100 {mir)

9 - OM na ATM +NTI, 6, mg, i.t

oM NTI
¥ v
r I T !
0 20 50 100 (min)
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11 -NT1, 6,5mg, isoladamente, i.t.
NTI
'

| 1 i 1
0 20 50 100 (min)

12 - OM na ATM + norBNI, 15ug.
OM norBNI
' v

i T ] i
0 20 50 100 {min})

13 - norBNI, 15 ug, isoladamente, i.t.
norBNI
Y

I ¥ T i
0 20 50 100 {min)




3.5 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ELETROMIOGRAFICA.

Apds registro e processamento da resposta eletromiografica no
CED 1401 Plus software “Spike 27, o sinal eletromiografico foi retificado e
integrado em blocos de 1 minutos para posterior andlise.

O efeito da administracdo do OM na ATM, assim como o da
administracio it dos diferentes antagonistas opibides, foi avaliado pelas
alteracBes desencadeadas pelos mesmos, na atividade eletromiografica basal.

Esse nivel basal, por sua vez, corresponde 3 atividade
eletromiogréfica registrada no periodo precedente & administragio do OM ou
de um dos diferentes antagonistas opidides, no caso dos animais controles,
que nio receberam o OM.

O nivel basal de atividade -eletromiografica foi obtido
calculando-se a média dessa atividade nos 20 minutos ou 50 minutos iniciais
de registro, que precederam a administracio de OM ou de um dos
antagonistas opidides, respectivamente.

Os wvalores correspondentes & atividade eletromiogrifica
integrada por minuto, foram normalizados em relacdo ao nivel basal de
atividade de cada musculo e expressos como valor percentual da média do
nivel basal de atividade eletromiografica.

As alteragGes na atividade eletromiografica observadas apds a
adminisiracdo de OM ou de um dos antagonistas opidides, foram
consideradas significativamente aumentadas, quando um dos valores ,
agrupados nos blocos de 1 minuto, ultrapassassem 2 desvios padrio em
relagdo a média de nivel basal de atividade eletromiografica.

Para comparar a magnitude da resposta desencadeada pelos
antagonistas opidides, apbs a administragdo do OM, com os possiveis efeitos

desencadedos apenas pela administragdo isolada dos mesmos, assim como,
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para avaliar os efeitos desencadeados pelos diferentes antagonistas entre si,
calculou-se a 4rea (soma) dos valores de atividade -eletromiogrifica,
normalizados em relagic ac nivel basal, durante os 50 minutos de registro
posteriores & adminstragdo dos antagonistas opibides.

O periodo de tempo, decorrente entre o inicio da administragéo
de cada droga até a obtengfio de aumento significativo da atividade
eletromiografica, foi designado como laténcia da resposta, e o periodo de
tempo, decorrente entre o aumento da atividade eletromiografica e retorno ao

nivel basal de atividade, foi designado como duragfio da resposta.
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3.6 - ANALISE ESTATISTICA.

Para comparar o efeito desencadeado pelo OM e pelos
diferentes antagonistas opidides em relagfio a atividade eletromiografica
basal, utilizou - se o teste Wilcoxon.

Para comparar o efeito dos diferentes antagonistas entre si os
resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA ON RANKS),
com nivel de significincia igual ou menor a 0,05 para rejei¢do de nulidade.
Na presenga de significAncia na ANOVA, procedeu -se a andlise de
contrastes entre as médias aplicando-se o teste Dunn. O teste Mann-Whitney
foi utilizado para identificar os niveis de significancia, se 0,05 como indicado
pelo teste Dunn ou 0,01 ou mesmo 0,001, e para comparar cada grupo com
seu respectivo grupo controle.

Para realizacio dos calculos estatisticos utilizou - se o progama
Jandel Scientific composto pelo Sigma Stat e Sigma Plot.

O teste Fisher foi utilizado para comparar a incidéncia do
aumento de atividade eletromiogrifica entre os musculos apés a

administragdo dos diferentes antagonistas opidides.
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4 - RESULTADOS

Conforme observado nas figuras 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 11 nfio
houve variagio significativa na atividade eletromiografica basal de nenhum
dos misculos estudados dos animais dos 13 grupos experimentais, durante o
periodo de 20 ou 50 minutos que precederam a administragdo do OM ou de
um dos diferentes antagonistas opidides, respectivamente,

Os resultados da atividade eletromiogrifica dos misculos
digastricos e masseteres foram analisados utilizando-se dois parmetros, o
pico da resposta de cada 5 minutos dos 100 minutos de registro de atividade
eletromiografica e a area da resposta representada pela soma dos 30 ou 50
minutos de atividade eletromiografica posteriores & administracdo do OM ou
de um dos diferentes antagonistas opidides, respectivamente.

Os picos da resposta, assim como o desenvolvimento temporal

da mesma, estdo ilustrados nas figuras 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11.

48



4.1 - EFEITO DA ADMINISTRACAO DO OM NA ATIVIDADE

ELETROMIOGRAFICA DOS MUSCULOS DIGASTRICOS E
MASSETERES.

As figuras 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 e 11, mostram que a administragdo
de OM na ATM de ratos, promoveu um aumento significativo, acima do
nivel de atividade basal, na atividade eletromiografica dos musculos
digastrico e masseter ipsilateral e contralateral ao sitio da injegfo, em todos
0s grupos experimentais nos quais ele foi administrado (grupos:1, 3, 4, 5, 7,
9, 10, 12) com excecdio no muisculo masseter contralateral 4 administracio
do OM dos animais do grupo 9 (OM + NTI, 0,1 mg). Como observado, o
aumento reflexo na atividade eletromiogréfica dos musculos digéstrico e
masseter ipisilateral e contralateral & administracio do OM , possue uma
laténcia e duracdo de aproximadamente 1 e 20 minutos, respectivamente.

Na figura 3 e tabela 1, observa-se que a média da 4area de
atividade eletromiografica, dos misculos digastricos e masseteres, dos 30
minutos posteriores & administragio do OM na ATM, nfo diferiu
significativamente (p>0,05, teste Dunn) entre os grupos nos quais o mesmo

foi administrado.
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ALTERAGOES ELETROMIOGRAFICAS RELATIVAS A
ATIVIDADE ELETROMOIGRAFICA BASAL (100%)

GRUPOS EXPERIMENTAIS
mmm OM + Naloxona (-)

mmm OM + Naloxona (+)
OM + CTOP 0,06 pg
s OM + CTOP 0,18 ug
s OM + CTOP 0,60 pug
mmmm OM + NTI 0,1 mg
OM + NT1 0,5 mg
B OM + norBNI 15 pg

FIGURA 3 - Alteragdes eletromiograficas desencadeadas pela administragdo
de OM na ATM, nos diferentes grupos experimentais . Cada
coluna representa a média + DP da é4rea (soma) da atividade
eletromiografica dos 30 minutos posteriores a administragdo do
OM relativa a atividade eletromiografica basal (100%). Nao
houve diferenca significativa entre os grupos, quando o teste
Dunn foi aplicado (p>0,05).
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TABELA 1- Alteragoes eletromiograficas induzidas pela administragdo de
OM na ATM, nos diferentes grupos. Os dados expressos
como média + DP sdo valores normalizados da média da 4rea
dos 30 minutos posteriores & administragdo de OM, relativos a
média da atividade eletromiografica basal (100%). Valores
entre parénteses indicam o numero de ratos em cada grupo.

Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilaterala  contralaterala contralateral a
GRUPOS administragdo  administragdo  administragio  administragdo
de OM de OM de OM de OM
OM + Naloxone(-)
30pg/30pul 196,4 +19.6 % 266,1 +47.3 % 160,3 £ 12,2 % 1193 + 8,7 %
(n=7)
OM + Naloxone (+)
30pg/30pl 231,5+27,5%  2260+37,8%  1627+174%  101,1+1,3%
(n=6)
OM +CTOP
0,60ug/30ul 187,78 £ 13,8 % 190,0 £ 12,6 % 220,1 £29.4 % 109,4 + 44 %
(n=10)
OM + CTOP
0,18ug/30ul 308,3 +47,1 % 349.9 + 53,3 % 332,6 £79,7% 137,1 £ 19,7 %
(n=T7)
OM + CTOP
0,06pg/30ul 178,84 + 7.0 % 209.4 + 27,7 % 215,9 +26,0 % 1044 + 3,7%
(n=6)
OM + NTI1
0,5 mg/30pl 263,7+26 % 3704 £ 98,8 % 231,51+ 134 % 105,0 £3,1%
(n=7)
OM + NTI
0,1 mg/30ul 168,7+ 13,4 % 168,7 £ 13,4 % 150,3+ 15,4 % 109.8 + 9.8 %
(n=7)
OM + norBNI
15pg/30pl 165,7+ 13,7 % 165,7 £ 13,7 % 187.0 £31,1 % 1033 + 2,1 %
(n=6)

p>0,05, teste Dunn.
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42 - EFEITO DA ADMINISTRACAO LT. DO ANTAGONISTA
OPIOIDE  INESPECIFICO, NALOXONA, NA ATIVIDADE
EELTROMIOGRAFICA DOS MUSCULOS DIGASTRICOS E
MASSETERES.

Trinta minutos apés a administragio do OM na ATM, a
atividade eletromiografica dos musculos digéstrico e masseter ipsilateral e
contralateral ao sitio da injec¢do, ja havia retornado préximo ao nivel basal.

Como observado na figura 4, a administragdo i.t. de naloxona
(-) induziu no periodo de 2 a 10 minutos apés a administragdo da mesma,
uma recorréncia de aumento de atividade eletromiografica, significativa
(p<0,05, teste Wilcoxon), nos musculos digastrico e masseter ipsilateral e
contralateral a administracio do OM na ATM. O efeito recorrente foi
observado nos musculos digastrico ipsilateral e contralateral de todos os
animais do grupo e, em 6 de 7 animais, nos musculos masseter ipsilateral e
contralateral & administracdo do OM (tabela 2).

Com o objetivo de investigar possiveis efeitos excitatorios da
administragdo i.t. de naloxona(-) sobre a atividade dos musculos digastricos
e masseteres na auséncia do estimulo facilitatério desencadeado pelo OM, a
naloxona foi administrada isoladamente nos animais do grupo 2 .

A administracdo i.t. isolada de naloxona(-) nio promoveu
aumento significativo (p>0,05, teste Wilcoxon) acima do nivel de atividade
basal, na atividade eletromiogréfica dos musculos estudados (figura 4).

Com relagdo a incidéncia da resposta, a tabela 2 mostra que
apenas 1 dos 7 animais do grupo, apresentou um aumento de atividade

eletromiografica nos muisculos digastrico direito e esquerdo.
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Figura 4 - Alteragdes eletromiograficas induzidas pela administragdo i.t. de naloxona (-) 30
minutos apds a administragdo de OM na ATM ( @ grupo 1), e isoladamente
(M@ grupo 2 ). Cada ponto de dado representa a media = DP do pico de atividade
eletromiografica dos valores normalizados relativos a atividade eletromiogréfica basal.
A linha horizontal pontilhada indica a atividade eletromiografica basal. O pico de
atividade eletromiografica é mostrado em intervalos de 5 minutos, exceto os
registrados nos 5 minutos imediatamente apés a administragdo de OM na ATM e de
naloxona(-), via i.t., que sdo mostrados para cada minuto.*p<0,05 (teste Wilcoxon)
indica que a injegao de OM na ATM, e a administragdo i.t. de naloxona(-) apés o OM
promoveu um aumento significativo na atividade eletromiografica dos musculos
indicados. *p<0,05 (teste Wilcoxon) indica que a administragdo it. isolada de
naloxona (-) promoveu um aumento significativo na atividade eletromiografica do
musculo Digastrico Ct. (Ip.- ipsilateral, Ct.- contralateral).
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TABELA 2 - Incidéncia dos efeitos recorrente ou excitatério da
administracdo i.t. de naloxona na atividade dos musculos
digastricos e masseteres. Valores entre parénteses ( )
indicam o nimero de ratos em cada grupo; valores entre
chaves [ ], indicam o nimero de ratos que apresentaram um
aumento significativo de atividade eletromiografica (Pico
eletromiografico maior que 2 desvios padrio da média do
nivel basal) em cada musculo.

Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilaterala  contralaterala  contralateral a
GRUPO administragdo  administragdo  administragdo  administragdo
de OM de OM de OM de OM
OM-+ naloxona (-) il e e *%
30ug/30ul 100% [ 77 85,7%[61™ 100% [ 7 1" 85,7% [ 6]
(0=7)
naloxona (-)
30ug/30ul 12,5% [1] 0% [0] 12,5% [1] 0% [0]
(n=8)
OM + naloxona (+)
30pg/30ul 0% [0] 0% [0] 0% [0] 0% [0]
(n=6)

** p< 0,01, (teste Fisher), indica diferenga significativa em relagdo a naloxona (-),
# p<0,01, ##H# p<0,001, (teste Fisher), indica diferenca significativa em relagdo a
OM +naloxona (+),

A especificidade do efeito recorrente desencadeado pela
administragdo i.t. de naloxona (-) 30 minutos apés o OM, foi demonstrada
pela inefetividade da administragdo i.t. de seu par estereoisométrico, néo
antagonista, inativo naloxona(+), também 30 minutos ap6s a administragéo
do OM, periodo em que o aumento de atividade eletromiografica

desencadeado pelo mesmo, ja havia retornado aos niveis basais (figura 5).
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Figura 5 - Alteragdes eletromiograficas induzidas pela administragdo i.t. de naloxona

(-) (® grupo 1) e naloxona (+) ([ ® grupo 3 ) 30 minutos apés a
administragdo de OM na ATM. Cada ponto de dado representa a média +
DP do pico de atividade eletromiografica dos valores normalizados
relativos a atividade eletromiografica basal. A linha horizontal pontilhada
indica a atividade eletromiografica basal. O pico de atividade
eletromiografica é mostrado em intervalos de 5 minutos, exceto os
registrados nos 5 minutos imediatamente apos a administra¢do do OM na
ATM e de naloxona, via i.t., que sdo mostrados para cada minuto *p<0,05
(teste Wilcoxon) indica que a administragio de OM na ATM, e na
sequéncia, a i.t. de naloxona (-), promoveu um aumento significativo na
atividade eletromiografica dos musculos indicados. *p<0,05 (teste
Wilcoxon) indica que a injecdo de OM na ATM dos animais do grupo 3,
promoveu um aumento significativo na atividade eletromiografica dos
musculos indicados.  (Ip.- ipsilateral, Ct.- contralateral).
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Tanto a magnitude da resposta, ou seja, o aumento de atividade

eletromiografica representado pela drea (soma) dos 50 mimitos posteriores 4

administracdo de naloxona (-) (tabela 3), como a incidéncia da mesma

(tabela 2}, foram significativamente maior (p<0,05, teste Mann-Whitney) nos

musculos digastricos e masseteres dos animais do grupo no qual ela foi

administrada 30 minutos apds o OM (tabela 3).

TABELA 3 - Caracterizagio das alteracdes eletromiograficas induzidas pela
administracdo it de naloxona. Os dados expressos como
média £ DP sdo valores normalizados da média da area dos
50 minutos posteriores a administragdo de um dos diferentes
antagonistas opidides, relativos a média da atividade
eletromiografica basal (100%). Valores entre parénteses
indicam o nimero de ratos em cada grupo.

Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilateral a coniralateral a contralateral a
GRUPO administracgio administragio administragiio administragfo
de OM de OM de OM de OM
OM-+npaloxona(-) . . o "
Sﬂr(ugfi};)lnl 1674 £192% 1 1531 £27,3 % & 16L,74219% o 12463127%
“m
nalozona(-)
30pg/30pl 122,3 28,5 % 98229 % 109,34 6,7 % 984+ 1,5%
{&=7)
OM-+nalosona(+)
30pg/30ul 110,60 £9,6 % 97,7+2,5% 104,1 £5,7% 1022+0,7%
(0=6)

*p<0,05, Mp<0,,01 {teste Mann-Whitney) indica diferenga significativa quando OM-+naloxona () é

comparade com naloxona (- ,+p<0,05, "H"p<0,01 {teste Mann-Whitney) indica diferenca significativa
quando (M-+naloxons (-} & comparado com OM-+naloxona {+).

56



43 - EFEITO DA ADMINISTRACAQ IT. DO ANTAGONISTA
OPIOIDE ESPECIFICO PARA 0OS RECEPTORES MU, CTOP, NA
ATIVIDADE ELETROMIOGRAFICA DOS MUSCULOS DIGASTRICOS
E MASSETERES.

4.3.1 - CTOP (0,06 pg)

A administragdo it. do antagonista opidide especifico para o
receptor mu, CTOP, na concentraglio mais baixa utilizada, 0,06 pg, 30
minutos ap0s a administragio do OM na ATM, mostrou-se ineficaz em
produzir o efeito recorrente (figura 6), embora 1 dos 6 animais do grupo
tenha apresentado um aumento na atividade eletromiografica do musculo

digéstrico ipsilateral & administragfio do OM (tabela 4).
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Figura 6 - Alteragles eletromiograficas induzidas pela administragfio i.t. de CTOP, 0,06 ug, 30
minutos apds a administracdo de OM na ATM. Cada ponto de dado representa a
média + DP do pice de atividade eletromiogréfica dos valores normalizados relativos
a atividade eletromiogréfica basal. A linha horizontal pontithada indica a atividade
eletromijografica basal. O pico de atividade eletromiogréfica é mostrado em
intervalos de 5 minutos, exceto os registrados nos 5 minutos imediatamente apds a
administracio do OM na ATM e de CTOP (0,06 ng), via i.t., que sio mostrados
para cada minuto.*p<0,05 (teste Wilcoxon) indica que a injegdo de OM na ATM,
promoven um aumento significativo na atividade eletromiogréfica dos misculos
indicados. (Ip.- ipsilateral; Ct.- contralateral}.
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4.3.2 - CTOP (0,18 ug)

A administragdo de CTOP na concentragdo de 0,18 pg, nas
mesmas circunstdncias, induziu uma recorréncia de aumento de atividade
eletromiogréfica significativa (p<0,05, teste Wilcoxon) nos misculos
digastrico ipsilateral e contralateral ¢ masseter ipsilateral & administragfio do
OM na ATM (figura 7). Todos os animais do grupo apresentaram um
aumento na atividade eletromiografica nos musculos masseter ipsilateral e
digastrico contralateral, 6 de 7, no digastrico ipsilateral e 3 de 7, no masseter
contralateral (tabela 4).

A administragdo isolada de CTOP (0,18 pg) induziu um
aumento significativo (p<0,03, teste Wilcoxon) acima do nivel de atividade
basal na atividade eletromiografica dos musculos digastrico ipsilateral e
contralateral e masseter ipsilateral 4 administracdo de OM na ATM (figura
7). Dos 7 animais do grupo, 4 apresentaram um aumento de atividade
eletromiografica no musculo digastrico ipsilateral, 3 no masseter ipsilateral e
2 no digastrico contralateral (tabela 4).

Além disso, a magnitude da resposta, ou seja, o aumento de
atividade eletromiografica representado pela 4rea dos 50 minutos posteriores
a administragdo de CTOP foi significativamente maior (p<0,05, teste Mann-
Whitney) nos musculos digastrico e masseter ipsilateral e digastrico
contralateral 4 administracio de OM, dos animiais do grupo no qual ele foi
administrado 30 minutos apés o OM, guando comparada com a de seu
grupo controle, ou seja, o grupo de animais no qual ele foi administrado
isoladamente (tabela 5). A incidéncia da resposta desencadeada pelo CTOP

apbés 3 administragho de OM também foi signicativamente maior nos
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musculos masseter ipsilateral e digdstrico contralateral a administracdo de

OM quando comparada com a de seu grupo controle (tabela 4).
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Figura 7 - AlteragGes eletromiogréficas induzidas pela administragio i.t. de CTOP, 0,18 pg, 30
minutos apds a administragdo de OM na ATM (@ grupo 5), e isoladamente (W grupo
6 ). Cada ponto de dado representa a média + DP do pico de atividade eletromiografica
dos valores normalizados relativos a atividade eletromiografica basal. A linha
horizontal pontilhada indica a atividade eletromiografica basal. O pico de atividade
eletromiografica é mostrado em intervalos de 5 minutos, exceto os registrados nos 5
miutos imediatamente apés a administragdo do OM na ATM e de CTOP, 0,18 pg, via
i.t., que sdo mostrados para cada minuto.*p<0,05 (teste Wilcoxon) indica que a
administragdo de OM na ATM, e na sequéncia, a i.t. de CTOP nessa concentragio,
promoveu um aumento significativo na atividade eletromiografica dos musculos
indicados. *p<0,05 (teste Wilcoxon) indica que a administragdo isolada de CTOP,
nessa concentragdo, também promoveu um aumento significativo na atividade
eletromiografica dos musculos indicados. (Ip.- ipsilateral, Ct.- contralateral).
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4.3.3 - CTOP (0,60 pg)

Aumentando - se a concentragdo para 0,60 pg, a administragdo
1.t. de CTOP 30 minutos apds a administragdo de OM na ATM, induziu uma
recorréncia de aumento de atividade eletromiogréfica significativa (p<0,05,
teste Wilcoxon) nos musculos digastrico ipsilateral e contralateral (figura 8).
Dos 10 animais do grupo, 9 apresentaram um aumento de atividade
eletromiografica nos musculos digastrico ipsilateral e contralateral e 5 no
masseter ipsilateral e contralateral &4 administragdo do OM (tabela 4).

A administragdo i.t. isolada de CTOP (0,60 pg) ndo induziu um
aumento significativo (p>0,05, teste Mann-Whitney,) acima do nivel de
atividade basal, na atividade eletromiografica de nenhum dos musculos
estudados (figura 8) embora dos 7 animais do grupo, 3 tenham apresentado
um aumento de atividade eletromiografica nos musculos digastrico e
masseter ipsilateral e digastrico contralateral e 1 no masseter contralateral a
administragdo do OM na ATM (tabela 4).

A magnitude da resposta, ou seja, o aumento de atividade
eletromiografica, representado pela area dos 50 minutos posteriores a
administragdo de CTOP, ndo foi significativamente maior (p>0,05, teste
Mann-Whitney) em nenhum dos musculos dos animais do grupo no qual
CTOP, 0,60 pg, foi administrado 30 minutos ap6s a administragdo do OM ,
quando comparada com a de seu grupo controle, ou seja, o grupo de animais
no qual ele foi administrado isoladamente nessa concentragdo (tabela 5), o

mesmo ocorrendo com a incidéncia da resposta (tabela 4).
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Figura 8 - Alteragdes eletromiogréficas induzidas pela administragdo i.t. de CTOP, 0,60 pg, 30
minutos apos a administragdo de OM na ATM @ grupo 7 ), e isoladamente (B grupo
8 ). Cada ponto de dado representa a média + DP do pico de atividade eletromiografica
dos valores normalizados relativos a atividade eletromiografica basal. A linha horizontal
pontilhada indica a atividade eletromiogrifica basal. O pico de atividade
eletromiografica é mostrado em intervalos de 5 minutos, exceto os registrados nos 5
minutos imediatamente apds a administragdo do OM na ATM e de CTOP, 0,60 pg, via
i.t., que sdo mostrados para cada minuto.*p<0,05 (teste Wilcoxon) indica que a
administragdo de OM na ATM, e na sequéncia, a i.t. de CTOP nessa concentragdo,
promoveu um aumento significativo na atividade eletromiogrifica dos musculos
indicados. (Ip.- ipsilateral, Ct.- contralateral).
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TABELA 4

Incidéncia dos efeitos recorrente ou excitatério da
administra¢do i.t. d¢ CTOP em diferentes concentragdes,
na atividade eletromiografica dos musculos digastricos e
masseteres. Valores entre parénteses ( ) indicam o niimero
de ratos em cada grupo; valores entre chaves [ ], indicam o
nimero de ratos que apresentaram um aumento
significativo de  atividade eletromiografica  (Pico
eletromiografico maior que 2 desvios padrdo da média do
nivel basal) em cada musculo.

Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilateral a contralaterala  contralateral a
GRUPO administracdo  administragdo administragdo  administragdo
de OM de OM de OM de OM
OM+CTOP " e
0,60pg/30p1 50% 5] 50%[5]
it 90% [9] 90% [9]
CTOP
0,60pg/30p1 42,8% [3] 42,8% [3] 42,8% [3] 16,6% [1)
(m=7)
OM+CTOP
018,g/30p1 $5.7% 161 100%[7] T 100%[7] T 28%(31]
0=7) '
CTOP
0,18ug/30ul 57 % [4] 42,8 % [3] 28,6 % [2] 0%[0]
(0=7)
OM+CTOP
0,06p.2/30ul 16,6 % [1] 0%[0] 0%[0] 0%[0]
(n=6)

" 5<0,05, "p<0,01, © p<0,001, (teste Mann-Whitney) indica diferenga significativa
quando comparado com OM+CTOP 0,06 pg
+p<0,05, (teste Mann-Whitney) indica diferenca significativa quando OM+CTOP
0,18ug é comparado com CTOP 0,18 pg/30pulL
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TABELA 5 - Caracterizagdo das alteragdes eletromiograficas induzidas pela

administragdo i.t de CTOP. Os dados expressos como média +
DP sédo valores normalizados da média da area dos 50 minutos
posteriores a administragdo de CTOP, relativos a média da
atividade eletromiografica basal (100%). Valores entre
parénteses indicam o nuimero de ratos em cada grupo.

Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilateral a contralateral a  contralateral a
GRUPO administragdo  administragdo  administragdo  administra¢do
S deOM ~ deOM  deOM de OM
OM+CTOP
ﬁ,lﬁzngf%ﬂul 185,6+240%"  1947+595%" 2039+669%" 1095£11,6%
.
CcTOoP
0,18ug/30ul 122,2+15,5% 112,8+11,7% 1124+ 4.8 % 101,3+22%
(n=7)
OM+CTOPFP
0,60ug/30ul 137,6 £ 18,9 % 175,7 £ 121,6 % 1445+ 272 % 108,5+ 12,7 %
(n=10)
CTOoP
0,60pg/30ul 114,8 £ 10,8 % 109,8 + 7,4 % 107,5+5,5% 101,2+£3,7%
(n=6)

# p<0,05 (teste Mann-Whitney) indica diferenga significativa quando OM+CTOP
0,18ug/30ul ¢ comparado com CTOP 0,18g/30ul
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44 - EFEITO DA ADMINISTRACAO IT. DO ANTAGONISTA
OPIOIDE ESPECIFICO PARA O RECEPTOR DELTA, NTI, NA
ATIVIDADE ELETROMIOGRAFICA DOS MUSCULOS DIGASTRICOS
E MASSETERES.

A administragdo i.t. do antagonista opidide especifico para o
receptor delta, NTI, na concentragdo de 0,1 mg (grupo 9) ou 0,5 mg (grupo
10), 30 minutos apés a administragio de OM, mostrou-se ineficaz em
produzir o efeito recorrente (figuras 9, 10). Como observado na tabela 6,
apenas 1 dos 7 animais do grupo 9 apresentou um aumento de atividade
eletromiografica nos musculos digastrico ipsilateral e contralateral e 2 no
masseter ipsilateral, 2 animais dos 7 do grupo 10 nos musculos digastrico e
masseter ipsilateral, 3 no digastrico contralateral e 1 no masseter
contralateral & administragdo do OM.

Como esperado, a administragdo i.t. isolada de NTI 0,5 mg,
também ndo produziu um aumento significativo na atividade eletromiogréfica
dos musculos estudados (figura 10). Como observado na tabela 6, 3 dos 8
animais do grupo apresentaram um aumento na atividade eletromiografica no
musculo digastrico ipsilateral, 1 nos masseteres ipsilateral e contralateral e 4
no digastrico contralateral.

Os efeitos desencadeados pela administragdo i.t. de NTI
(0,1 mg; 0,5 mg) 30 minutos apés a administragdo de OM na ATM e pela
administragdo it isolada de NTI (0,5 mg) ndo diferiram estatisticamente,

p>0,05, teste Mann-Whitney (tabelas 6, 7).
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Figura 9 - Alteragdes eletromiograficas induzidas pela administragdo i.t. de NTI, 0,1 mg, 30
minutos apds a administragdo de OM na ATM. Cada ponto de dado representa a
média + DP do pico de atividade eletromiografica dos valores normalizados relativos a
atividade eletromiografica basal. A linha horizontal pontilhada indica a atividade
eletromiogréfica basal. O pico de atividade eletromiografica é mostrado em intervalos
de 5 minutos, exceto os registrados nos 5 minutos imediatamente apds a administragdo
do OM na ATM e de NTI i.t.,, que sdo mostrados para cada minuto .*p<0,05 (teste
Wilcoxon) indica que a administragdio de OM na ATM, promoveu um aumento
significativo na atividade eletromiografica dos musculos indicados. (Ip.- ipsilateral,
Ct.- contralateral).
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Figura 10 - Alteragdes eletromiograficas induzidas pela administragdo i.t. de NTI, 0,5 mg, 30
minutos ap6s a administragdo de OM na ATM ( @ grupo 10 ), e isoladamente
(m grupo 11 ). Cada ponto de dado representa a media + DP do pico de atividade
eletromiografica dos valores normalizados relativos a atividade eletromiografica
basal. A linha horizontal pontilhada indica a atividade eletromiogréafica basal. O
pico de atividade eletromiografica é mostrado em intervalos de 5 minutos, exceto os
registrados nos 5 minutos imediatamente apds a administragdo do OM na ATM e de
NTI, via i.t., que sdo mostrados para cada minuto.*p<0,05 (teste Wilcoxon) indica
que a administragdo de OM na ATM promoveu um aumento significativo na
atividade eletromiogrifica dos musculos indicados. (Ip.- ipsilateral; Ct.-
contralateral).
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TABELA 6 - Incidéncia dos efeitos recorrente ou excitatério da
administra¢do i.t. de NTI em diferentes concentragdes, na
atividade eletromiografica dos miusculos digastricos e
masseteres. Valores entre parénteses ( ) indicam o nimero
de ratos em cada grupo; valores entre chaves [ ], indicam o
nimero de ratos que apresentaram um aumento
significativo de atividade eletromiografica (Pico
eletromiografico maior que 2 desvios padrdo da média do
nivel basal) em cada musculo.
Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilateral a contralaterala  contralateral a
GRUPO administragdo = administragdo = administragéo administragdo
__ deOM deOM = deOM __deOM
OM + NTI
0,5mg/30pl 28,6 % [2] 28,6 % [2] 42,8 % [3] 14,3 [1]
(0=7)
NTI
0,5mg/30ul 37,5 % [3] 12,5 % [1] 50% [4] 12,5 % [1]
(n=8)
OM + NTI
0,1mg/30ul 14,3 % [1] 28,6 % [2] 14,3 %[1] 0% [0]
(0=7)
p>0,05 (teste Fisher)
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TABELA 7 - Caracterizagdo das alteragdes eletromiograficas induzidas pela
administrag@o i.t de NTI. Os dados expressos como média +
DP sdo valores normalizados da média da area dos 50 minutos
posteriores a administragdo de NTI, relativos a média da
atividade eletromiografica basal (100%). Valores entre
parénteses indicam o numero de ratos em cada grupo.

Digastrico Masseter Digéstrico Masseter
ipsilateral a ipsilaterala  contralaterala  contralateral a
GRUPO administragio ~ administragdo  administragdo  administragdo
B de OM ~ deOM deOM de OM
~ OM+NTI
0,1 mg/30pli 101,7 £ 0,9 % 120,5 £ 21,6 % 105,4+4,2 % 99,3+3,4%
(n=7)
OM+ NTI
0,5 mg /30pl 1044 +3,7% 108,9 £9,2 % 107,1£3,1 % 1009+22%
(n=7)
NTI
0,5 mg /30ul 1143+155% 96,8+ 1,3 % 109,3 + 8,6 % 99,7+ 1,6%
(n=8)
p>0,05 (teste Mann-whitney)
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4.5 - EFEITO DA ADMINISTRACAO IT. DO ANTAGONISTA
OPIOIDE ESPECIFICO PARA O RECEPTOR CAPA, norBNI, NA
ATIVIDADE ELETROMIOGRAFICA DOS MUSCULOS DIGASTRICOS
E MASSETERES.

A administragdo i.t. do antagonista opidide especifico para o
receptor capa, norBNI, na concentragdo de 15 pg, 30 minutos apds a
administracdo do OM na ATM, induziu a uma recorréncia de aumento de
atividade eletromiografica significativa (p<0,05, teste Wilcoxon), nos
musculos digastrico ipsilateral e contralateral e masseter ipsilateral a
administragdo do OM (figura 11). Todos os 6 animais do grupo apresentaram
um aumento de atividade eletromiografica nos musculos digastrico
ipsilateral, 3 no masseter ipsilateral, 4 no digastrico contralateral ¢ 2 no
masseter contralateral (tabela 8).

A administragdo i.t. isolada do mesmo, ndo induziu um aumento
significativo (p>0,05, teste Wilcoxon) em nenhum dos musculos estudados
(figura 10), embora dos 6 animais do grupo, 4 tenham apresentado um
aumento na atividade eletromiografica dos musculos digastrico ipsilateral e
contralateral, 3 no masseter ipsilateral e 2 no masseter contralateral
(tabela 8).

A magnitude da resposta, ou seja, o aumento de atividade
eletromiografica representado pela area dos 50 minutos posteriores a
administragdo de norBNI, do grupo de animais no qual o norBNI foi
administrado 30 minutos apos a administragdo do OM, foi significativamente
maior (p<0,05, teste Mann-Whitney) no musculo digéstrico ipsilateral ‘a
administragdo de OM, quando comparada com a de seu grupo controle, ou

seja, 0 grupo no qual ele foi administrado isoladamente (tabela 9).
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Figura 11 - Alteragdes eletromiograficas induzidas pela administragdo i.t. de norBNI, 15 pg, 30
minutos apos a administragdo de OM na ATM ( @ grupo 12 ), e isoladamente
( M grupo 13 ). Cada ponto de dado representa a média + DP do pico de atividade
eletromiografica dos valores normalizados relativos a atividade eletromiografica
basal. A linha horizontal pontilhada indica a atividade eletromiogrifica basal. O
pico de atividade eletromiografica é mostrado em intervalos de 5 minutos, exceto os
registrados nos 5 minutos imediatamente apés a administragdo do OM na ATM e de
norBNI, via i.t., que sdo mostrados para cada minuto. *p<0,05 (teste Wilcoxon)
indica que a injecdo de OM na ATM e a administragdo i.t. de norBNI nessa
concentragdo apés o OM , promoveu um aumento significativo na atividade
eletromiografica dos muisculos indicados. (Ip.- ipsilateral; Ct.- contralateral).
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TABELA 8 - Incidéncia dos efeitos recorrente ou excitatério da
administragdo it. de norBNI, na  atividade
eletromiografcia dos musculos digastricos e masseteres.
Valores entre parénteses ( ) indicam o nimero de ratos em
cada grupo; valores entre chaves [ ], indicam o nimero de
ratos que apresentaram um aumento significativo de
atividade eletromiografica (Pico eletromiografico maior
que 2 desvios padrdo da média do nivel basal) em cada
musculo.

Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilaterala  contralaterala  contralateral a
GRUPO administragéo administragdo  administragdo administragdo
de OM de OM. de OM de OM
OM + norBNI
15ug/30u1 100% [6] 50% [3] 66,7 % [4] 33,3 % [2]
(n=6)
norBNI
15ug/30ul 66,7 % [4] 50% [3] 66,7 % [4] 33,3%[2]
(n=6)

p>0,05 (teste Fisher)
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TABELA 9 - Caracterizagdo das alteragdes eletromiograficas induzidas pela
administracdo i.t de norBNI. Os dados expressos como média
+ DP sdo valores normalizados da média da area dos 50
minutos posteriores a administracdo de norBNI, relativos a
média da atividade eletromiografica basal (100%). Valores
entre parénteses indicam o numero de ratos em cada grupo.

Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilaterala  contralaterala  contralateral a
GRUPO administragdo  administragdo  administragdo  administra¢do
 deOM deOM ~ deOM = deOM
~ OM + norBNI
15:1glzl)]pl 130,9 + 11,0 % " 110,1 £ 4,4 % 107,8 £ 6,1 % 1032+19%
e
norBNI
15pg/30p1 103,1 £1,7% 113,7+8,5% 111,4+89% 103,4+5,0%
(n=6)

‘p<0,05 (teste Mann-Whitney) indica diferenga significativa quando OM-+norBNI
15ug/30pl é comparado com norBNI 15ug/30pul.
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46 - EFEITO DA ADMINISTRACAO IT. DOS DIFERENTES
ANTAGONISTAS OPIOIDES.

Como observado na tabela 10, figura 12, CTOP (0,18 pg) foi o
antagonista opidide mais potente em produzir o efeito recorrente de aumento
de atividade eletromiografica apds a administragdo de OM na ATM, sendo
seguido pela naloxona, norBNI e NTI.
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GRUPOS EXPERIMENTAIS

B OM + Naloxona (-)

N OM + CTOP 0,18 pug
OM + Naltrindole 0,5 mg

I OM + norBNI

Figura 12- Comparagdo do efeito recorrente desencadeado pelos diferentes antagonistas opidides.
Cada coluna representa a média + DP da area da atividade eletromiografica dos 50
minutos posteriores a administragdo dos mesmos, relativa a ativividade
eletromiografica basal (100%).**¥p<0,01, ***p<0,001 (teste Mann-Whitney) indica
diferenga significativa em relagdo ao grupo OM+ NTI 0,5 mg .##p<0,01 (teste Mann-
Whitney) indica difereng¢a significativa em relagdo ao grupo OM + norBNI. (Ip.-
ipsilateral; Ct.- contralateral).
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Tabela 10 - Comparacéio do efeito recorrente desencadeado pelos diferentes
antagonistas opi6ides. Os dados expressos como média + DP
sdo valores normalizados da média da 4rea dos 50 minutos
posteriores & administragio de um dos antagonistas opidides
relativos a atividade eletromiogréfica basal (100%). Valores
entre parénieses indicam o nimero de ratos em cada grupo.

Digéastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilateral a  contralaterala  coptralateral a
GRUPO administracio  administrag80  administragio  administragiio
de OM de OM de OM de OM
OM-+naloxona(-) e o
30&{37?;;1 1674 £192% 1531 273 % 50,0190  12463127%
OM +CTOP
0,189/30p! 185,6 £ 24,0 %** 194,7 £ 59,5 %** 203,91 66,9 %* 1095+11,6%
(0=T}
OM + NTI
0,5 mg/30ul 104,4 £3,7% 1089492 % 107,1 £3,1 % 100,9 £2.2 %
(=7}
OM + norBN}
15ug/30ul 130,9+11,0% 110,1 £ 4,4 % 107,8 6,1 % 103,2+1,9%
(n=6)

*0<0,05, **p<0,01, ***P<0,001 {teste Mann-Whitney) indica diferenca significativa em

relagio ao grupo OM+ NT10,5 mg,
##p<0,01 (teste Mann-Whitney) indica diferenga significativa em relagio ao grupo OM+

norBNI.
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5. DISCUSSAO

Existem véarios métodos tradicionais para estudo dos
mecanismos neurais e farmacolégicos da dor. Dentre eles incluem-se o
método comportamental e o eletrofisiolégico.

O método comportamental (retirada da cauda, vocalizagfo,
reflexo de flexio, WOOLF, 1992) que corresponde aquele no qual um
tratamento como estimulagfio elétrica ou drogas € aplicado no animal
acordado para examinar as varidveis comportamentais do mesmo, propicia a
obten¢fio de amostras grandes, e é um método de rapida execugio, mas nio
esclarece precisamente os mecanismos celulares envolvidos no fenémeno
estudado.

Por outro lado, os métodos eletrofisiologicos de registro da
atividade neuronal, esclarecem os mecanismos celulares ¢ fornecem detalhes
dos mecanismos sensoriais com a desvantagem de consumirem muito tempo
e de requererem a utilizagfio de muitos animais, devido as dificuldades
metodologicas.

O método utilizado no presente trabalho, de registro de
atividade eletromiogrifica induzida pelo OM, representa uma resposta
neuromuscular integrada 4 uma populagdo de newrdnios nociceptivos
ativados pelo OM, e ndo a atividade de neurbnios isolados, sendo uma
medida da integragdo motor-sensorial. Além disso, favorece a obtencio de
amostras num periodo de tempo mais vidvel que os  métodos
eletrofisiologicos.

A utilizacfio da mistura de O,/NOy/halotano induziu a uma
preparagfio estavel e a uma atividade eletromiografica basal também estavel,

consistente com estudos anteriores. (HU er al., 1993).
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A aplicacdo do agente inflamatério e estimulante de fibras C,
OM na ATM, promoveu um aumento reflexo, reversivel de atividade
eletromiografica nos musculos mastigatérios (figura 3, tabela 1) em uma
laténcia e uma duragfo semelhantes as descritas por HU ef al, (1994).

Por outro lado, em virtude de estudos anteriores (YU ef al,,
1994a) terem demonstrado auséncia de aumento significativo de atividade
eletromiografica apés a administragdo de dleo mineral, o veiculo utilizado
para diluir o OM, na ATM, dispensou-se a utilizacio do mesmo como grupo
controle.

Ha uma série de evidéncias indicando que o efeito excitatério
desencadeado pelo OM, comresponde a uma resposta reflexa mediada
centralmente. Por exemplo, o aumento de atividade -eletromiografica
desencadeado pelo OM é bloqueado pela pré administracfo de lidocaina (1,4
mg/Kg) na ATM (YU et al., 1994a) ¢ também por lesGes quimicas ou pela
trapsecgio cirdrgica do sc (TSAI er al., 1994). Além disso, o aumento de
atividade eletromiografica também ocorre nos musculos contralaterais ao
sitio de administragfo.

A administragio i.t. de naloxona 30 pg (SEO ez gl., 1995) em
30 pl promoveu uma recorréncia de aumento de atividade eletromiogréfica
significativa em todos os musculos estudados (figura 4). A magnitude ¢ o
desenvolvimento temporal do efeito recorrente documentado € consistente
com os dados referentes aos efeitos desencadeados pela administracfo
sistémica (1,3 mg/Kg, i.v.) de naloxona, 30 minutos apés a injegiio de OM na
ATM (YU et al, 1994) e, com os efeitos da naloxona em antagonizar os

efeitos modulatérios ¢ as respostas neuronais a estimulos nocivos (SESSLE

etal, 1981, YU et al., 1990).
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A administracdo isolada de naloxona tem sido associada a2 um
aumento  de reflexos motores nociceptivos induzidos por estimulagio
elétrica (CATLEY et al, 1983; GOLDFARB & HU, 1976).

No entanto, no presente trabalho, assim como no de YU et al.
(1994), a administracfo isolada de naloxona nfio induziu a uma recorréncia
de aumento de atividade eletromiografica, significativo, indicando que a
mesma ¢ dependente dos efeitos desencadeados pelo OM. (figura 4).

Além disso, conforme observado na tabela 3, a magnitude da
resposta desencadeada pela administrag@io it. de naloxona(-) 30 minutos
ap6s a administragio de OM na ATM foi significativamente maior que a
magnitude da resposta desencadeada pela administragio isolada da mesma
ou pela administragio de seu isémero inativo naloxona(+) na mesma
situagfo, 0 mesmo ocorrendo com a incidéncia da resposta (tabela 2).

Isso sugere que a administraco de OM na ATM ativa um
mecanismo opidide supressor que limita o aumento de atividade
eletromiogréafica desencadeado pelo mesmo, o qual consequentemente pode
recorrer apds a administragfio de naloxona. Em outras palavras, a
Sensibiliza¢do Central induzida pelo OM, parece ser acompanbada por um
aumento compensatorio reflexo, na liberagdo de opidides end6genos.

A especificidade do efeito recorrente de aumento de atividade
eletromiografica, produzido pela administragfo it. de naloxona (-), na
concentracdo de 30 ug, 30 minutos apds a administragio de OM, foi
demonstrada pela ineficicia da administragdo it. de seu isOmero mativo
naloxona (+), na mesma concentracfio, o qual por nfo atuar em receptor
opidide, nfo produziu tal efeito (figura 5). Isso indica que na conecentragéo

utilizada, a naloxona (-) parece atuar especificamente em receptores
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opioides, sugerindo que o efeito recorrente ¢ opidide especifico, ou seja, que
os receptores opidides sdo os receptores criticos envolvidos.

CTOP é um peptideo andlogo da somatostatina, e um
antagonista altamente seletivo dos receptores opidides mu. (HAWKINS o
al., 1988).

A administragdio it. de CTOP (0,18 ug) promoveu uma
recorréncia de aumento de atividade eletromiografica nos misculos
digastrico ipsilateral e contralateral e masseter ipsilateral. A menor
concentragdo de CTOP, necesséria para o efeito de recorréncia, parece ser
ao redor de 0,18 ug, uma vez que na concentragio de 0,06 pg, o mesmo
mostrou - se ineficaz {figura 6).

A resposta desencadeada pelo CTOP (0,18 ug) de aumento de
atividade eletromiografica ocorreu em duas fases. A primeira fase foi
observada imediatamente apds a administrac@o i.t. do mesmo e a segunda de
20 a 25 minutos apos (figura 7).

Embora o mecanismo responsdvel por esse comportamento
bifasico da resposta seja desconhecido, é possivel que a primeira fase, esteja
mais relacionada ao fator de concentracfo da droga, € a segunda, mais
especificamente a resposta opidide.

O fator de concentracfio refere-se a uma suposta irritacio que a
droga poderia causar quando administrada intratecalmente nessa
concentragio ou em concentragbes maiores, como no caso de 0,60 ug, ¢ ndo
a uma resposta desencadeada por estimulo volumétrico do tecido, uma vez
que a administragio da referida droga, no mesmo volume, entretanto numa

concentragdo 3 vezez inferior, nfio produziu tal resposta (figura 6).
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Tanto os mecanismos opidides central como periférico, tém sido
implicados na modulag@o da transmissdo nociceptiva associada a injiria ou
inflamagfo dos tecidos periféricos (BESSON & CHAQUCH, 1987).

Ao contrdrio da naloxona, que € um alcaldide altamente
lipofilico, CTOP apresenta natureza hidrofilica (XU er al, 1992). Assim
sendo, ¢ bem provavel que este, uma vez administrado intratecalmente,
permanega nas proximidades do local onde foi administrado, sugerindo que o
sitio de liberag¢3o dos opidides endogenos em resposta & administracfo de
OM na ATM poderia ser no sc.

Tal hipdtese é reforgada pelo estudo eletrofisioldgico de HU et
al. {1994), no qual foi demonstrado que a administrago de naloxona (1,3
mg/Kg, 1.v.) 30 minutos apds a injecio de OM no misculo da lingua, periodo
em que a expansfo inicial do campo receptivo j4 havia desaparecido,
provocava uma segunda expansdo no campo receptivo de 3 dos 5 neurdnios
nociceptivos caudalis testados.

Tanto os resultados eletromiograficos deste trabatho, referentes
a administragio i.t. de antagonistas opidides, especialmente o antagonista
opidide especifico para o receptor my, CTOP, como os dados provenientes
da atividade neuronal descritos na literatura, sugerem o envolvimento de
mecanismos opidides centrais.

A questiio do envolvimento de mecanismos opidides centrais foi
levantada anteriormente por YU et al. (1994b). Os autores observaram que a
administragfio sistémica do antagonista opidide periférico metiinaloxona
(SCHROEDER et al. 1991), (20 mg/Kg, i.v.), era ineficaz em produzir o
efeito recorrente.

No entanto, ndo podemos descartar a possibilidade de
envolvimento de mecanismos opidides periféricos na modualgfo da resposta

dolorosa desencadeada pela administracio de OM na ATM. Dados da
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literatura sugerem a participagdo de mecanismos opidides periféricos,
especialmente no caso de processos inflamatérios (STEIN, 1992).
Considerando ainda, que grande parte da sintese dos receptores opidides
ocorre nas células ganglionares da raiz dorsal e que uma vez sintetizados,
esses receptores sfo transportados tanto centralmente como perifericamente
(RAMABADRAN, 1990), ¢ bem possivel que a ativaclo de receptores
opidides periféricos possa induzir analgesia periférica.

Nossos resultados demonstram que o CTOP, foi mais potente
que a naloxona em produzir o efeito recorrente, quando administrado
intratecalmente 30 minutos apds o0 OM (tabela 10), o mesmo ocorrendo em
relagdo a sua administragio  isolada  quando comparada com a
administracfio 1solada de naloxona.

A maior poténcia do CTOP, poderia ser influenciada por fatores
farmacocinéticos.

Segundo MACQUAY er al. (1989), existe uma relacio inversa
entre lipofilidade e poténcia dos agonistas opidides, 0 que nos leva a
especular que o mesmo fendmeno poderia ser aplicado aos antagonistas
utilizados neste trabalho.

Devido a sua caracteristica hidrofilica, o CTOP poderia
permanecer nas proximidades do local onde foi administrado, via i.t., como
mencionado anteriormente, enquanto que a naloxona por ser um alcaldide
altamente lipofilico, poderia se ligar a sitios lipidicos nfio especificos, o que
reduziria 0 namero de moiéculas que afingiriam os receptores especificos.
Essas diferengas farmacocinéticas poderiam, pelo menos parciaimente,
explicar a diferenca de poténeia, entre esses antagonistas, observada no
presente estudo.

Como observado (figura 7), a administracio isolada de CTOP

(0,18 pg) induziu um aumento significativo na atividade eletromiografica dos
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milsculos digastrico ipsilateral e contralateral e masseter ipsilateral 2
administracdo de OM na ATM.

E possivel que esse efeito esteja associado a uma provavel
ativacdo tonica do sistema opidide enddgeno.

Dados da literatura sugerem que a atividade tonica do sistema
opidide endégeno parece modular a informaco nociceptiva visceral via
receptor mu (BORGBJERG, 1996), a atividade de neurdnios multireceptivos
do como posterior da substincia cinzenta da medula espinhal de ratos
portadores de artrite (LOMBARD & BESSON, 1989), como também reduzir
o sinal doloroso desencadeado por estimulos nocivos induzidos pela
administragdo de formalina (OSSIPOV ef al., 1996).

CTOP também tem sido associado a um aumenfo na atividade
locomotora de ratos, em modelo experimental comportamental, quando
administrado na area tegmental ventral (BADIANI ez al., 1995).

Por outro lado,' a magnitude da resposta desencadeada pela
administracdo de CTOP (0,18 pg) 30 minutos apés o OM, foi
significativamente maior do que a resposta desencadeada pela administracio
isolada do mesmo, na mesma concentracdio (tabela 5), sugerindo que o
envolvimento dos receptores mu na modulaco da transmissfio nociceptiva é
particularmente exacerbado em condigSes inflamatérias. Além disso, ndo s6
a magnitude da resposta, como também a incidéncia da mesma, foi
significativamente maior no grupo em que o CTOP foi administrado 30
minutos apds 0 OM quando comparada com a de seu grupo controle, no
qual o mesmo foi administrado isoladamente (tabeal 4).

Utilizado numa concentragiio maior (0,60 pg) o CTOP ndo
produziu um aumento no efeito recorrente , tendo sido este na verdade,

menor do que o observado na concentragfio de 0,18 pg, e restrito aos
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musculos digastrico ipsilateral e contralateral no periodo imediatamente apés
a administracdo da droga (figura 8). No entanto, a magnitude da resposta
desencadeada por CTOP a 0,18 ng e a 0,60 pg ndo foi significativamente
diferente (tabela 5).

E possivel que, essa diferenca tivesse sido ainda menor se
tivessemos aumentado o tamanho da amostra de ambos os grupos
experimentais, sugerindo que estariamos no plato da curva dose resposta.
Uma outra hipotese, seria de que na concentragio de 0,60 ug, o CTOP
pudesse afetar outros sistemas e interagir com outros receptores, produzindo
consequentemente, efeitos inespecificos.

Embora a incidéncia da resposta desencadeada pela
administragfo it. de CTOP 0,60 pg, 30 mimnutos apds a administracdo de
OM, tenha sido relativamente maior do que a incidéncia da resposta
desencadeada pela administragfio isolada do mesmo na mesma concentragdo,
essa diferenga ndo foi significativa (tabela 4). Similarmente, a magnitude da
resposta também ndo diferiu significativamente (tabela 5).

Dessa forma, esse aparente efeito recorrente observado quando
CTOP (0,60 ug) foi administrado 30 minutos apés o OM, pode n3o estar
totalmente associado ao efeito facilitatorio induzido pelo OM.

Nossos resultados demonstram que a administragio do
antagonista opibide especifico para os receptores delta, NTI (0,1 mg,
0,5 mg), nfo promoveu um aumento significativo na atividade
eletromiografica dos misculos estudados quando administrade apés o OM
ou isoladamente (0,5 mg), (figuras 9, 10; tabelas 6, 7). Isso sugere que o
processo de modulagdio da resposta dolorosa induzida pela administragfio de

OM na ATM parece nfio envolver mecanismos opidides delta.
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GRUDT & WILLIAMS (1994), demonstraram que 0s agonistas
opidides mu, mas ndo os delta, inibem a atividade dos neurbnios da
substincia gelatinosa do Sc do Sistema Trigeminal.

Ao contrério do NTI, norBNI (15ug), o antagonista opidide
especifico para o receptor capa, induziu uma recorréncia de aumento de
atividade eletromiogréfica, significativo nos misculos digastrico e masseter
ipsilateral ¢ digéstrico contralateral (figura 11). Apesar da administragdo
isolada do mesmo ndo ter induzido um aumento de atividade significativo em
nenhum dos musculos estudados, foi observado um efeito excitatério em
alguns dos musculos de alguns dos animais (tabela 8). De qualquer forma, a
magnitude do efeito recorrente foi significativamente maior que a magnitude
do efeito excitatério, como observado no musculo digastrico ipsilateral,
favorecendo a correlacdo da resposta com o efeito facilitatorio induzido pelo
OM (tabela 9). Tais resultados sugerem o envolvimento dos receptores capa
na modulagio da resposta dolorosa associada ao processo inflamatdrio.

STILLER er al (1993), num estudo eletrofisiologico, também
observaram um efeito excitatério apés a administragio lontoforética de
norBNI em animais experimentais controles que ndo foram submetidos a
indugfic de processo inflamatério. No entanto, demonstraram que tal efeito
era significantemente maior, na resposta de neurénios medulares induzida
pela aplicagdo de estimulo mecénico, apds o desenvolvimento de processo
inflamatério, reforcando a idéia de ativagfo do sistema opidide endégeno e
do envolvimento de mecanismos opidides capa, na modula¢do da resposta
dolorosa durante o estado inflamatorio.

Por outro lado, segundo DUBNER & RUDA (1992), a indugio
de processo inflamatdrio na pata traseira de rato promove um aumento na

expressdo do RNAm da pro-dinorfina na medula espinhal e paralelamente
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uma hiperalgesia comportamental associada a inflamagfio. No entanto, esse
efeito hiperalgésico associado ao aumento da expressio de preprodinorfina
foi observado 4 h apés a indu¢do do processo inflamatério. Diante disso, os
autores propSem um modelo no qual a dinorfina, Substdncia P e 0 gene
relacionado da calcitonina aumentam a excitabilidade dos receptores NMDA
promovendo hiperexcitabilidade neuronal medular e consequentemente
despolarizagdo excessiva e excitotoxicidade.

Diante de tais observagdes é possivel que a dinorfina apresente
2 efeitos distintos, um imediato a nivel de receptor opidide onde ela
modularia a resposta dolorosa, e um tardio potencializando a atividade dos
aminoacidos excitatérios nos receptores NMDA o que promoveria
consequentemente, uma hiperexcitabilidade neuronal.

Estudos eletrofisiologicos como o STANFA & DICKENSON,
(1994) sugerem que a administracdo i.t. de norBNI, parece promover um
aumento na liberacdo de dinorfina medular no estado inflamatério. No
mesmo trabaltho, utilizando-se Kelatorfan, um inibidor de peptidase para
proteger as encefalinas contra degradacdo, as quais por sua vez atuam nos
receptores delta, os autores nio observaram alteracOes nos efeitos da droga
no estado inflamatério, sugerindo que apos a inflamagéio, parece nfio haver
um aumento na poténeia das encefalinas, o que estd de acordo com os nossos
resnltados obtidos com o NTI, um antagonista opidide especifico para o
receptor delta.

Estudando os efeitos antinociceptivos de opidides exdgenos,
GUIRIMAND et gl (1994), obtiveram resultados semelhantes aos do
presente trabalho. Através de um estudo eletromiogréafico, verificaram que a
resposta reflexa do misculo biceps femural induzida por estimulagio elétrica

de fibras C no territério do nervo sural, era inibida pela administragio i.t. de
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morfina, ¢ completamente revertida pela naloxona, CTOP , norBNI, e apenas
parcialmente por NTL

Ainda nesse mesmo trabalho, os autores demonstraram que a
dose de norBNI que revertia o bloqueio da resposta reflexa induzido pela
morfina, também revertia os efeitos de uma dose equipotente de DAMGO,
um agonista opidide seletivo para os receptores mu, questionando dessa
forma a seletividade de norBNI para com os receptores capa. Entretanto, o
norBNI € amplamente utilizado como um antagonista seletivo para os
receptores capa em indmeros estudos “in vivo”, e o melhor disponivel no
momento.

Assim sendo, nossos resultados sugerem que a atividade
muscular reflexamente induzida pela aplicagfio de estimulos nocivos na
ATM, é modulada por um mecanismo opidide central, e apontam para o
envolvimento especifico do subtipo de receptor opidide capa, e

especialmente mu, na modulagfo desse reflexo nociceptivo.
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6 - CONCLUSOES

® A modulacio da atividade dos musculos digdstricos e masseteres
reflexamente desencadeada pela estimulaciio nociva da ATM envolve um

mecanismo opidide central.
® Os resultados evidenciam o envoivimento especifico do subtipo de

receptor opibide capa, e especialmente mu, na modulagio desse reflexo

nociceptivo desencadeado pela administrag8o de OM na ATM de ratos.
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APENDICE

Tabelas suplementares dos resultados individuais da amostra.

Tabela 1.1 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administraciio
de OM na ATM de ratos do grupo OM+naloxona (-). Os
valores apresentados comrespondem a média da Area de
atividade eletromiografica dos 30 minwtos posteriores a
administraciio OM.

Musculo  Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilaterala  ipsilaterala contralateral a contralateral a
administracio administragiio administragdo administracio

Animal de OM de OM de OM de OM
1 33,96 49,66 37,02 30,66
2 63,50 - 56,71 42,36 30,08
3 94,33 171,20 72,78 36,77
4 63,87 110,49 52,64 53,47
5 62,73 83,80 49,81 39,67
6 38,91 41,06 41,28 30,63
7 35,23 45,95 40,76 29,19
média £ DP  58,9+19,6 79,8+47,3 438,09+12,17 35,7818,7

Tabela 1.2 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administragio
de OM na ATM de ratos do grupo OM+naloxona (+). Os valores
apresentados correspondem a média da 4rea de atividade
eletromiografica dos 30 minutos posteriores 4 administragio OM.

Miusculo  Digéstrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilaterala  contralateral a contralateral a
administracio administragio administragdo administragéo

Animal de OM deOM = deOM de OM
1 98,52 49,49 34,22 31,33
2 97,86 136,80 59,64 30,27
3 85,06 70,84 42,47 30,31
4 36,83 35,33 77,54 30,93
5 49,76 76,64 47,80 31,14
6 48,68 37,65 31,19 27,86

média + DP 69,5£27,5 67,8+37,8 48,8+17,4 30,3+1,3
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Tabela 1.3 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administragéo
de OM na ATM de ratos do grupo OM+CTOP (0,06 pg). Os
valores apresentados correspondem a média da 4drea de
atividade eletromiografica dos 30 minutos posteriores 2
administracdo OM.

Miusculo  Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilaterala  contralateral a contralateral a
administracdo administracBo administracdo administragiio

Animal de OM de OM de OM de OM
1 48,36 37,10 41,70 29,81
2 56,83 74,67 40,88 29,92
3 64,05 107,96 92,73 31,27
4 44,28 61,88 41,12 30,08
5 56,27 64,03 89,79 38,71
6 52,13 31,29 82,42 28,17

média + DP 53,7+7,0 62,8+27,7 64,8+26,0 31,3+3,7

Tabela 1.4 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administragio
de OM na ATM de ratos do grupo OM+CTOP (0,18 pg). Os
valores apresentados correspondem a média da 4rea de atividade
eletromiografica dos 30 minutos posteriores 3 administragiio OM.

Miasculo  Digéstrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilateral a2 contralateral a contralateral a
administragio administragio administragio administragfio

Animal de OM de OM de OM de OM
1 62,33 75,09 44,34 31,11
2 119,24 194,80 261,52 33,30
3 75,12 90,13 64,51 33,06
4 189,35 158,09 82,10 81,35
5 67,76 98,09 144,97 30,66
6 61,72 39,01 36,66 29,01
7 71,94 79,62 64,35 29,53
médiax DP  92,5447,1 105,0+53,3 99,8+79,7 41,1+19,7
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Tabela 1.5 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administragio
de OM na ATM de ratos do grupo OM+CTOP (0,60 nug). Os
valores apresentados correspondem a média da 4rea de
atividade eletromiografica dos 30 minutos posteriores &
administracio OM.

Miusculo  Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilaterala  contralateral a contralateral a
administragio administragfio administragio administra¢fo

Animal de OM de OM de OM de OM
1 45,49 43,13 53,55 29,89
2 70,46 49,12 71,62 29,99
3 63,43 61,81 125,16 38,08
4 42,32 40,68 38,26 40,41
5 51,17 58,34 53,11 2938
6 83,94 64,09 52,66 31,01
7 51,26 49,17 58,98 30,53
8 42,52 84,19 50,97 29,88
9 45,39 57,36 112,68 38,77
10 61,12 62,27 43,42 30,40

médiaxDP  35,7+13,8 57,0£12,6 66,0+29,4 32,844,4

Tabela 1.6 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administra¢fio
de OM na ATM de ratos do grupo OM+NTI (0,1 mg). Os
valores apresentados correspondem a média da area de
atividade eletromiografica dos 30 minutos posteriores a
administracio OM.

Misculo  Digéastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilateral a  contralateral a contralateral a
administracio administragio administragio administra¢do

Animal de OM de OM de OM de OM
1 32,14 30,04 31,34 29,32
2 53,0 56,51 54,87 54,71
3 53,06 53,85 45,14 29,84
4 55,10 37,56 34,96 25,49
5 33,63 SL72 43,83 29,92
6 69,87 151,46 74,12 31,30
7 57,30 33,99 31,40 30,06

média+DP  50,6x13,4 50,6+13,4 45,1+135,4 32,9+9,8
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Tabela 1.7 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administracio
de OM na ATM de ratos do grupo OM+NTI (0,5 mg). Os
valores apresentados correspondem a média da drea de atividade
eletromiografica dos 30 minutos posteriores & administragio OM.

Misculo  Digéstrico Masseter Digaéstrico Masseter
ipsilateral a ipsilaterala  contralateral 2 contralateral a
administracdoc administragdo administragio administragio

Animal de OM de OM de OM de OM
I 86,42 50,72 77,43 32,09
2 59,99 75,77 70,85 30,45
3 61,16 42,22 55,86 29,80
4 62,18 106,28 57,57 37,32
5 133,01 57,33 82,73 27,25
6 68,71 120,21 54,86 31,08
7 82,41 325,35 86,80 32,60

média + DP 79,1126 111,1498,8 69,4+13,4 31,543,1

Tabela 1.8 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administracfio
de OM na ATM de ratos do grupo OM+norBNI (15 pg). Os
valores apresentados correspondem a média da drea de atividade
eletromiografica dos 30 minutos posteriores a administragio OM,

Misculo  Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilaterala  contralaterala contralateral a
administracio administragio administragdo administra¢do

_Animal de OM de OM de OM de OM
1 70,50 35,70 113,91 29,84
2 32,66 29,45 30,38 29,71
3 49,19 49,82 48,15 30,18
4 57,10 60,76 67,09 35,06
5 37,16 57,90 38,87 31,35
6 51,65 68,64 38,14 29,81
média + DP 49,7+13.7 49,7413,7 56,1+31,0 31,042,1
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Tabela 3.1 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administraciio
it. de naloxona(-) na atividade dos mifsculos mastigatérios
induzida pela administracio de OM na ATM. Os valores
apresentados correspondem a média da drea de atividade

eletromiografica dos 50 minutos posteriores & administragdo de
naloxona.

Miusculo  Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilaterala  ipsilaterala  contralateral a contralateral a
administracio administracdo administragio administracdo

Animal de OM de OM de OM de OM
1 93,20 42,97 63,72 52,64
2 92,61 59,59 113,48 66,93
3 115,31 105,85 108,15 87,70
4 88,52 88,21 77,19 55,05
5 67,58 57,37 59,76 62,07
6 65,25 116,28 80,12 61,93
7 63,49 65,67 63,41 49,95

médiatDP  87,70£19,2  76,56+27.3 80,83+21,9 62,32+12,7

Tabela 3.2 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administra¢do
it. isolada de naloxona(-) na atividlade dos musculos
mastigatorios. Os valores apresentados correspondem a média
da 4drea de atividade -eletromiografica dos 50 minutos
posteriores & administra¢fo de naloxona.

Misculo  Digéastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilaterala  contralateral 2 contralateral a
administracdo administragdo administragio administragio

Animal de OM de OM de OM de OM
1 125,76 42,99 69,67 46,22
2 47,96 48,78 50,52 49,33
3 50,95 51,99 52,23 49,94
4 52,07 49,94 52,25 51,19
5 50,58 49,37 52,05 49,15
6 49,93 50 51,57 48,99
7 50,92 50,56 54,52 49,71

média+DP  61,16+28,5 49,09+£2.9 54,68%6,7 49,21+1,5

0
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Tabela 3.3 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administragdo
i.t. de naloxona(+) na atividade dos musculos mastigatérios
induzida pela administragdo de OM na ATM. Os valores
apresentados correspondem a média da 4rea de atividade
eletromiogréfica dos 50 minutos posteriores i administragfio de
naloxona.

Musculo  Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilaterai a ipsilateral a  contralateral a contralateral a
administracio administrac8o administragio administragdo

Animal de OM de OM de OM de OM
1 60,76 48,38 50,42 51,54
2 71,8 50,74 60,82 50,52
3 53,48 45,18 50,36 50,26
4 45,3 50,48 43,62 51,08
5 51,46 51,6 52,16 51,14
6 49,02 46,78 54,82 52,22

média £DP  55,3029,6 48,86+2,5 32,03%5,7 51,12+0,7

Tabela 5.1 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administragfo
i.t. de CTOP (0,06 pg) na atividade dos muisculos mastigatdrios
induzida pela administragio de OM na ATM. Os valores
apresentados correspondem a média da drea de atividade
eletromiografica dos 50 minutos posteriores 4 administracio de
CTOP.

Misculo Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilateral a  contralateral 2 contralateral a
administracio administracio administragio administragdo

Animal de OM de OM de OM de OM
1 48,49 48,31 51,97 50,35
2 52,13 52,81 53,07 50,31
3 50,45 48,6 49,71 49,91
4 58,78 48,04 46,65 49,91
5 48 45,22 48,20 47,56
6 48,86 43,43 47,07 46.93

média £tDP  48,92+7,0 45,62+5,7 65,18443,9 47,04+5,0
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Tabela 5.2 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administragfo
it. de CTOP (0,18 ug) na atividade dos misculos
mastigatorios induzida pela administracfio de OM na ATM. Os
valores apresentados correspondem a média da 4rea de
atividade eletromiogréfica dos 50 minutos posteriores a

administragdo de CTOP.
Misculo  Digastrico Masseter Digéastrico Masseter

ipsilateral a  ipsilaterala contralaterala contralateral a
administracdo administracfo administracio administragio

Animal de OM de OM de OM de OM
1 93,29 89,52 72,81 50,14
2 126,95 226,06 246,26 80,96
3 56,30 56,64 51,67 49,46
4 102,86 85,20 76,26 51,53
5 69,03 65,28 95,75 50,40
6 110,80 55,87 59,10 50,52
7 90,94 102,70 111,77 50,28

médiax DP  92,78+24.0  97,32459,5  101,94+66,9  54,75+11,6

Tabela 5.3 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administracfo
it. isolada de CTOP (0,18 nug) na atividade dos miisculos
mastigatorios. Os valores apresentados correspondem a média
da 4rea de atividade eletromiografica dos 50 minutos
posteriores a4 administragio de CTOP.

Misculo  Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilateral a  contralateral a contralateral a
administraciio administracdo administracio administracio

Animal de OM de OM de OM de OM
] 89,51 80,94 62,93 48,23
2 37,12 50,26 59,10 50,14
3 76,07 53,32 60,37 54,94
4 51,62 60,74 53,41 50,17
5 49,56 45,81 50.11 48,68
6 52,26 51,84 52,54 50,51
7 51,59 52,02 53,70 51,49

média+ DP  61,10%135,5 56,41+11,7 56,02+4,8 30,594+2,2
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Tabela 5.4 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administracéio
it. de CTOP (0,60 ug) na atividade dos musculos mastigatérios
induzida pela injecdo de OM na ATM. Os valores apresentados
correspondem a média da area de atividade eletromiografica dos
50 minutos posteriores & administraco de CTOP.

Misculo Digéstrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilateral 2 contralateral a contralateral a
administrago  administragio administragio administracio
Animal de OM de OM de OM de OM
1 54,38 46,50 56,31 49,80
2 78,33 40,03 77,61 51,14
3 69,35 40,37 103,16 53
4 97.57 59,97 66,65 51,14
5 53,34 48,65 57,49 48,25
6 101,66 52,40 70,10 50,34
7 53,25 50,74 51,82 50,91
8 73,68 433,34 134,87 86,36
9 49,36 48,51 48,44 51,07
10 57 58,03 55,93 50,30

média + DP  68,79+18.9 87,85+121,6  72,23427,2 33,11+12,7

Tabela 5.5 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administragfio
it. isolada de CTOP (0,60 pug) na atividade dos musculos
mastigatorios. Os valores apresentados correspondem a média
da 4drea de atividade -eletromiografica dos 50 minutos
posteriores 4 administra¢iio de CTOP.

Musculo  Digastrico Masseter Digéastrico Masseter
ipsilateral a ipsilateral a  contralateral a contralateral a
administracdo administracio administragdo administragfio

Animal de OM de OM de OM de OM
i 49,67 48,54 49,81 50,02
2 76,11 62,25 63,77 57,58
3 49,80 51,21 51,36 50,09
4 49,90 49,30 48 57 48,07
5 54,55 51,81 54,34 47,24
6 64,24 63,40 54,58 50,79

média + DP  57,37+10,8 54,9117 .4 53,7345,5 50,63+3,7
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Tabela 7.1 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administracio
i.t. de NTI (0,1 mg) na atividade dos musculos mastigatérios
induzida pela administragio de OM na ATM. Os valores
apresentados correspondem a média da area de atividade
eletromiografica dos 50 minutos posteriores i administracdo de
NTL

Misculo Digéstrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilateral 2  contralateral a contralateral a
administragiio administrago administragio administragio

Animal de OM de OM de OM de OM
i 50,53 49,17 48,04 48,80
51,95 55,43 53,79 53,59

3 50,10 50,19 49,29 50,32

4 50,10 55,23 49,64 42,75

5 52,01 51,72 57,34 49,89

6 51,50 108,99 58,98 51,99

7 49,91 51,06 51,78 50,39

média + DP  50,8710,9 60,25+21,6 52,6942 49,67+3,4

Tabela 7.2 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administragéio
it. de NTI (0,5 mg) na atividade dos musculos mastigatérios
induzida pela admiistracdo de OM na ATM. Os valores
apresentados correspondem a média da area de atividade
eletromiogréfica dos 50 minutos posteriores a4 administracfio de
NTIL

Miasculo  Digéstrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilaterala  contralateral a contralateral a
administragio administragfio administracio administragiio

Animal de OM de OM de OM de OM
1 51,04 4991 52,72 51,38
2 50,85 49,09 55,50 4997
3 48,61 52,93 51,43 50,66
4 50,93 74,05 56,70 48,71
5 52,38 46,20 48,47 47,13
6 60,27 54,97 57,23 54,09
7 51,47 53,80 52,83 51,08

média £ DP  52,22+3.7 54,42+9,2 53,55+3,1 50,43122
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Tabela 7.3 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administragiio
it. isolada de NTI (0,5 mg) na atividade dos misculos
mastigatorios. Os valores apresentados correspondem a média
da 4rea de atividade eletromiogrifica dos 50 minutos
posteriores a administragio de NTI.

Musculo  Digéstrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilateral a  comtralaterala contralateral a
administra¢io administragio administracdo administracdo

Animal de OM de OM de OM de OM
i 54,38 49,71 54,11 49,48
2 95,14 49,32 74,39 48,03
3 50,32 46,73 49,98 48,35
4 53,99 48,99 55,08 49,80
5 50,15 46,19 55,42 53,35
6 50,40 49,13 46,55 50,01
7 53,60 48,61 52,56 50,76
8 49,26 48,67 49.03 4922

médiat DP  57,15+15,5 48,41+1,3 54,64+8,6 49,87+1,6




Tabela 9.1 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administracgo
it. de norBNI (15ug) ma atividade dos mmisculos mastigatérios
induzida pela administragdio de OM na ATM. Os valores
apresentados correspondem a média da 4drea de atividade

eletromiografica dos 50 minutos posteriores & administrago de
norBNL

Misculo Digastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilaterala  contralateral a contralateral a
administragio administragfio administragdo administragio

Animal de OM de OM deOM de OM
i 59,27 50,87 62,60 49 95
2 78,99 59,19 54,89 51,14
3 59,75 53,96 58,43 51,27
4 51.28 61,61 45,52 55,41
3 65,69 53,82 51,50 51,46
6 77,84 50,85 50,61 50,38

média£ DP  65,47+11,0 55,0544,4 53,92+6,1 51,6041,9

Tabela 9.2 - Valores individuais do efeito desencadeado pela administracéio
it. isolada de norBNI (i5ug) na atividade dos misculos
mastigatorios. Os valores apresentados correspondem a média
da drea de atividade eletromiografica dos S50 minutos
posteriores & administracdo de norBNIL.

Misculo  Dagastrico Masseter Digastrico Masseter
ipsilateral a ipsilaterala  contralateral a contralateral a
administracio administracio administracio administragio

Animal de OM de OM de OM de OM

1 51,83 53,93 50,96 32,27

2 49,52 48,73 48,72 48,73

3 51,28 49,02 52,99 46,99

4 52,12 56,94 48,04 48,45

5 54,47 61,15 69,05 60,72

6 50,23 71,26 64,52 53,18
média = DP 51,57%1,7 56,83+8,5 55,7%8,9 51,72+5,0
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SUMMARY

It has been previously shown that systemic (YU et al., 1994b)
as well mtrathecal (SEO ef al., 1995) administration of the non-selective
opioid antagonist naloxone induces a “rekindling” of increased
electromyographic (EMG) activity reflexly evoked in jaw muscles by
injection of the C-fibre excitant and inflammatory irritant, mustard oil (MO),
into the temporomandibuiar joint (TMJ) of rats.

The purpose of this study was to test the stereospecificity of
Naloxone effects and the specific involvement of mu, delta and kappa opioid
mechanisms in this rekindling effect. In 90 rats anaesthetized with
halothane/NO,/O;, EMG activity was recorded bilaterally from digastric
(DIG) and masseter (MASS) muscles for 20 minutos, and then MO (20%,
20ul) was injected into the TMJ region. The inéspeciﬁc opioid antagonist,
Naloxone(-) (30ug); its ineffective isomer Naloxone(+) (30ug); the specific
mu opioid antagonist, CTOP (0.06, 0.18, 0.60 ug); kappa antagonist nor-
BNI DIHYDROCHLORIDE (15pug) or delta antagonist NTI
HYDROCHLORIDE (0.1, 0.5mg) was applied (30ul, intrathecal) 30
minutos after MO application and the EMG activity was contmuously
recorded for another 50 minutos Post-Naloxone(~), Naloxone(+), CTOP, NTI
HYDROCHLORIDE or norBNI DIHYDROCHLORIDE EMG activity was
statistically (p<0.05, Mann-Whitney test) compared with baseline EMG
activity (100%). The intratecal administration of the inespecific opioid
antagonist, Naloxone(+), induced a significant stereospecific rekindling
effect in IP-DIG (167,4 £ 19,2%) , CL-DIG (161,7 = 21,9%) and IP-MASS
(153,1 +£27,3%), CT-MASS (124,6 £ 12,7%). The intrathecal administration
of the specific mu opioid antagonist, CTOP (0.18ug), produced a significant
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rekindling in IP-MASS (194.6 + 59.5 %) and CL-DIG (203.9 + 66.9 %) and
6 in IP-DIG ( 185.6 + 24.0). At the lowest concentration, 0.06ug, CTOP was
ineffective and at the highest, 0.60, there was no additional increase over
0.18ug . norBNI DIHYDROCHLORIDE produced a significant rekindling in
IP-DIG (131.0 + 11.0 %) and in IP-MASS (110.1 £ 44 %). The
intrathecal administration of the specific delta antagonist, NTI
HYDROCHLORIDE, did not induce a significant rekindling effect in any of
the muscles studied.

These data provide evidence for a centrally based opioid
modulation of jaw muscle activity reflexly evoked by noxious stimulation of
the TMJ, and further point to the specific involvement of the kappa and
specially mu opioid receptor subtype in the modulation of this nociceptive

reflex.

Key words: opioids, TMJ, mustard oil, inflammation
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