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RESUMO:

As condigdes dolorosas da ATM ainda s3o muito mal compreendidas.
Como a imjecdio subcutdnea de formalina tem sido amplamente utilizada como
modelo experimental para estudar os mecanismos dolorosos, o objetivo deste
trabalho fol caracterizar a resposta comportamental nociceptiva induzida pela
injeglo de formalina na ATM de ratos e verificar o envolvimento de mecanismos
histaminérgicos periféricos mesta resposta. Para isso, NaCl 0.9 % (50 ul) ou
diferentes concentragdes de formalina (0,5, 1,5; 2,5 ou 5§ %; 50 uly foram
administradas na regido da ATM e a pirilamina (50; 100; 200 ou 400 pg; 25 pl), um
antagonista seletivo do receptor histaminérgico do tipo H;, ou NaCl 0.9 % (25 pl)
fo1 co-administrada com a formalina 5 % (25 ul). As respostas comportamentais
nociceptivas caracterizadas pelo ato de cocar a regifio periarticular e levantar
rapidamente a cabega foram quantificadas por 45 minutos e utilizadas
conjuntamente como medida quantitativa tnica de dor. A administragdo
periarticular de formalina produziu uma resposta comportamental nociceptiva
estatisticamente significativa a partir da concentragiio de 1,5% em relacfio a de NaCl
0,9 %. Tal resposta foi significativamente reduzida pela co-administragiio de
pirtlamina a partir de 100 pg. Em adigfio, as respostas foram significativamente

reduzidas pela co-administragdo de QX-314 2 % e formalina e pela administracio



intraperitoneal de morfina (4mgkg, 10mlkg). Os resultados indicaram que a
administragdo de formalina na ATM de ratos produz respostas comportamentais
nociceptivas quantificaveis, constituindo um novo modelo experimental de dor na
ATM, e evidenciaram o envolvimento da histamina enddgena através da ativagio do

receptor histaminérgico periférico do tipo H, nesta resposta.



ABSTRACT:

The TMLJ pain conditions are poorly understood. Considering that the
subcutaneous formalin injection has been widely used as an experimental model for
studying pain mechanisms, the aim of this study was to characterize the nociceptive
behavioral responses induced by the formalin injection into the TMJ region of rats
and verify the role of the peripheral H, histaminergic receptor in this response. For

this, NaCl 0.9 % (50 ul) or different concentrations of formalin (0.5, 1.5, 2.5 or 5
%) was administrated into the TMJ region and pyrilamine (50, 100, 200 or 400 ug;
25 ub), a selective H; receptor antagomist, or NaCl 0.9 % (25 ul) was co-

administrated with formalin 5 % (25 pl). The nociceptive behavioral responses
characterized by rubbing the periarticular region and shaking the head quickly were
quantified for 45 minutes and taken together as a quantitative nociceptive
behavioral measure. The formalin injection into the TMJ region produced
significant nociceptive behavioral responses from the concentration of 1.5 % when
compared to the NaCl 0.9% injection. These responses were significantly reduced
by the co-administration of pyrilamine from the concentration of 100 pug. In
addition, these responses were significantly reduced too by the co-administration of
QX-314 2 % and formalin into the TMJ region and by the intraperitoneal morphin

administration (4mg/kg; 10ml/kg). This stady demonstrates that the formalin



injection into the TMJ region of rats produces quantitative nociceptive behaviors
constituting a new behavioral model of TMJ pain. The data provide evidence that
the endogenous histamine acting via peripheral H; histamine receptor subtype plays

an important role in these formalin-induced nociceptive behavioral responses.



INTRODUCAO:

A dor constitui o principal motivo pelo qual um paciente procura
tratamento médico e odontolagico. Cerca de 15 a 20% da populagdo dos paises
industrializados sofre de algum tipo de dor aguda e 25 a 30% de dor cronica, além
disso as diferentes condigSes dolorosas geram problemas de ordem pessoal, social e
econdmica para a sociedade em geral (AGHABEIGI, 1992).

As condigSes dolorosas temporomandibulares representam  uma
importante entidade clinica ¢ comprometem a articulagfio temporomandibular
(ATM) e/ou os miisculos da mastigagdo. Contudo, a patogénese, o diagnéstico e o
tratamento das mesmas tém gerado grandes controvérsias no meio odontologico.
Assim sendo, o desenvolvimento de modelos experimentais que possibilitem o
estudo dos mecanismos fisiologicos envolvidos neste tipo especifico de condigdes
dolorosas sdo de grande relevéincia.

Os mecanismos neurais e farmacologicos da dor podem ser estudados
por diferentes métodos de quantificagfio de dor, apés a administracio de uma
substiincia Irritante em animais laboratoriais. Dentre os métodos utilizados incluem-
se o eletrofisioldgico, que cousiste no registro da atividade neuromal, o
eletromiografico, no qual realiza-se o registro da atividade muscular, e o
comportamental. O método comportamental corresponde aquele no qual um

tratamento como estimula¢io elétrica ou drogas ¢ aplicado no animal acordado para
3



examinar as varidveis comportamentais do mesmo. Ao confrario dos métodos
eletrofisiologico e eletromiografico, € o tnico que permite uma analise resultante da
integracdo do sistema nervoso central como um todo.

A administracio subcutdnea de formalina diluida tem sido amplamente
utilizada como modelo experimental para estudar os mecanismos dolorosos. Uma
vez administrada, a formalina desencadeia uma resposta dolorosa difusa de longa
duragdo, sensivel a varias classes de drogas analgésicas.

A aplicagdio de formalina na pata traseira de rato (HUNSKAAR &
HOLE, 1987; CODERRE ef al., 1990; ROSLAND, 1990) assim como na regido
perioral (CLAVELOU et al., 1989; 1995) produz uma resposta de padréo bifasico
observada por métodos comportamental (CADET et al., 1995) e eletrofisioldgico
(RABOISSON er al., 1995). A prmeira fase da resposta ocorre logo apos a
administracdo da formalina e dura aproximadamente 5 minutos. A segunda fase
nicia-s¢ aproximadamente 15 minutos apds a administracdo da formalina € dura
aproximadamente 45 minutos, e € separada da primeira por um periodo de relativa
inatividade denominado de interfase (DUBUISSON & DENNIS, 1977).

Tem sido proposto que a primeira fase do teste da formalina parece
estar relacionada com a estimulagio quimica direta dos nociceptores, enquanto que a
segunda fase estaria relacionada com a reagfo inflamatéria decorrente da injuria do
tecido (DUBUISSON & DENNIS, 1977; HUNSKAAR & HOLE, 198’7') e com o

processo de sensibilizagio central (CODERRE et al., 1990). No entanto, pode-se
6



constatar que os experimentos que utilizam o teste da formalina como modelo de
dor inflamatoria ¢ sensibilizago central apresentam dados conflitantes.

Nao obstante a importdncia da sensibilizagdo central nas respostas
comportamentais desencadeadas pela injecdo da formalina, tem sido demonstrado
que o componente periférico também participa da segunda fase de respostas do teste
da formalina, uma vez que a inje¢fo local de um derivado quaternario da lidocaina
hidrofilica apos a primeira fase, inibe a segunda (TAYLOR e al., 1995).

Dados obtidos recentemente por nosso grupo (PARADA et al., 1999
ndo s6 confirmam a importincia do componente periférico na segunda fase do teste
da formalina como demonstram o importante papel da histamina enddgena na
génese da segunda fase da resposta comportamental nociceptiva induzida pela
mesma.

Em adi¢8io, encontra-se documentado na literatura o fato dos receptores
de histamina do tipo H; localizados nas terminages nervosas participarem do
processo de sensibilizacdo periférica (MALBERG-ATELLO ef ol , 1998). Também
¢ conhecido que os antagonistas dos receptores H; apresentam efeito anti-
nociceptivo (RUMORE & SCHLICHTING,1985; LAMBERTI er al., 1996).

As dores orofaciais destacam-se das demais dores somaéticas ndo s6 em
fungéo da sua grande intensidade e freqiiéncia de ocorréncia (AGHABEIGI, 1992)

como também pela via de condugiio da informagio dolorosa. A via trigeminal difere



acentuadamente da via de conducdo da informagio dolorosa proveniente das demais
regides somaticas (DUBNER, 1986).

Um dado que tem constantemente chamado a atengio nos trabalhos que
envolvem o trato espinhal do trigémeo € a resposta no lado contralateral ao da
aplicacfio dos estimulos nociceptivos. Tem sido demonstrado que a aplicagdo de
dleo de mostarda na ATM de ratos desencadeia wma resposta nociceptiva reflexa-
flexora nos musculos digastricos e masséteres ipsi- e contralaterais (TAMBELI et
al., 1997), promove a liberacdo de glutamato e aspartato no subnucleo caudal e
interpolar de ambos os lados (BEREITER & BENETTIL 1996), além de induzir
bilateralmente a expressdo do gene c-fos em varios niicleos do tronco encefélico
(HATHAWAY et al., 1995). Entretantc, a aplicacio de formalina na pata traseira
de ratos desencadeia um comportamento nociceptivo ipsilateral a aplicac@o, mas néo
contralateral (DUBUISSON &DENNIS, 1987, ROSLAND et al., 1990, CODERRE
et al, 1990; TAYLOR et al., 1995). Tais particularidades do sistema trigeminal
evidenciam a necessidade de investigar as condicdes dolorosas orofaciais,
independentemente de dados obtidos em estudos realizados em outras regides do
cOIpo.

Considerando-se que o 6leo de mostarda ndo tem sido utilizado em
modelos comportamentais de dor esponténea, a adaptagfio do teste da formalina para
a regidio orofacial constitui uma opg¢do muito oportuna para estudar as condigfes

dolorosas orofaciais.



Na verdade, o modelo comportamental de dor orofacial induzida pela
formalina ja foi descrito na regido orofacial (CLAVELQU et al., 1989 ¢ 199%),
atraves da administrag@o subcutéinea de formalina na regifio perioral. No entanto, os
efeitos desencadeados pela mesma em tecidos orofaciais profundos como a ATM
ndo t8m sido explorados.

Vale a pena ressaltar que a dor orofacial proveniente dos tecidos
profundos como a ATM apresenta certas peculiaridades (HU et al., 1997). Por
exemplo, poucos neurdnios nociceptivos s3o ativados exclusivamente por mpulsos
provementes desses tecidos. Tem sido sugerido (HU ef al., 1994) que neur6nios
nociceptivos do subniicleo caudal apresentam extensiva convergéncia de fibras
nervosas aferentes provenientes da pele, da mucosa, da ATM, dos musculos
mastigatérios, da lingua, da polpa dental, do pescoco e de vasos da dura-maéter. Isso
explica, pelo menos em parte, a localizagdo imprecisa dos estimulos nociceptivos
provenientes dos tecidos orofaciais profundos, como observado nos casos de
disfungdo temporomandibular e dor miofacial (SESSLE er al., 1995).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi:
= Desenvolver ¢ padronizar um modelo comportamental em ratos para estudar as

condigbes dolorosas provenientes da ATM, através da administragio periarticular

de diferentes concentrages de formalina;



» Verificar o envolvimento da histamina endoégena e do receptor histaminérgico
periférico do tipo H; na resposta comportamental observada no teste da
formalina na ATM;

« Verificar se as respostas comportamentais induzidas pela administragiio de
formalina na regifio da ATM de ratos sdo reduzidas por drogas como a morfina e

a hidocaina.

10



REVISAO DE LITERATURA:

De acordo com a Associagio Internacional para o Estudo da Dor
(IASP) a dor é definida como uma experiéneia sensorial e emocional desagradavel
associada 3 injlina tecidual real ou potencial, ou descrita nesses termos (MERSK,
1986).

E bem conhecido na literatura que grande parte dﬁs episddios dolorosos
s3o desencadeados por injiria tecidual. Da mesma forma que uma cirurgia dental
produz uma injlria tecidual, um abscesso periapical on um trauma na ATM
promovem uma injuria, através da destruicio das células da regifio periapical de um
dente ou da capsula da ATM.. A reac8o natural do organismo ao trauma é protegé-lo
localmente impedindo uma destrui¢do tecidual ainda maior ¢ ao mesmo tempo
alertar o cérebro do perigo eminente (COOPER, 1990), através da inflamacdo ¢ da

dor, respectivamente.
MECANISMOS BASICOS DA DOR OROFACIAL:

As terminagOes nervosas livres, que atuam como nociceptores
(receptores sensiveis a estimulos nocivos) estdo presentes em todos os tecidos
orofaciais incluindo a pele, a mucosa oral, a ATM, o periodonto, a polpa dental, o

peridsteo ¢ os msculos. Os nociceptores podem ser excitados por estimulos
11



nocivos mecanicos, térmicos, quimicos ou elétricos ¢ os impulsos nervosos gerados
sdo transmitidos por fibras nociceptivas, cujo corpo celular se localiza no ganghio
trigeminal.  As fibras aferentes que conduzem a informagfo nociceptiva
correspondem as fibras C, que sdo fibras de pequeno calibre (0,3 a 3 um)
amielinizadas de velocidade de condugdo de 0,5 a 2 m/s ¢ as fibras A-delta, de 2 a §
um de difmetro, mielinizadas com velocidade de condugcdo de 5 a 30 m/s
{AGHABEIGI, 1992). Essas fibras penctram no sistema nervoso central pela ponte
e fazem sinapse com neurdnios localizados no nacleo do trato espinhal do trigémeo,
que ¢ subdivido em subndcleo oral, subnicleo interpolar ¢ subnucleo caudal
(SESSLE, 1995) .
O subniicleo caudal, como o proprio nome sugere, esta localizado na
parte mais inferior do nicleo do trato espinhal do trigémeo. Ele estende-se até a
medula espinhal, onde se funde com o corno dorsal da mesma e tem sido
considerado a principal estacdo de fransmissfo da informagdo mnociceptiva
proveniente da regido orofacial (HU er a/., 1997), uma vez que apresenta muitas
caracteristicas funcionais e morfologicas similares as dos neurbmos do corno
dorsal da medula espinhal (DUBNER, 1986), os quais s@o fundamentais na
transmissdo da informacio nociceptiva da regifio de tronco e membros. O
subniicleo caudal possui dois tipos de neurdnios nociceptivos: 0s nociceptivos

especificos, que respondem somente a estimulos nocivos, € 0s convergentes ou

12
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multirreceptivos, que respondem tanto a estimulos mecamcos como

LANTF
a estimulos

nocivos (YU er al., 1993).

Os neurbmios nociceptivos do subniicleo caudal parecem apresentar
uma extensiva convergéncia de fibras nervosas aferentes, sendo elas provenientes
da pele, da mucosa, da ATM, dos musculos mastigatérios, da lingua e da dura-
mater. Essa convergéncia explicaria, pelo menos em parte, a localizagéo
imprecisa de estimulos nocivos profundos e a dor referida freqiientemente

associada a esses tecidos (HU et af, 1994).

Além do subniicleo caudal apresentar um papel crucial na transmissio
da informag8o nociceptiva dos tecidos craniofaciais profundos, ele esta criticamente
envolvido na expresséo de respostas reflexas nocjceptivas. Através das conexdes
dos neurbnios do subniicleo caudal com centros reflexos do tronco cerebral, os
impulsos nociceptivos provenientes da ATM podem resultar numa contragio
sumultinea dos musculos agonistas € antagonistas da mastigagdo o que serviria para
bmitar 0 movimento em condigdes patofisiologicas que afetam a ATM e/ou
musculatura mastigtéria (HU er al.,1997).

Além do subnicleo caudal, o subnicleo interpolar também parece estar
envolvido no processamento da informagdo nociceptiva proveniente da regifio
orofacial. E conhecido que aminoacidos excitatorios participam do processamento

da mformagio nociceptiva no sistema nervoso central. BEREITER & BENETTI

13



(1996), propuseram um estudo usando o método de microdidlise para acessar
mudancas agudas na concentragdo extracelular de aminodcidos excitatérios de
amostras coletadas da regido de fransicdo entre o subnticleo interpolar e o subniicleo
caudal, ou proximo a ela, depois da injecdo do estimulante seletivo de fibras C, dleo
de mostarda, na regidio da ATM de ratos anestesiados. Tal inje¢do causou uma
liberagdo aguda de glutamato e aspartato dentro do polo ventrolateral da regido de
transi¢do do submicleo interpolar e subniicleo caudal.

Considerando que a expressdo da proteina Fos pode ser utilizada para
examinar areas que recebem impulsos sensoriais nocivos, tem sido demonstrado que
a estimulagio quimica nociva da ATM de rato promove uma distribuigdo da
imunorreatividade da proteina Fos na porcdo caudal do tronco cerebral, do
complexo trigeminal sensorial, no subnicleo caudal e nas porgBes caudais do
subnticleo interpolar (HATHAWAY et ai., 1993).

O subnucleo oral, localizado na parte mais rostral do nicleo do ftrato
espinhal do trigémeo, também representa um elemento importante no
processamento da dor orofacial, e pode estar especialmente envolvido nos
mecanismos nociceptivos intra-orais e periorais (SESSLE, 1995). Apesar de ser
desprovido de substincia gelatinosa, o subniicleo oral contém neurdnios que exibem
o fendmeno “win-up”, semelhante ao fendmeno que ocorre no corno dorsal da
medula espinhal (PARADA e 4al,1997). O fendmeno do wind-up € uma

propriedade dos neur6nios convergentes e consiste num aumento gradual nas
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respostas da fibra C provocado apés aplicagdo de estimulagdio elétrica repetitiva de
baixa freqiiéncia e alta intensidade,

Estudos eletrofisiolégicos tém demonstrado que os subniicleos caudal e
oral parecem exercer fungdes distintas no processamento nociceptivo no complexo
trigeminal do tronco cerebral e que o subnicleo caudal parece estar mais envolvido
no processo de dor inflamatoria ténica e/ou nos estados hiperalgésicos centrais do
que o submicleo oral (RABOISSON er al_, 1995),

Do tronco cerebral a informagfio noociceptiva proveniente da regifio
orofacial € conduzida para o talamo e daf para o cértex cerebral. A projegdo
espinotalimica ao talamo ventrobasal e sua projegfio ao cortex somatossensorial
580 responsaveis pelo componente sensorial discriminativo da dor, enquanto que,
as fibras nervosas que se projetam para o tdlamo medial e deste para o cortex
frontal estdo relacionadas com o componente afetivo da dor (AGHABEIGI,

1992).

A dor ¢ sobretudo um mecanismo de protegio do organismo que ocorre
quando um tecido € lesado. No entanto, existemn mecanismos responsaveis pela
intensificagdo da dor que, em determinadas circunstincias, fazem com que ela
deixe de ser um sinal de alerta para se tornar uma patologia (CODERRE ef al.,

1993),
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O trauma ou a inflamagio tecidual promovem a liberag8o de uma série
de substdncias neuroquimicas nos tecidos, como a bradicinina proveniente dos vasos
lesados, ions potassio das células rompidas, prostaglandinas que sfio liberadas
através de uma cascata de reacBes, histamina e serotonina dos mastocitos, serotonina
das plaquetas e substincia P dos terminais axdnicos. A liberacfo e a difusfo dessas
substdncias excitam e sensibilizam os aferentes primarios nociceptivos € sdo
responsaveis pela irradiagiio da dor a partir do sitio da injaria e a subseqiiente
inflamag#io do tecido subjacente, processo conhecido como sensibilizagdo periférica
(HU er al., 1994). A sensibilizacdo periférica é responsavel pela hiperalgesia, que ¢
o aumenio da sensibilidade a estimulos nocivos, e pela alodinea, uma resposta
dolorosa provocada por estimulo ndo-nocivoe (HU er al., 1994; CODERRE ef dl,,
1993). Um mecanismo similar pode ocorrer no sistema nervoso central, onde um
aumento na liberacfio de mediadores quimicos na sinopse entre as fibras periféricas
e os neurdnios do subnicleo caudal, ou do corno dorsal da medula espinhal, pode
causar um aumento da excitabilidade ¢ do campo receptivo desses neur6nios, uma
dimmnui¢io no limiar a estimulos mecénicos e um aumento da atividade espontinea,
constituindo o processo conhecido como sensibilizagdo central (DUBNER &
RUDA,1992; HU ef al., 1994, SESSLE, 1995).

Esse processo de sensibilizagio central pode ser produzido por injiria

ou inflamac@o de tecidos profundos ou viscerais e esta relacionado a hiperalgesia
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secunddria e manifestacdes de dor difusa e referida associadas 3 mjuria ou a
inflamaggo de tecidos profundos (HU er al., 1994),

A aplicagdo de um agente irritante inflamatorio na periferia pode induzir
consideravel neuroplasticidade funcional nas propriedades dos campos
mecanorreceptivos cutdneos e profundos dos neurdnios nociceptivos do submicleo
caudal trigeminal, no entanto os impulsos profundos sio especialmente efetivos em
provocar estas mudangas neuroplasticas (YU et al., 1993),

O aumento na atividade neuronal em resposta & injuria tecidual pode
levar a mudangas na expressdo genética e a mudancas prolongadas no sistema
nervoso. Istas mudangas funcionais parecem contribuir para o processo de
hiperalgesia e dor esponténea associadas a injaria tecidual. Segundo DUBNER &
RUDA, 1992, a indugdo de processo inflamatorio na pata traseira de rato promove
um aumento na expressdo do RNAm da pro-dinorfina na medula espinhal e
paralelamente uma hiperalgesia comportamental associada 3 inflamacfio. Diante
disso, os autores propbem um modelo no qual a dinorfina, a substancia P e o gene
relacionado da calcitonina aumentam a excitabilidade dos receptores NMDA
pr@movendé hiperexitabilidade neuronal ¢ conseqiiente despolarizacfio excessiva e
excitotoxicidade.

A admmistragfo de dleo de mostarda, um agente inflamatério e

estimulante de fibras nervosas do tipo C, ra ATM de ratos produz uma resposta
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inflamatéria aguda caracterizada por edema e infiltragdo de neutrofilos
polimorfonucleares (HASS er al., 1992).

As respostas dolorosas associadas a esse processo inflamatdrio agudo
ttm sido estudadas através de técnicas eletromiograficas, uma vez que a
administra¢cdo de 6leo de mostarda na ATM produz respostas reflexas nos miisculos
da mastigagio caracterizadas pela co-ativagdo dos musculos digastrico ¢ masséter
(YU et al., 1994; TAMBELI et al., 1997).

Os mecanismos fisiologicos envolvidos no processamento da
informagdo nociceptiva proveniente da ATM podem também ser estudados atraves

de técnicas comportamentais.

O TESTE DA FORMALINA:

O teste da formalina em ratos tem sido considerado um modelo de
nocicepedo valido e seguro, além de sensivel & varias classes de drogas analgésicas.
O estimulo nocivo desse modelo de nocicepgiio corresponde a uma injecdo de
formaldeido diluido em salina (formalina) administrada sob a pele da porgéo dorsal
da pata traseira (DUBUISSON & DENNIS, 1977}

A resposta comportamental ao estimulo nocivo causado pela injecéo de
formalina na pata é quantificada pelo periodo de tempo que o animal lambe a pata e

o namero de vezes que o animal levanta rapidamente a pata injetada (DUBUISSON
18



& DENNIS, 1977). Dois periodos distintos de alta atividade de resposta podem ser
identificados, uma fase inicial breve de dor intensa gque ocorre durante os 3
primeiros minutos ¢ uma fase tardia ténica de dor moderada que ocorre de 20 a 30
minutos apos a injegdo (ROSLAND, 1990). Entre a primeira ¢ a segunda fase
ocorre wm periodo de relativa inatividade denominado de interfase.

Com rela¢fio aos mecanismos responsaveis pela primeira e segunda fase
do teste da formalina, tem sido sugerido que a primeira fase é decorrente da
estimulagfio direta de nociceptores e que a segunda fase poderia ser causada por
impulsos aferentes provocados por inflamagio local (HUNSKAAR & HOLE,
1987).

Tem sido proposto também que a segunda fase parece ser dependente
de modificagdes no sistema nervoso central induzidas pela atividade neural gerada
durante a primeira fase (CODERRE et of., 1990), uma vez que, a admunistragio
local de bupivicaina ou intratecal de lidocaina inibe as respostas comportamentais
causadas pela injegdo de formalina na pata, se realizada 5 minutos antes da
administragio de formalina, mas nfio 25 minutos apés. Tem sido proposto que os
aminoacidos excitatorios (CODERRE & MELZACK |, 1992), assim como a
substdncia P (MJELLEM-JOLY ef al., 1992) contribuiriam para o desenvolvimento
do processo de sensibilizagdo central e nocicepgio persistente em resposta & injegdo

subcutinea de formalina na pata.
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Por outro lado, a sensibilizagfo central, produzida pelos impulsos da
primeira fase da formalina, pode nfio ser suficiente para manter as respostas
comportamentais nociceptivas na segunda fase. TAYLOR ef ol., 1995, verificaram
que a administragdo local de um derivado quaternario da lidocaina hidrofilica 10
minutos apos a administragio de formalina na pata, inibe a segunda fase de repostas,
0 que sugere a participaciio do componente periférico.

Em adigfo, a importdncia do componente periférico na segunda fase do
teste foi verificado recentemente por PARADA ef al. (1999). O trabatho realizado
pelos autores sugere o envolvimento da histamina na segunda fase de respostas
induzidas pela administracdo de formalina na pata traseira de ratos, uma vez que, a
co-administragio do antagonista seletivo do receptor histaminérgico do tipo Hj,
pirilamina, com a formalina diminui significativamente a resposta comportamental
caracterizada pela elevacio rapida da pata mjetada.

Por ser um teste comportamental o teste da formalima apresenta
varidveis como espécie, sexo, idade do animal, estresse, temperatura ambiente, que
devem ser rigorosamente controladas para que os resultados obtidos sejam
confidveis. A temperatura ambiente exerce uma influéncia conflitiva na resposta
nociceptiva. A primeira fase parece ndo sofrer esse efeito, por outro lado, a resposta
nociceptiva da segunda fase pode ser muito menor se a temperatura for diminuida de
25°C a 20°C. A intensidade ¢ a duragdo da resposta aumentam com a elevagiio da

temperatura ambiente de 20°C para 28°C (ROSLAND, 1991).
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Em 1989 CLAVELOU er dl., propuseram uma modificacdo no teste da
formalina para estudar os mecanismos dolorosos provenientes da regido orofacial de
rato. Para 1sso, uma solugdo diluida de formalina era administrada subeutaneaménte
no labio superior e a resposta comportamental nociceptiva caracterizada pelo ato de
cogar a regido orofacial era registrada. Dois periodos distintos de atividade intensa
caracterizada pelo ato de cogar a regifio orofacial foram identificados: uma fase
inicial entre 0 a 3 minutos imediatamente apés a injegdo e uma fase tardia entre 18 a
42 minutos apés a injegdo. Em 1995, através da wutilizagio de diferentes
concentragdes de formalina, os mesmos autores verificaram que o teste orofacial da
formalina poderia ser realizado utilizando-se concentracdes entre 0,5 ¢ 2,5 % e que
os sinais histologicos de inflamagio e injuria tecidual induzidos pela mesma se
agravavam com o aumento da concentracio de formalina.

O modele orofacial do teste da formalina também tem sido utilizado
para estudar o processo de sensibilizacio ceniral. CADET er al., 1993,
demonstraram que wna Unica injeglo de formalina na regifio perioral de rato pode
promover uma hiperalgesia prolongada dependente de impulsos nociceptivos
imicials de curta duragfio que poderiam induzir a uma sensibilizaciio central.
Posteriormente (1995), os mesmos autores demonstraram que a aplicagdo de um
estimolo condicionador caracterizado pela administragio de formalina em alta
concentracdo (10%) no ldbio superior esquerdo de rato pode induzir de 1 a 2

semanas apos, um aumento na resposta nociceptiva desencadeada por uma injecdo
21



de formalina (5%) no labio contralateral. Considerando-se que as modificagdes
observadas em 1 semana poderiam ser suprimidas por uma anestesia do nervo
infraorbital realizada antes da aplicagfio de estimulo condicionador, os autores
propuseram que o estimulo inicial deveria ser necessario para desencadear o
processo de sensibilizag#io central.

O envolvimento dos aminoacidos excitatdrios no processo de
sensibilizacfio central também tem sido demonstrado através da utilizaglo do
modelo orofacial do teste da formalina (EISENBERG, er al. 1993).

Por outro lado, tem sido proposto que a segunda fase de respostas do
teste da formalina no labio ndo pode ser mediada apenas pela sensibilizagio central.
Com o intuito de verificar se a segunda fase da resposta era causada pela ativagdo de
fibras aferentes e/ou por uma facilitagio central induzida pela atividade neural gue
ocorre durante a primeira fase, DALLEL et al., 1995, realizaram a administragdo
local de lidocaina 5 minutos antes ou 9 minutos ap6s a inje¢do de formalina no labio
superior de ratos e verificaram que a primeira e a segunda fase da resposta
nociceptiva da formalina dependeriam da ativagdo de aferemtes primérios
(componente periférico).

Tem sido demonstrado que a estimulagdio nociva da face de rato
provoca exacerbagio no ato de cogar a regifio orofacial (CLAVELOU er al., 1989).
A relaggo entre dor facial unilateral e o ato de cogar assimetricamente a face foi

estudada em ratos normais intactos por VOS ef al., em 1998. Os autores verificaram
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gue, ao contraric dos distarbios  sensoriai
experimentalmente no territdrio do nervo infraorbital, a estimulacio facial nociva
caracterizada pela inje¢fo de formalina subcutdnea promovia uma exacerbacdo no
ato de cogar a 4rea afetada, sugerindo que o ato de cocar a face de forma assimétrica
¢ prolongada pode ser usado como um sinal de dor facial unilateral,

Curiosamente, ao investigar uma possivel correlagdo entre as respostas
comportamentals nociceptivas induzidas pela injecdo de formalina em diferentes
regides do corpo em ratos, CADET ef al., em 1998, verificaram uma correlagdo
significativa entre o0 ato de cogar a regido orofacial e o de lamber a pata.

Os métodos de quantificagfio das respostas comportamentais
observadas no teste da formalina t8m limitagBes inerentes, que incluem a
subjetividade do observador e as potenciais interagBes entre os comportamentos.
Autores como WHEELER-ACETO & COWAN, 1993, sugerem que uma
mesperada diminuigdo em um tnico Indice nociceptivo como lamber ou elevar
rapidamente a pata injetada pode ser um critério inadequado para demonstrar
antmocicepglio.  Outros como ABBOTT er al, 1995, tém demonstrado que a
simples soma do periodo de tempo que o animal permanece lambendo ¢ elevando a
pata, ou que a realizagdo de um score de dor, onde se daria pesos diferentes para
cada comportamento, correspondem a medidas superiores 4 qualquer medida

comportamental isolada.
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O SISTEMA HISTAMINERGICO:

O sistema histaminérgico tem ganhado grande importincia nos Gltimos
anos, apos a defini¢do anatdmica das vias histaminérgicas e a identificagéio de trés
classes de receptores da histamina no sistema nervoso (H;, H,; e Hz). Tem sido
descrito que a histamina produz efeitos centrais, denire os quais a antinocicepgdo.
Quando injetada intracerebroventricularmente (ICV) a histamina tem efeitos anti-
nociceptivo ou hipernociceptivo, dependendo da regifo do cérebro em que for
injetada ou da dose administrada. Estes efeitos oponentes observados com 0
aumento das doses ICV poderiam ser devidos a uma agfo em receptores pré- ou
pos-sinapticos. Contudo, ainda ndo estaria bem esclarecido qual dos receptores pos-
sindpticos estaria envolvido no efeito anti-nociceptivo da histamina (LAMBERTTI et
al., 1996).

Considerando-se que as vias histaminérgicas € serotoninérgicas centrais
parecem estar envolvidas no processo de nocicepgfo, drogas anti-histaminicas
poderiam modular as respostas nociceptivas. No entanto, a possibilidade
envolvimento de outras vias ainda ndo propostas ndo pode ser descartada, pois um
maior entendimento dos mecanismos nociceptivos € necessdrio para uma melhor
elucidacdo do papel dos anti-histaminicos na analgesia (RUMORE &

SCHILICHTING, 1985).
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Além da fungSio de neurotransmissor no sistema nervoso central, a
histamina participa do processo de sensibilizagio periférica através da estimulaco
de nociceptores (RUMORE & SCHILICHTING, 1985). Quando liberada na
epiderme, a histamina provoca prurido, enquanto que, na derme, sua liberagdo
provoca dor. Na periferia, os receptores neuronais da histamina sio geralmente do
tipo Hy.

A histamina possue um importante papel em diversos processos
imunolégicos e patologicos, como, por exemplo, no desenvolvimento de edema
{(GUO et al., 1997). Os mastécitos do tecido comjuntivo sdo a maior fonte de
histamina. A desgranulagfio dos mastocitos pode ser causada por um antigeno
mediado via imunoglobulina E e por secretagogos como a substincia P, a
newroquining A e o ATP -extracelular, os quais promovem a liberagio répida e
acentuada de histamina e também de serotonina (RUMORE & SCHILICHTING,
1985, GUO et al., 1997).

A lteratura fornece evidéncias de que muitos anti-histaminicos atuam
como agentes analgésicos e muitos como adjuvantes de analgésicos. Alguns anti-
listaminicos, como a pirtlamina, considerada o antagonista mais seletivo do
receptor H;, t8m sua efettvidade registrada como agente antinociceptivo
(MALMBERG-AIELLO ef al., 1998). Na verdade, tem sido considerado que os
anti-histaminicos antagonistas do receptor H;, em especial, possuem acfio analgésica

(LAMBERTT et al., 1996).
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Dados obtidos através de avaliagles comportamentais realizadas em
camundongos mutantes com falta de receptores H; (YACAI et al., 1998) refor¢am
os dados farmacolégicos prévios que indicam que a histamina modula varias
fungdes fisiologicas come atividade locomotora, emocdo, memoria e aprendizado,
comportamento agressivo € nocicepgio, através dos receptores H.

Os anti-histaminicos H; s3o conhecidos por bloguear nfo apenas os
receptores H,, como também os receptores muscarinicos, serotoninérgicos € os
sisternas de recaptagdo das moaminas. Contudo, os sistemas opidides,
catecolaminérgico, serotoninérgico e colinérgico nio parecem estar envolvidos nos
efeitos antinociceptivos produzidos por anti-histaminicos H;, ja que moléculas
especificas que interferem com estes sistemas ndo sdo capazes de prevenmir as
respostas antinociceptivas induzidas pelos anti-histaminicos H;. A ativagdo do
receptor H; aumenta a sensibilidade a estimulos nocivos (MALMBERG-AIELLO e

al, 1998).
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MATERIAIS E METODOS:

I Animais:

Para realizagdo deste trabalho foram utilizados 112 ratos machos Wistar
pesando entre 150 a 250 g, provenientes do Biotério da FOP-Unicamp.

Os amimais foram mantidos em gaiolas plasticas (5 por gaiola)
contendo maravilha, em ambiente com controle de luminosidade (ciclos claro/escuro
de 12hs) com alimentacfo e dgua, ad libitum. As sessdes de teste foram realizadas
durante a fase clara entre 09:00 e 17:00 hs em sala silenciosa, com temperatura
ambiente mantida a 25°C (ROSLAND, 1991). Durante o teste os ratos ndo tiveram
acesso a agua ou a comida. Os amimais foram manipulados por um periodo de 7
dias antes dos procedimentos experimentais pelo pesquisador.

A experimentagfo animal seguin as diretrizes propostas pelo comité
para Pesquisa e Etica da Associagdo Internacional para Estudo da Dor (IASP, 1983)
em animais conscientes . Em particular, a duracdo dos experimentos foi a menor

possivel e o nimero de ratos usados foi mantido ao minimo necessario.

2. Teste Comportamental:
Para a realizacdo das anadlises comportamentais uma cdmara de

observacgio com base e 3 laterais espelhadas e frente de vidro medindo 30x30x30
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cm foi utilizada. Cada animal fo1 inicialmente colocado e mantido na cdmara por 10
minutos para habituar-se ao ambiente de experimentacio ¢ minimizar o estresse.

ApoOs esse periodo o anmimal foi removido da cdmara e levemente
anestesiado por inalagfo de Halotano. Para administracio de drogas na regifo da
ATM esquerda uma agutha de calibre 30 conectada a uma seringa de microlitro
Hamilton (50 pl) por um tubo de polietileno Pso for utilizada. A borda péstero-
inferior do arco zigomético foi palpada ¢ a agulha inserida na porgdo inferior da
mesma, sendo avangada em diregdo anterior até contactar a regido pdstero-lateral do
cOndilo.

Como procedimento de rotina, o sitio de aplicagio da formalina era
confirmado pods-morte através do indicador de edema, caracterizado pelo
extravasamento plasmatico do corante Azul de Evans administrado na concentragiio
de 0,1% (5 mg/kg) endovenosamente 10 minutos antes do animal ser anestesiado
com éter ¢ perfundido com salina. Como o corante Azul de Evans se liga as
proteinas plasmaticas (HASS er al, 1991), o local da imjecfio era identificado

visualmente, de acordo com a aparéncia do corante extravasado.

3.Solucbes utilizadas:
= Salma (NaCl 0,9 %).
» Formalina, solucfo aquosa de formaldeido a 37 % disponivel comercialmente

(Sigma) diluida em salina isotnica nas concentragdes de 0,5; 1,5;2,5¢ 5 %.
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* Pirilamina, um antagonista seletivo do receptor histaminérgico do tipo H;
(Sigma) nas concentragdes de 50; 100; 200 e 400 ug.

* Sulfato de morfina diluido em salina na dose de 4 mg/kg (10 ml/kg).

* (QX-314, um derivado quaternario da lidocafna hidrofilica, dilnido em salina na

concentracio de 2%.

4.Grupos Experimentais:

Os animais foram divididos aleatoriamente em diferentes grupos
experimentais.

Nos experimentos iniciais os animais receberam uma inje¢io na regido
da ATM esquerda (50 ul) de salina (GRUPO I, n=10) ou de diferentes
concentragdes de formalina (0,5 % GRUPO 11, n=10; 1,5 % GRUPO I, n=10; 2,5
% GRUPO 1V, n=10; 5 % GRUPO V, n=10 ).

Apds a injegdo penarticular o animal foi recolocado na cémara de
observagdo e as respostas comportamentais caracterizadas pelo movimento de
abertura e fechamento bucal, pelo ato de cogar a regifio injetada com a pata dianteira
ou traseira, pelo ato de levantar rapidamente a cabega e tombar a cabeca para o lado
mjetado foram quantificadas separadamente por um perfodo total de 45 minutos,
dividido em 15 blocos de 3 minuntos. Para isso, o periodo de tempo que o animal
permanecia abrindo e fechando a boca ou cogando a regifio injetada foi registrado

simultaneamente através da utilizag@io de dois cronémetros, o nimero de vezes que
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o animal levantava a cabega foi quantificado por um contador de células ¢ a
incidéneia do comportamento de tombar a cabega foi avaliada nos diferentes grupos
experimentais.

Em outros dois grupos observou-se o comportamento dos animais
normais, sem a aplicagdo de nenhum tipo de tratamento (GRUPO VI, n=5), e 0
comportamento dos anmimais apds a simples introdugio da agulha na regido
periarticular (GRUPO VII, n=5). As respostas comportamentais apresentadas foram
comparadas aquelas dos animais que receberam salina.

ApoOs a padronizacdo das respostas comportamentais induzidas pela
administracdo da formalina na regifio da ATM, o antagonista seletivo do receptor
histaminérgico do tipo H; , a pirilamina, foi co-administrada (25 ul, n=8) com a
formalina (5 %; 25 ul) em diferentes concentragdes (50 pg, GRUPO VIIL; 100 ug,
GRUPO IX; 200 ug, GRUPO X, 400 ng, GRUPO XI). Com o objetivo de
investigar um possivel efeito sistémico da pirilamina, esta foi administrada (400 ng;
50 pl, GRUPO X1V, n=8) na regido da ATM contralateral a da administra¢iio de
formalina (2,5 %; 50 ul).

Com o intuito de confirmar o carater nociceptivo das respostas
comportamentais induzidas pela administragio de formalina na regido da ATM de
ratos, foram realizados dois grupos experimentais adicionais, nos quais o QX-314 2

% (25 ul) foi co-administrado com a formalina 5 % (25 pl) na regido da ATM
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(GRUPO XII, n=6) e a morfina foi administrada intraperitonealmente 30 minutos
antes da administracio de formalina 2,5 % (50 ul) na regido da ATM (GRUPO X111,
=0),

Imediatamente apés a aplicagio dos diferentes tratamentos
farmacologicos o comportamento dos animéis foi observado por um periodo total de
45 minutos, como anteriormente descrito.

Os comportamentos nociceptivos induzidos pela administracio de
formalina na regiio da ATM de ratos foram avaliados separadamente e
comjuntamente pela soma do periodo total de tempo que os animais emitiram os

comportamerttos ao longo do periodo de observagio.
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ANALISE ESTATISTICA:

Os dados com homogeneidade de varidncia foram analisados usando
teste One-Way andlise de varidncia (ANOVA) e teste T. Comparagdes multiplas
foram realizadas aplicando-se o teste TUKEY. Dados sem homogeneidade de
varidncia foram analisados aplicando-se o teste One Way Analysis of Variance on
Ranks KRUSKAL-WALLIS ¢ MANN-WHITNEY. As comparagdes multiplas
foram feitas pelo teste DUNN. Para a determina¢fio da relacdo entre a dose & os
comportamentos induzidos pela formalina, utilizou-se a CORRELACAO DE
SPEARMAN. Para todos os testes o nivel de significdncia foi estabelecido em
p<0,05. Os dados estdo apresentados pela Média = o Erro Padrio da Média ¢ pela
Mediana. O programa utilizado para a realizagio dos calculos estatisticos foi o

SIGMA STAT.
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RESULTADOS:

1. Lfeito da administragdo de diferentes concentragdes de formalina sobre o
comportamento de abertura e fechamento bucal:

A administragio de diferentes concentragBes de formalina (0,5; 1,5; 2,5
ou 5 %, 50 ul) na regio da ATM de ratos nio pfomoveu um aumento significativo
{(p>0,05, ANOVA) no comportamento de abertura e fechamento bucal em relacdo a
administragio de salina (grupo controle, 50 ul) (Tabela 1, Figural).

Os animais submetidos & administragdo de salina (50 ul) na regido da
ATM apresentaram um aumento significativo (p<0,05, teste Tukey) nesse

comportamento em relagdo aos animais do grupo ndo-tratado (Tabela 2, Figura 2).
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Tabela 1. Efeito da administraciio de diferentes concentra¢des de formalina na
regiio da ATM de ratos sobre o comportamento de abertura ¢
fechamento bucal. Os dados expressos como médiatEPM
correspondem 3 média da soma do periodo de tempo gue os animais
abriram e fecharam a boca 20 longo dos 45 minutos de observagio.
Valores entre parénteses { ) indicam o ntimero de ratos em cada grupo.

GRUPOS MEDIA+EPM
Salina (n=10) 28,33+6,82
Formalina 0,5 % (n=07) 24.59+9.29
Formalina 1,5 % (n=08) 19,7745,25
Formalina 2,5 % (n=08) 39,88+14,77
Formalina 5,0 % (n=09) 26,15+7 87
p>0,05, ANOVA

&h
L=}

£
o

Abertura eF echamento Bucal (seg)
fd
L=]

Safina %5 5,0 % Formalina

Figural. Efeito da administragdo de diferentes concentragdes de formalina na regido
da ATM de ratos sobre o comportamento de abertura e fechamento bucal.
Cada coluna representa 2 médiatEPM da soma do periodo de tempo (seg.)
que os animais abriram ¢ fecharam a boca ao longo dos 45 minutos de
observagdo. Nio houve diferenga significativa entre os grupos (p>0,05,
ANOVA).
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Tabela 2. Caracterizagdo do comportamento de abertura e fechamento bucal em
animais nio-tratados, sham ¢ submetidos & administragio de salina na
regido da ATM. Os dados expressos como médiatEPM correspondem 2
meédia da soma do periodo de tempo que os animais abriram e fecharam a
boca ao longo dos 45 minutos de observagdo. Valores entre parénteses ( )
mdicam o namero de ratos em cada grupo.

GRUPOS MEDIA+EPM
Néo-tratado (n=05) 4,35+2.29
Sham (0=0%) 12,62+4,04
Salina (n=10) 28,3316, 82%
*p<0,05, teste Tukey, indica diferenca significativa em relagfo ao grupo
néo-tratado,

50

40 ~

3G

20

10 A

Abertura & Fechamento Bucal (sen.)

N&o tratado Sham Salina

Figura 2. Caracterizacio do comportamento de abertura e fechamento bucal em
animais ndo-tratados, sham e submetidos 4 administracio de salina (50 ul)
na regido da ATM. Cada coluna representa a médiazEPM da soma do
periodo de tempo (seg.) que os animais abriram ¢ fecharam a boca ao
longo dos 45 minutos de observacgfo. * p<0,05, teste Tukey, indica um
aumento significativo em relacdo ao grupo ndo-tratado.
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2. Efeito da administracdo de diferentes concentragbes de formalina sobre o
comportamento de cocar a regido orofacial:

A administrag@o de diferentes concentragdes de formalina (0,5; 1,5; 2,5
ou 5 %, 50 pl)y na regifio da ATM de ratos promoven um aumento significativo no
comportamento de cocar a regido orofacial em relagdo & administracio de salina (50

uly a partir da concentracdo de 1,5 % (Tabela 3, Figura 3).

3. Efeito da administracdo de diferentes concentracdes de formalina sobre o
comportamento de levantar rapidamente a cabeca:

A administragdo de diferentes concentragdes de formalina (0,5; 1,5; 2,5
ou 5 %, 30 ul) na ATM de ratos promoveu um aumento significativo (p<0,03, teste
Dunn) no comportamento de levantar rapidamente a cabeca em relagio a
administraciio de salina (50 ul) a partir da concentragéio de 1,5 % (Tabela 4, Figura
4). Dos 10 amimais analisados em cada grupo foram descartados 3 do grupo 0,5 %, 2
do grupo 1,5 % ¢ 2.5 % e 1 do grupo 5 %, uma vez que, por motivos indeterminados

esses animais ndo apresentaram tal comportamento.
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Tabela 3. Efeito da administragio de diferentes concentragdes de formalina na
regiio da ATM de ratos sobre o comportamento de cogar a regido orofacial. Os
dados expressos como mediana correspondem & mediana da soma do periodo de
tempo que 0s animails cogaram a regifio orofacial ao longo dos 45 minutos de
observagdo. Valores entre parénteses ( ) indicam o nimero de ratos em cada grupo.

GRUPOS MEDIANA
Salina (n=10) 55,64
Formalina 0,5 % (0=07) 144,67
Formatina 1,5 % {0=08) 143,67 *
Formalina 2,5 % (p=08) 153,30 *
Formalina 5.0 % (n=09) 191,80 *

*p<0,03, teste Dunn, indica diferenga significativa em relagfio a salina.

300

250

200 -

150 -

100 -~

Cogar a Regifo Orofacial {seg)
*

50 -

Ealina 2.8 5.0 % Formaling

Figura 3. Efetto da administrag8o de diferentes concentragdes de formalina na regifo
da ATM de ratos sobre o comportarmento de cogar a regido orofacial.
Cada coluna representa a mediana da soma do periodo de tempo (seg)
que 0§ animais cogaram a regifo orofacial ao longo dos 45minutos de
observacgfio. *p<0,05, teste Dunn, indica um aumento significativo em
relagdo a salina.
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Tabela 4. Efeito da administracio de diferentes concentragdes de formalina na
regifio da ATM de ratos sobre o comportamento de levantar rapidamente
a cabe¢a. Os dados expressos como mediana correspondem a média da
soma do periodo de tempo que os animais levantaram rapidamente a
cabeca ao longo dos 45 minutos de observacdo. Valores entre parénteses
( ) indicam o ntimero de ratos em cada grupo.

GRUPOS MEDIANA
Salina (n=10) 0
Formalina 0,5 % (n=07) 54
Formalma 1,5 % (n=08) 94 *
Formalina 2,5 % (0=08) 1055 *
Formalina 5,0 % (n=09) 120 *

* p<0,05, teste Dunn, indica diferenca significativa em relagdo a salina.

200

159 h * *

108

50

Levantar Rapidamente a Cabeca

Salina .5 1% - 5.0 % Formalina

Figura 4. Efeito da administracdo de diferentes concentracdes de formalina na regido
da ATM de ratos sobre o comportamento de levantar rapidamente a
cabeca. Cada coluna representa a mediana da soma do namero de vezes
que os animais levantaram rapidamente a cabeca ao longo dos 45minutos
de observacfo. *p<0,035, teste Dunn, indica um aumento significativo em
relacdo a salina.
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4. Incidéncia da resposta comportamental caracterizada pelo ato de tombar a
cabeca para o lado submetido & administracdo de formalina na regidio da ATM de
ratos:

Nenhum animal submetido 4 administragdo de salina (50 ul) na regifo
da ATM apresentou o comportamento de tombar a cabega para o lado injetado. Por
outro lado, 100% dos animais submetidos 4 admimstracdo de formalina nas

concentragdes de 0,5, 1,5, 2,5 ¢ 5 % apresentaram tal comportamento (Tabela 3).

Tabela 5. Incidéncia da resposta comportamental caracterizada pelo ato de tombar a
cabega para o lado submetido 4 administragfo de diferentes concentragBes
de formalina na regfo da ATM de ratos. Valores entre parénteses ( )
indicam o namero de ratos em cada grupo.

GRUPOS - INCIDENCIA
salina (n=10) 0%
formalina 0,5 % (n=07) 100 %
formalina 1,5 % (n=08) 100 %
formalina 2,5 % (n=08) 100 %
formalina 5,0 % (n=09) 100 %
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5. Avdliagio das respostas comportamentais induzidas pela administracdo de
Jormalina na regido da ATM de ratos através da Soma das mesmas:

Os animais que foram submetidos & administragio de formalina na
regifo da ATM apresentaram o comportamento de cogar a regido orofacial e
levantar rapidamente a cabeca de forma alterpada, ou seja, ora cogavam, ora
levantavam a cabega. Este fato pode indicar uma complementagéo entre estes dois
comportamentos. Com isso, os mesmos foram avaliados através da soma do
periodo de tempo (segundos) que cada animal permaneceu cogando a regifo
orofacial com o nimero total de vezes que cada animal levantou rapidamente a
cabega durante o periodo total de 45 minutos de observacdo. A Figura 5 ilustra a
evolucdo temporal dos comportamentos de cogar a regido orofacial e levantar
rapidamente a cabega induzidos pela administragdo de formalina 2,5 % na regido da
ATM de ratos, avaliados separadamente ¢ avaliados através da soma dos mesmos.

A anglise da comrelagdo dos dados demonstrou uma correlacio
significativa (p<0,05) entre as concentragdes e a resposta comportamental mduzida
pela administragdo de formalina. A comrelagdo for mais forte gquando os
comportamentos de cogar ¢ levantar rapidamente a cabega foram avaliados
conjuntamente através da simples soma dos mesmos do que quando avaliados
separadamente (Tabela 6).

A administracdo de diferentes concentracdes de formalina (0,5; 1,5; 2.5

ou 5 %, 50 pl) na regifioc da ATM de ratos promoven um aumento significativo
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(p<0,001, Teste Tukey) na resposta comportamental avaliada pela soma dos
comportamentos de cocar a regifio orofacial e levantar rapidamente a cabega em
relagfo a administracio de salina (50 pl) a partir da concentragio de 1,5 %. (Tabela

7, Figura 6).
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Figura 5. Evolugdo temporal dos comportamentos caracterizados pelos atos de cogar
a regido orofacial, levantar rapidamente a cabega e pela soma dos mesmos
induzidos pela administracdo de formalina 2,5 % na regido da ATM de

. ratos, durante o periodo de observagdo de 45 minutos. Cada simbolo
representa a soma da média de 3 blocos (9 minutos) de observagdo +EP.

Tabela 6. Correlagdo entre as concentragdes de formalina administradas na regido da
ATM de ratos e as respostas comportamentais caracterizadas pelo ato de
cogar a regido orofacial, levantar rapidamente a cabega e pela soma das

mesmas.
Resposta Cocar a regiao Levantar Soma
Comportamental orofacial rapidamente a
cabeca
Coeficiente de 0,471 0,769 0,785
Correlacdo

Os pares de variaveis com coeficientes de correlagdo positivos € p<0,05 tendem a
aumentar juntos (p<0,05, correlagdo de Spearman).
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Tabela 7. Efeito da administracdo de diferentes concentra¢gdes de formalina na
regido da ATM de ratos sobre a resposta comportamental avaliada através
da soma. Os dados expressos como médiatEPM correspondem a média
da soma dos comportamentos caracterizados pelos atos de cogar a regido
orofacial e levantar rapidamente a cabegca dos animais de cada grupo.
Valores entre parénteses ( ) indicam o nimero de ratos em cada grupo.

GRUPOS MEDIA+EPM
Salina (n=10) 53,34+5,93
Formalina 0,5 % (n=07) 177,66+15,04
Formalina 1,5 % (n=08) 263,924+35,47 *
Formalina 2,5 % (n=08) 347.17+61.33 *
Formalina 5,0 % (n=09) 328,62+36,02 *

* p<0,05, teste Tukey, indica diferenca significativa em relagdo a salina.

500
450 4
*
400 + T *
350 4
= E T
: T
o 250 4 . .
w =
00 <
: T
150 - =
1004 B P
0 =
0 = : =1 = .
- b 15 25 5,0 % Formalina

Figura 6. Efeito da administracio de diferentes concentra¢des de formalina na regido
da ATM de ratos sobre a resposta comportamental avaliada através da
soma. Cada coluna (médiatEPM) representa a média da soma dos
comportamentos caracterizados pelos atos de cogar a regido orofacial e
levantar rapidamente a cabega. *p<0,05, teste Tukey, indica um aumento
significativo em relagdo a salina.
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6. Efeito da co-administragdo de diferentes concentragdes de pirilamina e formalina
2,5 % sobre os comportamentos caracterizados pelo ato de cogar a regido orofacial
¢ levantar rapidamente a cabeca avaliados separadamente:

A co-administragdio de diferentes concentragSes (50; 100; 200 ou 400
Kg, 25 pl) do antagonista seletivo do receptor histaminérgico do tipo H,, pirilamina,
e formalina 5 % (25 ul) na regifio da ATM de ratos nio promoveu uma diminuicio

significativa (p>0,05, Kruskal-Wallis) na resposta comportamental caracterizada

pelo ato de cogar a regifio orofacial (Tabela 8, Figura 7).

A co-administracio de difemntes concentragbes (50; 100; 200 ou 400
ng, 25 ul) do antagonista seletivo do receptor histaminérgico do tipo H;, pirilamina,
e formalina 5 % (25 ul) na regiio da ATM de ratos promoveu uma diminui¢do
significativa (p<0,05, teste Tukey) na resposta comportamental caracterizada pelo

ato de levantar rapidamente a cabega em relaciio 3 administracio de formalina 25%

(50 ul) a partir da concentragdo de 100 pg. (Tabela 9, Figura 8).
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Tabela 8. Efeito da co-administracfo de diferentes concentragdes do antagonista
seletivo do receptor histaminérgico do tipo H,, pirilamina, sobre a
resposta comportamental caracterizada pelo ato de cogar a regifio orofacial
induzida pela administragio de formalina 2,5 %. Os dados expressos
como mediana correspondem 4 mediana do comportamento caracterizado
pelo ato de cogar a regifio orofacial. Valores entre parénteses ( ) indicam o
nimerc de ratos em cada grupo. Controle 1 (C1) representa o grupo de
animais submetidos 4 administragdo de formalina 2,5 % na regido da

ATM.
GRUPOS MEDIANA
C1 (n=08) 153,30
Pirilamina 530 pg (n=08) 84,28
Pirllamina 100 pg (n=08) 65,54
Pirilamina 200 ug (n=08) 84,76
Pirilamina 400 ug (n=08) 45,99

p>0,05, Kruskal Wallis
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Cogara Regido Orofacial
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Figura 7. Efeito da co-administracio de diferentes concentragBes do amtagonista
seletivo do receptor histaminérgico do tipo H;, pirilamina, sobre a
resposta comportamental induzida pela administragdo de formalina 2,5 %.
Cada coluna (mediana) representa a mediana do comportamento
caracterizado pelo ato de cogar a regido orofacial. p>0,035, Kruskal Wallis.
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Tabela 9.

Efetto da’ co-administragfo de diferentes concentragbes <o antagenista
seletivo do receptor histaminérgico do tipo H,, pirilamina, sobre a
resposta comportamental caracterizada pelo ato de levantar rapidamette a
cabe¢a induzida pela administracdo de formalina ‘2,5 %. Os dados
expressos como médiatEP correspondem 4 média do comportamento
caracterizado pelo ato de levantar rapidamente a cabega. Valores entre
parénteses ( ) indicam o nimero de ratos em cada grupo. Controle 1 (C1)
representa o grupo de animais submetidos & administragio de formalina
2,5 % na regido da ATM.

GRUPOS MEDIALEP

C1 (n=08) 136,87+36,68
Pirilamina 50 pg (n=08) 55,12420.13
Pirilamina 100 ug (n=08) 39.25+14.62
Pirilamina 200 ug (n=08) 24124599
Pirilamina 400 pg (n=08) 24,87+7 .51

* p<0,03, teste Tukey, indica diferenga significativa em relagdio a C1.

Figura 8.

200

15¢ -

100 ~

Lfevantasr Rapidamente a Cabega

[on] P &0

Efeito da co-administragdio de diferentes concentragdes do antagonista
seletivo do receptor histaminérgico do tipe Hi, pirilamina, sobre a
resposta comportamental induzida pela administracdo de formalina 2,5
%. Cada coluna (médiatEP) representa a média do comportamento
caracterizado pelo ato de levantar rapidamente a cabega. *p<0,05, teste
Tukey, indica uma diminui¢do significativa em rela¢do a C1 ( formalina
2,5 %,).
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7. Efeito da co-administracdo de diferentes concentracdes de pirilamina e formaling
2.3 % sobre a soma dos comportamentos caracterizados pelo ato de cogar a regido
orgfacial e levantar rapidamente a cabeca:

A co-administracdo de diferentes concentragdes (50; 100; 200 ou 400
ug, 25 pl) do antagonista seletivo do receptor histaminérgico do tipo H;, pirilamina,
e formalina 5 % (25 ul) na regifio da ATM de ratos promoveu uma diminuigio
significativa (p<0,05, Teste Tukey) na resposta comportamental caracterizada pela
soma dos atos de cogar a regifio orofacial e levantar rapidamente a cabega em
relagdo a4 admunistragio de formalina 2,5 % (50 wl) a partir da concentragio de 100
ug. (Tabela 8, Figura 7).

A administracdo de pirilamina em sua maior concentra¢do (400 ug, 50
ul) na ATM contralateral a que recebeu a administragdo de formalina (2,5 % ,50 ul)
foi ineficaz em reduzir (p>0,05, teste T) a resposta comportamental induzida pela

adnrinistracio de formalina (Tabela 8, Figura §).
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Tabela 10. Efeito da co-administragio de diferentes concentragdes do antagonista
seletivo do receptor histaminérgico do tipo H;, pirilamina, sobre a
resposta comportamental induzida pela administragdo de formalina 2.5 %.
Os dados expressos como médiat+EP correspondem a média da soma dos
comportamentos caracterizados pelos atos de cogar a regifio orofacial e
levantar rapidamente a cabega. Valores entre parénteses ( ) indicam o
numero de ratos em cada grupo. Controle 1 (C1) representa o grupo de
animais submetidos & administragio de formalina 2,5 % na regifio da
ATM,; Controle 2 (C2) representa o grupo de animais submetidos 2
administragdo de pirilamina 400 ug na regifio da ATM contralateral 2
submetida a administragio formalina 2,5 %.

GRUPOS MEDIA+EPM

Cl1 (n=08) 347,17+61,33

C2 (n=08) 201,62+19,96
Pirilamina 50 pg (n=08) 176,13+49,34
Pirilamina 100 pg (1=08) 123,86+28 83 *
Pirilamina 200 pg (n=08) 108,51+16,15*
Pirilamina 400 pg (n=08) 80,39+15,89*

* p<0,05, teste Tukey, indica diferenca significativa em relagéio a C1.
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Figura 9. Efeito da co-administragdo de diferentes concenirages do antagonista
seletivo do receptor histaminérgico do tipo H;, pirllamina, sobre a
resposta comportamental induzida pela administrac@o de formalina 2,5 %.
Cada coluna (médiatEPM) representa a média da soma dos
comportamentos caracterizados pelos atos de cogar a regiio orofacial e
levantar rapidamente a cabeca. *p<0,05, teste Tukey, indica uma
diminuigdo significativa em relagdio a C1 (formalina 2,5 %).
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Figura 10. Efeito desencadeado pela administragio do antagonista seletivo do
receptor histaminérgico do tipo HI, pirilamina, na regifio da ATM
contralateral a submetida a administracio de formalina 2,5 %. Cada
coluna (médiatEPM) representa a média da soma dos comportamentos
caracterizados pelos atos de cogar a regiic orofacial e levantar
rapidamente a cabega. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos
(p>0,05, teste T).



8. Efeito do co-administracdo de QX-314 a 2 % e formalina a 2,5 % na regido da
ATM de ratos e da administracdo intraperitoneal de morfina 30 minutos antes da
administraco periarticular de formalina 2,5 % sobre os comportamentos
caracterizados pelo ato de cogar a regido orofacial e levantar rapidamente a
cabeca avaliados separadamente:

A co-admimstragio do derivado quaternario da lidocaina hidrofilica,
QX-314 a2 % (25ul) ¢ formalina 5 % (25 ) na regifio da ATM de ratos promoveu
uma diminuigfo significativa (p<0,03, teste T ¢ Mann Whitney, respectivamente) na
resposta comportamental caracterizada pelo ato de cogar a regifio orofacial {Tabela
11, Figura 11) e blogueou a resposta comportamental caracterizada pelo ato de
levantar rapidamente a cabe¢a induzida pela administragdo de formalina 2,5 %
(Tabela 12, Figura 12).

A administra¢fio intraperitoneal de morfina 4mg/kg (10mlkg) ¢ de
formalina 2,5 % (50 ul) na regio da ATM de ratos promoveu uma diminuigdo
significativa (p<0,05, Mann Whitney) na resposta comportamental caracterizada
pelo ato de cocar a regifo orofacial (Tabela 11, Figura 11) e na resposta
comportamental caracterizada pelo ato de levantar rapidamente a cabega (Tabela 12,

Figura 12).
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Tabela 11. Efeito da co-administragdo do derivado quaternario da lidocaina
hidrofilica, QX-314 a 2 % e formalina 2,5 % e da administragio de
morfina ¢ formalina 2,5 % na regifio da ATM de ratos sobre a resposta
comportamental caracterizada pelo ato de cogar a regifio orofacial. Os
dados expressos como médiatEP comrespondem 3 média . do
comportamento caracterizado pelo ato de cogar a regifio orofacial. Valores
entre parénteses ( ) indicam o ndimero de ratos em cada grupo.

GRUPOS MEDIALEP
Formalina 2,5 % (n=08) 210,29+60.6
QX 314 2 % (n=06) 4325+8 47 *
Morfina (n=06) 31,22411,67*

* p<0,05, teste T ¢ Mann Whitney, respectivamente, indica diferenca
significativa em relagdo a formalina 2,5 %.
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Figura 11. Efeito da co-administragdo do derivado quaternirio da lidocaina
hidrofilica, QX-314 a 2 % ¢ formalina 2,5 % ¢ da administraco de
morfina 30 minutos antes da administragdo de formalina 2,5 % na regifio
da ATM de ratos sobre a resposta comportamental caracterizada pelo ato
de cogar a regifio orofacial. Cada coluna (média) representa a média do
comportamento caracterizado pelo ato de cogar a regifo orofacial.
*p<0,05, teste T ¢ Mann Whitney, indica uma diminuicfo significativa em
relacdo a formalina 2,5 %.



Tabela 12. Efeito da co-administragio do derivado quaternsrio da lidocaina
hidrofilica, QX-314 2 2 % ¢ formalina 2.5 % e da admimstragio de
morfina 30 minutos antes da administragio de formalina 2,5 % na regidio
da ATM de ratos sebre a resposta comportamental caracterizada pelo ato
de levantar rapidamente a cabega. Os dados expressos como mediana
correspondem & mediana do comportamento caracterizado pelo ato de
levantar rapidamente a cabega. Valores entre parénteses ( ) indicam o
mimero de ratos em cada grupo.

GRUPOS MEDIANA
Formahlina 2,5 % (n=08) 105,5
QX 314 2 % (n=06) 0*
Morfina (1=06) 24 *

* p<0,05, Mann Whitney, indica diferenga significativa em relagio a
formalina 2.5 %.
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Figora 12. Efeito da co-administragio do derivado quatermario da lidocina
hidrofilica, QX-314 a 2 % e formalina 2,5 % e da administracio de
morfina 30 minutos antes da administragfio de formalina 2,5 % na regido
da ATM de ratos sobre a resposta comportamental caracterizada pelo ato
de levantar rapidamente a cabega. Cada coluna (mediana) representa a
mediana do comportamento caracterizade pelo ato de levantar
rapidamente a cabega. *p<0,05, Mann Whitney, indica uma diminui¢do
significativa em relagdo a formalina 2,5 %.
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9. Efeito da administracdo de QX-314 a 2 % na regido da ATM de ratos e da
administracdo intraperitoneal de morfina sobre a soma dos os comportamentos
caracterizados pelo ato de cogar a regido orofacial e levantar rapidamente a
cabeca induzidos pela administracdo periarticular de formalina:

A co-administragdo do derivado quaternario da lidocaina hidrofilica,
QX-314 a2 % (25ul) e formalina 5 % (25 ul) na regido da ATM de ratos promoveu
uma diminuigdo significativa (p<0,05teste T) na resposta comportamental
caracterizada pela soma dos comportamentos caracterizados pelo ato de cogar a
regido orofacial e levantar rapidamente a cabega (Tabela 13, Figura 13).

A administracdo intraperitoneal de morfina 4mg/kg (10mlkg) 30
minutos antes da administragdo de formalina 2,5 % (50 pl) na regifio da ATM de
ratos promoveu uma diminuicdo significativa (p<0,05teste T) na resposta
comportamental caracterizada pela soma dos comportamentos caracterizados pelo
ato de cocar a regifio orofacial e levantar rapidamente a cabeca (Tabela 13, Figura

13).



Tabela 13. Efeito da co-administragio do derivado quaternirio da ldocaina
hidrofilica, QX-314 2 2 % ¢ formalina 2.5 % e da admunistragio de
morfina 30 mmutos antes da administracfio de formalina 2.5 % na regido
da ATM de ratos sobre a resposta comportamental caracterizada pela
soma do comportamento de cogar a regiio orofacial e levantar
rapidamente a cabeca. Os dados expressos come média+FEP correspondem
a média da soma dos comportamentos caracterizados pelos ato de cogar a
regido orofacial ¢ levantar rapidamente a cabega. Valores entre parénteses
{ ) indicam o numero de ratos em cada grupo.

GRUPOS MEDIA+EP
Formahna 2,5 % (n=08) 347,17+61,33
QX 314 2 % (n=06) 43,25+8 47 *
Morfina (n=06) 51,71£7,32 %

*p<0,03, teste T, indica diferenga significativa em relagio a formalina 2.5 %.
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Figara 13. Efeito da co-administragio do derivado quaternario da lidocafna
hidrofilica, QX-314 a 2 % e formalina 2,5 % ¢ da administracfo de
morfina 30 minutos antes da administracio de formalina 2,5 % na regidio
da ATM de ratos sobre a resposta comportamental caracterizada pela
soma do comportamento de cogar a regifo orofacial e levantar
rapidamente a cabega. Cada coluna (médiatEP) representa a média da
soma dos comportamentos caracterizados pelos ato de cogar a regifio
orofacial e levantar rapidamente a cabega, * p<0,05, teste T, indica uma
diminuicfo significativa em relagfo a formalina 2,5 %.
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS:

A dor, tanto em seres humanos como em animais experimentais, €
acompanhada por r1espostas reflexas, autonémicas e comportamentais. A
quantificagdo dessas respostas permite uma avaliagdo indireta da dor. A resposta
reflexa caracterizada pela contragdo simultdnea de musculos elevadores ¢
depressores da mandibula ¢ freqiientemente observada nas condigSes dolorosas
associadas ao frismo (YU er al, 1994; TAMBELI e ai., 1997). As respostas
autonémicas podem incluir aumento de pressfio arterial e aumento de freqiéncia
cardiaca (TAYLOR er al, 1995) e as respostas comportamentais podem ser
expressas em humanos por choro e imritabilidade. Os mecanismos dolorosos
também podem ser estudados através da qguantificacio de respostas
comportamentais induzidas experimentalmente pela aplicagdo de estimulos nocivos
em animais laboratoriais.

Na verdade, um grande niimero de testes comportamentais tem sido
desenvolvido para estudar a resposta dolorosa em animais. O teste da formalina
permite uma quantificagfo de uma resposta dolorosa espontinea desencadeada por
um estimulo nocivo de longa duragfio, que se assemelha a algumas caracteristicas da
dor pos-traumatica (DUBUISSON & DENNIS, 1977, HUNSKAAR & HOLE,

1987; ROSLAND et al., 1990; DALLEL eral., 1995).
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Os resultados do presente trabalho demonstraram que a administra¢do
de diferentes concentragdes de formalina na regifio da ATM de ratos produz uma
resposta comportamental quantificivel e sugere que esta resposta seja dose-
dependente, possibilitando o estudo das condigses dolorosas provenientes da ATM.
Tal resposta ¢ caracterizada por trés tipos de comportamentos: a exacerbacio do
comportamento de cogar a regido orofacial, o ato de levantar rapidamente a cabega e
o ato de tombar a cabega para o lado injetado (Figura 3, 4; Tabela 5),

Um outro comportamento que pode ser observado, mas que nfio pode
ser considerado um comportamento induzido pela administragio de formalina, é o
comportamento de abertura ¢ fechamento bucal. A administragdo de diferentes
concentragbes de formalina na regifio da ATM de ratos nfio promoveu um aumento
significativo neste comportamento em relagdo & administracio de um mesmo
volume {50 ul) de salina (Figura 1). Por outro lado, pdde-se observar um aumento
significativo no comportamento de abertura e fechamento bucal em animais
submetidos a administragio de salina na regifio da ATM (50 ul) em relagio aos
animais que ndo recebem nenhum tipo de tratamento (Figura 2). Diante disto, é
possivel que o comportamento de abertura e fechamento bucal tenha sido causado
por uma estimulag@o dos mecanorreceptores da ATM provocada pelo volume (50

ul} injetado na mesma, e ndo pela agdo da formalina.
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Dentre a multiplicidade das fungdes do comportamento de cogar, seu
papel como resposta dolorosa € de importancia particular a pesquisa experimental da
dor. Os padrdes de cogar provocados por irritagdo localizada ou por estimulagdo
nociva tém uma organizacdo diferente daquela relacionada & manutengfo da
pelagem, termorregulagdo ou sinalizagdo social. O comportamento de cocar dos
roedores, que ndo estd relacionado a resposta dolorosa, consiste de episddios
prolongados de cuidado ¢ atengdo com a pelagem altamente orgamizados. Nesse
caso, 0 ato de cogar € realizado no sentido rostrocaudal, iniciando-se na regifo facial
com seqiiéncias de cogar a face estereotipadas e simétricas ao transitar de uma
regido do corpo para outra (VOS ef al, 1998). A administra¢do de diferentes
concentragctes de formalina na regiio da ATM de ratos promoveu um aumento
significativo no comportamento de cogar a regido orofacial em relagdo a
administra¢io de salina (Figura 3). Os amimais que tiveram o comportamento de
cogar exacerbado em decorréncia da administragio de formalina na regido da ATM
cocaram a regido orofacial de forma assimétrica com a pata dianteira ipisilateral e,
eventualmente, com a pata traseira, apesar do movimento de cogar a regido orofacial
com a pata dianteira ter sido fregilentemente acompanhado da pata contralateral.
Embora o comportamento de cocar a regiio orofacial assemelhe-se ao
comportamento relacionado com o cuidado com a pelagem , tem sido demonstrado
que uma distribuicdo assimétrica e prolongada no ato de cogar a face nfo ocorre

espontaneamente em ratos normats (VOS ef ¢l., 1998) e que o ato de cogar a regido
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orofacial com a pata dianteira ipsilateral freqiientemente é acompanhado por
movimentos similares da pata contralateral, apés a administragdo de formalina na
regido perioral (CLAVELOU er al., 1989).

Assim como o comportamento de cogar a regidio injetada assemelha-se
ac comportamento relacionado ao cuidado com a pelagem, o comportamento de
abertura ¢ fechamento bucal assemelha-se ao de roer, que também é um
comportamento apresentado espontaneamente por ratos ndo-tratados. Dentre as
respostas comportamentais nfo apresentadas espontaneamente por amimais nio-
ratados e nem mesmo pelos submetidos & administragio de salina na regifio da
ATM incluem-se as caracterizadas pelo ato de levantar rapidamente a cabeca e pelo
ato de tombar a cabeca para o lado injetado, observadas apds a administracio de
formalina na regido da ATM (Figura 4, Tabela 5). O comportamento de dor
caractenzado pela elevacfio rapida e intermitente da pata submetida 2 injega}o
subcutﬁnéé de formalina assemelha-se muito ao comportamento caracterizado pelo
ato de levantar rapidamente a cabega induzido pela administragio de formalina na
ATM.

O comportamento de tombar a cabega para o lado da administragio de
formalina na ATM ¢ muito similar aquele observado clinicamernite em pacientes com
dor referida assobiada a tecido profundo, como, por exemplo, a dor dental. No caso
de dor dental ¢ comum o paciente apresentar-se com a cabeca inchinada para o lado

do dente afetado. Embora tenha sido observado em todos os animais submetidos a
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administracdo de formalina na regifio da ATM, a avaliagio do comportamento de
tombar a cabega é extremamente dificil, uma vez que, 0 momento exato a partir do
qual o animal emite esse comportamento é muito variavel e subjetivo, considerando
que o animal tomba a cabe¢a progressivamente ao longo do experimento. Diante
disso, 0 comportamento de tombar a cabeca foi avaliado pela incidéncia em que
ocorria ¢ pOde-se observar que todos os animais submetidos a admimistracdo de
formalina na regido da ATM emitiram este comportamento (Tabela 5).

Uma das caracteristicas da resposta comportamental induzida pela
administracdo da formalina é seu padrio bifisico, no entanto, em decorréncia da
metodologia empregada no presente estudo ndo foi possivel observar as respostas
comportamentais emitidas durante a primeira fase, pois durante esse perfodc os
animais apresentaram um leve efeito residual da inalagio de Halotano (Figura 5). A
administracdio de formalina na regido da ATM de ratos sem nenhum tipo de indugfo
anestésica seria praticamente inviavel por se tratar de um tecido profundo, de dificil
acesso. Além disso, submeteria os animais a um estimulo estressante de grande
intensidade que, além de desnecessério, constituiria por si 6, uma outra varidvel,
pois o estresse pode alterar a sensibilidade & dor (CLAVELQU ef al., 1989). Além
do mais, parece bem documentado na literatura 0 mecanismo que envolve a primeira
fase do teste da formalina (DUBUISSON & DENNIS, 1977; HUNSKAAR &
HOLE, 1987; CLAVELOU er al., 1989, ROSLAND et al., 1990), ac passo que,

resultados contraditorios na literatura tém gerado grande controvérsia a respeito dos
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mecanismos que envolvem a segunda fase do teste da formalina (PARADA ef al.,
16993

O presente trabalho demonstra que a segunda fase de resposta
comportamental induzida pela administragiio de formalina na regifio da ATM de
ratos pode ser estudada a partir da concentragdo de 1,5 % (Figura 6). Este dado estd
de acordo com ¢ obtido por CLAVELOU ef al. (1995), para o teste da formalina no
labio. A evolugdo temporal da resposta comportamental induzida pela
administragdo de formalina 2,5 % na regifio da ATM de ratos representa uma curva
tipica da segunda fase do teste da formalina (Figura 5), com pico por volta dos 27
minutos ¢ posterior decréscimo até o final do periodo de observagdo de 45 minutos
(CLAVELOU er al, 1995).

Tem sido descrito na literatura (WHEELER-ACETO & COWAN,
1993, ABBOTT et al., 1995; TAYLOR et al., 1995) que a simples soma de mais de
um comportamento parece ser a forma mais adequada de avaliar as respostas
comportamentais induzidas pela administracdo de formalina, uma vez que, pode
haver uma inferacdo entre os comportamentos. Em 1977, quando o teste da
formalina foi descrito pela primeira vez na pata por DUBBUISSON & DENNIS, os
autores propuseram que a manewa mais correta de avaliar as respostas
comportamentais induzidas pela formalina seria a utilizagdo de um score, no qual

pesos diferentes deveriam ser atribuidos aos diferentes comportamentos.
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Os animais que foram submetidos ao teste da formalina na ATM
emitiram os comportamentos de cocar a regido orofacial e de levantar rapidamente a
cabeca de forma alternada, ora cocando, ora levantando a cabega, € estes
comportamentos aparentemente se apresentavam de forma complementar, ou seja,
0s animais que ao longo do periodo de observagdo passavam maior tempo cogando a
regifio orcfacial apresentavam o comportamento de levantar raprdamente a cabega
em uma freqiiéncia proporcionalmente menor ¢ vice-versa. Diante disto, essas
respostas foram avaliadas conjuntamente somando-se (ABBOTT ef al., 1993) o
periodo de tempo que os amimais emitiram o comportamento de cogar com 0
namero de vezes que os animais emitiram o comportamento de levantar a cabecga ao
longo do periodo de observagdo. Para isto, estabeleceu-se que cada movimento
caracterizado pelo ato de levantar rapidamente a cabeca, equivalia a um segundo.
“Em adi¢do, a andlise correlacional dos dados (ABBOTT et al., 1995)
demonstrou uma correlacdo mais forte entre as concentragdes de formalna
administradas e as respostas nociceptivas avaliadas através da soma dos
comportamentos de cogar a regifio orofacial e levantar rapidamente a cabega em
relagio a quando as respostas sio avaliadas separadamente (Tabela 6).
Tem sido demonstrado que a injecfo de formalina é acompanhada por
edema o qual atinge o pico (um aumento de 40% do volume) 4h apds a
administracio da mesma e permanece por muttos dias (RABOISSON er al., 1995).

Embora a administragio de formalina na regido da ATM de ratos mduza a formagéo
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de edema quantificavel espectofotometricamente, este edema ndo esta envolvido na
resposta comportamental induzida pela mesma. Dados obtidos recentemente em
nosso laboratorio (TING et al., 1999) demonstram que a administracdo de dextrano
na concentragdo (200 pgy que induz a formacdio de um edema comparavel ao
induzido pela administracdo de formalina 2.5 %, ndo induz as respostas
comportamentais caracterizadas pela exacerbaglio do comportamento de cogar a
regido orofacial, pelo ato de levantar rapidamente a cabega ¢ pelo ato de tombar a
cabeca para o mesmo lado da injecdo.

Nas Gltimas décadas houve uma explosfio na pesquisa sobre a dor,
consequentemente, novas informacgGes sobre as bases newrofisiolégicas da dor
tornaram-se disponiveis. Os receptores da dor, podem ser sensibilizados por vérias
substincias quimicas incluindo a substincia P, glutamato, serotonina, noradrenalina,
encefalinas, endorfinas ¢ histamina (RUMORE & SCHLICHTING, 1985). A
injuria tecidual causada por trauma ou induzida experimentalmente pela
adnunistragdio de uma substéncia nociva, provoca a desgranulagio de mastécitos da
regidio e, consequentemente, a liberagdo de histamina. Ja é conhecido na literatura o
envolvimento da histamina nos fendmenos de hiperalgesia e sensibilizagio
periférica. Acredita-se que a histamina atue perifericamente através de receptores
especificos, basicamente do tipo H;. Os anti-histaminicos, além de serem utilizados

tradicionalmente em doengas alérgicas, como sedativos € como espamoliticos, tém
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sido reconhecidos por seus efeitos analgésicos. Em adig@o, a histamina possui um
papel critico no desenvolvimento de edema (GUO et al., 1997).

Os resultados deste trabalho demonstraram o envolvimento de
mecanismos histaminérgicos enddgenos nas respostas comportamentais induzidas
pela administragdo de formalina na regifio da ATM de ratos através da ativagfio do
receptor histaminérgico periférico do tipo Hi, uma vez que essas respostas foram
significativamente reduzidas quando o antagonista seletivo do receptor do tipo Hj, a
pirilamina, foi co-administrado com a formalina (Figura 9).

Embora os anti-histaminicos também apresentem efeito analgesico
central (LAMBERTI er al., 1996) a possibilidade da ocorréncia de tal efeito foi
descartada neste trabalho em decorréncia da ineficacia do antagonista seletivo do
receptor Hy (400 ng) em reduzir significativamente os comportamentos nociceptivos
induzidos pela formalina, quando admimstrado na ATM contralateral (Figura 10).

A resposta comportamental induzida pela administragio de formalina
na regido da ATM de ratos, avaliada através da soma dos comportamentos de cogar
a regifio orofacial e levantar rapidamente a cabeca, aumentou significativamente a
partir de 1,5 %. No entanto, a concentragfo intermediaria de 2,5 % foi escolhida
para ser co-administrada com as diferentes concentragdes do antagonista do receptor
histaminérgico do tipo Hj, a pirilamina, para obter-se uma margem de seguranga.

Muitos trabalhos tém-se preocupado com os mecanismos envolvidos na

primeira e na segunda fase do teste da formalina. A primeira fase tem sido atribuida
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a um efeito direto de substincias algogenas sobre os nociceptores, enquanto que a
segunda fase tem sido associada ao subseqiiente desenvolvimento de inflamacgéo
| (HUNSKAAR & HOLE, 1987) e sensibilizagdo central. Embora a segunda fase do
teste da formalina tenha sido muito utilizada como um modelo de estudo do
processo de sensibilizagdio central (CODERRE ef al, 1990 CODERRE &
MELZACK, 1990; CADET er al., 1993; 1995) tem sido proposto que apenas a
sensibilizagfio central nfio é suficiente para manter a segunda fase de Tesposta
(DALLEL er al, 1995; TAYLOR er al., 1995). Os resnltados deste trabalho
confirmam a importincia dos mecanismos periféricos na segunda fase do teste da
formalina, uma vez que a administragiio local do antagonista seletivo do receptor
histaminérgico do tipo H; reduziu significativamente a resposta  nociceptiva
induzida pela administragéio de formalina na regido da ATM de ratos (Figura 9).
Contudo, quando as respostas comporfamentais induzidas pela co-
admmistracdo dé.;ii-ferentes concentractes de pirilamina e formalina 2.5 % foram
avaliadas separadamente pbde-se verificar que a co-administracio do antagonista
seletrvo do receptor histaminérgico do tipo H, pirilamina, com a formalina reduziu
significativamente a resposta comportamental caracterizada pelo ato de levantar
rapidamente a cabecga (Tabela 9, Figura 8), mas nfo reduziu significativamente o
comportamento de cogar a regido orofacial (Tabela 8, Figura 7). Vale a pena
ressaltar, como observado por WHEELER-ACETO & COWAN em 1993 para o

teste da formalina na pata, que a diminuigfo em um unico indice de comportamento
65



induzido pela administragio de formalina pode ser um critério inadequado para
demonstrar antinocicepgdo. O fato da co-administragdo da pirilamina e formalina
reduzir significativamente o comportamento de levantar rapidamente a cabega esta
de acordo com os dados obtidos por PARADA ef al. em 1999 para o teste da
formalina na pata, uma vez que os autores verificaram que a co-administragdo da
pirilamina ¢ formalina reduziu significativamente o comportamento de elevagfo
rdpida e intermitente da pata. Cabe lembrar que o comportamento de levantar
rapidamente a cabega induzido pela administragio de formalina na regifo da ATM
de ratos ¢ muito semelhante ao comportamento de elevagdo rapida e intermitente da
pata induzido pela administragdo de formalina na pata traseira de ratos, como
descrito anteriormente.

Apesar de ndio ter sido diminuida significativamente pela pirilamina, a
resposta comportamental caracterizada pela exacerbagio do ato de cogar induzida
pela aplicagdo de estimulo nocivo na face tem sido considerada uwma resposta
nociceptiva (CLAVELOU er al., 1989 ¢ 1995, VOS et al., 1998). A administragdo
de formalina causa injuria tecidual e a liberagfio no local de uma série de substincias
além da histamina que estimulam as fibras aferentes nociceptivas primarias, este
fato poderia explicar a ineficiéncia da pirilamina em reduzir significativamente o
comportamento de cogar a regido orofacial.

Com o intuito de comprovar se as respostas comportamentais induzidas

pela administragio de formalina na regifio da ATM de ratos possuem carater
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nociceptivo, foram realizados mais dois grupos experimentais. Um grupo recebeu
um bloqueio anestésico provocado pela co-administragio do derivado quaternario da
lidocaina hidrofilica, QX-314 a 2 % (25 pl), que se difande muito rapidamente e
formalina 3 % (25 ul) na regifio da ATM. Ontro grupo recebeu a administracio
sistémica (via intraperitoneal) de uma droga analgésica classica, a morfina, em uma
dose que ndo produziu nenhum efeito locomotor (4 mg/kg), 30 minutos antes da
administrag@o de formalina 2,5 % (50 ul).

Os resultados demonstraram que o blogueio anestésico reduzin
dramaticamente (a niveis compardveis ao grupo que recebeu a administracio de
salina) a soma das respostas comportamentais caracterizadas pelo ato de cogar a
regifio orofacial e levantar rapidamente a cabega induzidas pela administragio de
formalina na regido da ATM de ratos (Tabela 13, Figura 13), este dado esta de
acordo com o observado por TAYLOR et al.,, 1995, no teste da formalina da pata.
(uando as respostas comportamentais foram avaliadas separadamente pode-se
constatar também uma diminuicio significativa na resposta caracterizada pelo ato de
cogar a regido orofacial (Tabela 11, Figura 11) e um blogueio na resposta
caracterizada pelo ato de levantar rapidamente a cabeca (Tabela 12, Figura 12).

A administracio sistémica de morfina reduziu significativamente
{também a niveis compardveis ao grupo que recebeu a admimstragio de salina) a

soma das respostas comportamentais caracterizadas pelo ato de cogar a regido
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orofacial e levantar rapidamente a cabega induzidas pela admimmstrag8o de formalina
na regido da ATM de ratos (Tabela 13, Figura 13), como observado por
CLAVELQOU et al, 1989, no teste da formalina no labio. Quando as respostas
comportamentais foram avaliadas separadamente pdde-se constatar também uma
dinnnuicio significativa na resposta caracterizada pelo ato de cogar a regido
orofacial (Tabela 11, Figura 11) e na resposta caracterizada pelo ato de levantar
rapidamente a cabega (Tabela 12, Figura 12). Assim sendo, as repostas
comportamentais nociceptivas caracterizadas pela exacerbagdo do ato de cogar a
regifio orofacial e as caracterizadas pelo ato de levantar rapidamente a cabega podem
ser utilizadas como indice de dor orofacial para o teste da formalina na ATM de

ratos, seja quando avaliadas separadamente ou em conjunto pela soma das mesmas.
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CONCLUSOES:

= Este estudo demonstrou que o teste da formalina na ATM de ratos produz
respostas comportamentais nociceptivas quantificdveis caracterizadas pela
exacerbagdo do ato de cogar a regifio orofacial e caracterizadas pelo ato de
levantar rapidamente a cabeca, constituindo dessa forma um novo modelo

experimental para estudar as condigdes dolorosas da ATM.

* Este estudo sugere que as respostas comportamentais nociceptivas induzidas pela
admunistracdo de diferentes concentracdes de formalina na regifio da ATM de

ratos sdo dose-dependentes.

=« () teste da formalina na ATM de ratos permite a avaliacdo apenas da segunda

fase de respostas.

* (s resultados evidenciam o envolvimento da histamina endégena na resposta
comportamental induzida pela administracfo de formalina na ATM de ratos ¢
demonstram a participacio dos receptores histaminérgicos periféricos do tipo H;
nessa resposta, confirmando a importdncia dos mecamsmos periféricos na

génese da segunda fase do teste da formalina.

69



» As respostas comportamentais induzidas pela administragdio de formalina na
regifio da ATM de ratos sfo significativamente reduzidas pela lidocaina e

morfina.

70



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS'

1. ABBOTT, F.V,FRANKLIN, K.B.J, WESTBROOK, R.F. The formalin test:
scoring properties of the first and second phases of the pain response in
rats. Pain, Amsterdam, v.60, n.1, p.91-102, Jan. 1995.

2

. AGHABEIGI, B. The pathophysiology of pain. Br Dent J, London, v.173,
n.3, p.91-96, Aug. 1992,

3. BEREITER, D.A.,, BENETTI, AP. Exitatory amino release within spinal
trigenminal nucleus afier mustard oil injection into the temporomandibular
joint region of the rat. Pain, Amsterdam, v.67, n.2-3, p.451-459, Oct.
1996. |

e

. CADET, R, AIGOUY, L., WODA, A. Enhanced nociceptive behaviour
following conditioning injection of formalin in the perioral area of the rat.
Brain Res, Amsterdam, v.676, n.1, p.189-195, Apr. 1995,

5. CADET, R., AIGOUY, L., WODA, A. Sustained hiperalgesia can be induced
in the rat by a single formalin injection and depends on the initial
nociceptive inputs. Neurosci Lett, Limerick, v.156, n.1-2, p.43-46, June
1993,

" De acordo com a NBR 6023, de 1989, da Associacio Brasileira de Normas Técricas (ABNT). Abreviatura dos
peritdicos em conformidade com o Medline.
71



10.

11.

CADET, R. et al. Is there a correlation between scores of nociceptive
behavioral responses to formalin injections given at different body sites in

the rat? Neurosci Lett, Limerick, v.242, n.3, p.123-126, Feb. 1998.

CLAVELOU, P. et al. Application of the formalin test to the study of
orofacial pain in the rat. Neurosci Lett, Limerick, v.103, n.3, p.349-353,
Sept. 1989.

CLAVELOU, P.etal The orofacial formalin test in rats: effects of different
formalin concentrations. Pain, Amsterdam, v.62, n.3, p.295-301, Sept.
1993,

CODERRE, T.J. et al. Contribution of central neuroplasticity to patological
pain: review of clinical and experimental evidence. Pain, v.52, n.3, p.25%-

285, Mar. 1993,

CODERRE, T.J., MELZACK, R. The contribution of excitatory amino acids
to central sensitization and persistent nociception after formalin-induced

tissue injury. J Neurosci, New York, v.12, n.9, p.3665-3670, Sept. 1992.
CODERRE, T.J., VACCARINO, AL., MELZACK, R. {Central nervous

system plasticity in the tonic pain response to subcutaneous formalin

injection. Brain Res, Amsterdam, v.535, n.1, p.155-158, Dec. 1590.

72



12.

14,

15,

16,

17.

i8.

COOPER, S.A. Treating acute pain: do's and don'ts, pros and cons. J.
Endod, Baltimore, v.16, n.2, p.85-91, Feb. 1990.

.- DALLEL, R. et al. Evidence for a periferal origin of the tonic nociceptive

response to subcutaneous formalin. Pain, Amsterdam, v.61, n.1, p.11-16,
Apr. 1995,

DUBNER, R. Pain control in dentistry: the anatomic and phisiologic basis of
orofacial pain. Pain, Amsterdam, v.8, 0.6, p.408-416, June 1986.

DUBNER, R., RUDA, M.A. Activity-dependent neuronal plasticity following
tissue injury and inflammation. Trends Neuresei, Barking, v.15, n.3,
p.96-103, Mar. 1992,

DUBUISSON, D., DENNIS, S8.G. The formalin test: a quantitative study of
the analgesic effects of morphine, meperidine, and brain stem stimulation
in rats and cats. Pain, Amsterdam, v.4, n.2, p.161-174, Dec. 1977.

ESIENBERG, E., VOS, B.P, STRASSMAN, AM. The NMDA antagonista
memantine blocks pain behavior in a rat model of formalin-induced facial

pain. Pain, Amsterdam, v.54, n.3, p.301-307, Sept. 1993.
GUO, Y. etal. Role of mast cell histamine in the formation of rat paw edema:

a microdialysis study. Eur J Pharmacel, Amsterdam, v.331, n.2-3, p.237-
243, July 1997.

73



. HASS, D.A. Development of na orofacial model of acute inflammation in raf.

Arch Oral Biol, Oxford, v.37, n.5, p.417-422, 1992.

. HATHAWAY, CB., HU, JW., BEREITER, D.A. Distribution of Fos-like
immunoreactivity in the caudal bramstem of the rat following noxious
chemical stimulation of the temporomandibular joint. J Comp Neur, New
York, v.356, n.3, p.444-456, June 1995,

. HU, IM. et al. Deep cramofacial pain : involvement of trigeminal subnucleus
caudalis and its modulation. In: WORLD CONGRESS ON PAIN,
PROGRESS IN PAIN RESEARCH AND MANAGMENT, 8 1997.

Proceedings ... v.§, 1997.

. HU, JM. et al. Electromiographic and trigeminal brainstem neuronal changes
associated with inflammatory irritation of superficial and deep craniofacial
tissues in rats. In: WORLD CONGRESS ON PAIN, PROGRESS IN PAIN
RESEARCH AND MANAGMENT, 7. 1997. Proceedings ... v.2, 1994,

. HUNSKAAR, S., HOLE, K. The formalin test in muce: dissociation between
mflammatory and non-inflammatory pain. Pain, Amsterdam, v.30, n.1,

p.104-114, July 1987.
. LAMBERTI, C. et al. Investigation into the role of histamine receptors in

rodent antinociception. Pharmacol Bioch Behav, New York, v.53, n.3,

p.567-574, Mar. 1996.

74



25,

26,

28,

MALMBERG-AIELLO, P. et al. Evidense for hiprenociception induction
following histamine H1 receptor activation in rodents. Life Sci, Oxford,
v.63, n.6, p.463-476, 1998,

MERSKY, H. Classification of the cronic pain: syndromes and definition of
pain terms. Pain, Amsterdan, v.3, p.S1, 1986. [Suppl.]

. MIELLEM-JOLY, N. et al. Intratecal co-administration of substance P and

NMDA augments nociceptive responses in the formalin test. Pain,
Amsterdam, v.51, n.1, p.195-198, Nov. 1992,

PARADA, CA., LUCCARINI, P., WODA, A, Effect of na NMDA receptor
antagonist on the wind-up newons in the trigeminaloralis subnucleus.
Brain Res, Amsterdam, v.761, n.1, p.313-320, July 1997,

PARADA, C A, TAMBELIL CH., FERREIRA, § H. Peripheral histamine H,
receptors but not bradykinin B, and B, receptors are involved in the second
phase of the formalin test m rats. In. WORLD CONGRESS ON PAIN,
PROGRESS IN PAIN RESEARCH AND MANAGMENT, 9. 1999,
Viena. Anais... Viena, 1999, p. 34,

RABOISSON, P et al. Effects of subcutaneous formalin on the activity of

trigeminal brain stem nociceptive neurons in the rat.  J Neuwrophysiol,
Bethesda, v.73, n.2, p.496-305, Feb. 1995.

75



31

32

33,

35.

36,

37.

ROSLAND, JH. The formalin test in mice: the influence of ambient
temperature. Pain, Amsterdam, v.45, n.2, p.2111-216, May 1991.

ROSLAND, JH. et al. The formalin test in mice: effect of formalin
concentration. Pain, Amsterdam, v.42, n.2, p.235-242, Aug. 1990.

RUMORE, M.M., SCHLICHTING, D.A. Analgesic effects of antihistaminics.
Life Sci, Oxtord, v.36, 0.5, p.403-416, Feb. 1985.

. SESSLE, B.J. Bramnstem mechanisms underlving craniofacial pain and its

modulation. Adv Pain Res Ther, v.22, p.413-421, 1995.

TAMBELL CH., TSAIL, CM., HU, JW. Central opioid modulation of
moustard oil-evoked jaw muscle activity. J Dent Res, Washington, v.76,

p.171, 1997.

TAYLOR, BK.,, PETERSON, MA, BASBAUM, Al Persistent
cardiovascular and behavioral nociceptive responses to subcutaneous
formalin require periferal nerve input. J Neurosci, New York, v.15, n.11,

p.7575-7584, Nov. 1995.

TING, E. et al. Avaliagdio do edema na resposta dolorosa induzida pela
administacdo de formalina na ATM de ratos. In: JORNADA
ODONTOLOGICA DE PIRACICABA, 6. 1999. Piracicaba. Anais...
Prracicaba: Fop-~-Unicamp, 1999, p 105

76



38.

39.

40.

41,

42

43.

VOS, PB,, HANS, G., ADRIAENSEN, H. Behavioral assessment of facial

pain 1 rats: face grooming patterns after painful and non-painful sensory

disturbances in the territory of the rat’s infraorbital nerve.
Amsterdam, v.76, n.1-2, p.173-178, May 1998.

WHEELER-ACETO, H., COWAN, A. Naloxone causes

Pain,

apparent

antinociception and pronociception simultaneously in the rat paw formalin
test. Eur J Pharmacol, Amsterdamn, v.236, n.2, p.193-199, May 1993,

YANAIL K. et al. Behavioural characterization and amounts of brain

moaminos and their metabolites in the mice laking histamine H1 receptors,

Neuroscience, New York, v.87, n.2, p.479-487, Nov. 1998

YU, X.M., SESSLE, B.J,, HU, J.W. Dafferential effects of cutaneous and deep

application of inflammatory nrritant on mechanoreceptive field properties of

frigeminal brain stem nociceptive neurons. J Neurophysiol, Bethesda,

v.70,n.4, p.1704-1707, Oct. 1993,

YU, XM. et al. Administration of opiate antagonist naloxone

mduces

recurrence of increased jaw muscle activities related to inflammatory

irritant application to rat temporomandibular joint region. J Neurophysiol,

Bethesda, v.72, n.3, p.1430-1433, Sept. 1994,

YU, XM. et al. Effects of mflammatory uritant application to the rat

temporomandibular jomnt on jaw and neck muscle activity.
Amsterdam, v.60, n.2, p.143-149, Feb. 1994,

77

Pain,



ANEXO:

Ficha utilizada para quantificar as respostas comportamentais,
induzidas pela administragdo de formalina na regido da ATM de ratos, durante 0

periodo de observagio de 45 minutos.

DATA: /7 /

GRUPC:

PESO: g

0-3 36 60 1 942 | 1245 | 15-18 | 1821 | 2124 | 2427 | 2730 | 3033 | 3336 | 3639 | 3942 | 4245

AF: comportamento de abertura e fechamento bucal (segundos)

CO: comportamento de cogar a regifio orofacial {segundos)
L.C: comportamento de levantar rapidamente a cabega (ntimero de vezes)

OBSERVACOES:
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APENDICE:

Tabelas suplementares dos resultados individuais da amostra.

Tabela 1. Valores individuais do efeito da administracgo de diferentes concentragfes

de formalina na regifio da ATM de ratos sobre o comportamento de abertura e

fechamento bucal.

Formalina
Animals 0,0% 0,5% 1,5% 2.5% 5,0%
1 0 4,42 97 133,09 10,74
2 16,22 21,64 - 3848 20,75
3 47,11 69,84 1,43 0 55,28
4 11,71 24,96 30,7 13,99 1,49
3 29,54 . 22.22 60,57 2934
6 0 7.24 - - 36,54
7 62,97 - 48 89 26,91 1.5

g 32,98 4262 18,76 - 68 45
9 30,32 1,4 8,55 16,87 11,26

10 52.51 - 17.91 28,12 -

meédia £ EP 28334682 24,5519 29 18,77£3,25 39,88+14,77 26,15+7 87
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Tabela 2. Valores individuais do efeito de diferentes tratamentos sobre o

comportamento de abertura ¢ fechamento bucal.

nio-tratado sham salina
Animais
1 497 15,75 G
2 12,54 24,99 16,22
3 0 10,76 47,11
4 0 0 11,71
5 4,26 11,61 26.54
6 - - 0
7 - - 62,97
g - - 32,98
9 - - 30,32
10 - - 52,51
médiatEP 4 3542 26 12,6244 04 28,33+6.82

80



Tabela 3. Valores individuais do efeito da administragio de diferentes concentragdes

de formalina na regifio da ATM de ratos sobre o0 comportamento de cogar a

regifio orofacial.

Formalina
0,0% 0,5% 1,5% 2.5% 5,0%
Animais
1 59.09 89,5 197,54 3999 74,61
2 88,36 148 02 - 168,18 201,55
3 554 98,07 93 81,22 38,78
4 76,09 155.61 138,28 511,64 132,08
5 55,89 - 149 07 138,43 1918
6 56,13 151,11 - - 302,46
7 44,29 - 189,07 179,41 434 69
8 32,49 68,67 48.34 - 21,97
9 30,78 144,67 96,7 441,55 321.,6
1 35,45 - 268,93 121,92 -
mediana 55,04 144 67 143,67 153,30 191,80
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Tabela 4. Valores individuais do efeito da administragao de diferentes concentragdes
de formalina na regifio da ATM de ratos sobre 0 comportamento de levantar

rapidamente a cabeca.

Formalina
0,0% 0,5% 1.5% 2,5% 5,0%
Animais
i 0 51 113 368 232
2 0 54 - 128 83
3 0 31 78 89 234
4 0 77 40 56 137
5 0 - 111 63 32
6 0 64 - - 78
7 0 - 235 74 120
8 0 82 75 - 212
9 0 29 203 195 110
10 4§ - 71 122 -
mediana 0 54 04 105,5 120
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Tabela 5. Valores individuais da resposta comportamental (avaliada pela soma)

induzida pela administragio de diferentes concentracdes de formalina na

regido da ATM de ratos.
Formalina
0,0% 0,5% 1,5% 2,5% 5,0%
Animais
1 56,00 1405 310,04 407,99 306,61
2 88,36 202,02 - 296,18 284.55
3 55,4 129,07 173 170,22 272,78
4 76,09 232,61 178,28 567,64 269,08
5 55,89 - 260,07 201,43 223.8
& 56,13 215,11 - ~ 380,46
7 4429 ~ 424 07 253,41 554,69
8 32,49 150,67 123,34 - 233,97
9 30,24 173,67 301,7 636,55 431,6
10 35,45 - 339,93 243,92 -
médiatEP 53,345,093 177,66x15,04 263,92+£35.47 347,17£61,33 328.62+36,02
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Tabela 6. Valores individuais da resposta comportamental (avaliada pela soma)
induzida pela co-administragdo de diferentes concentracdes de pirilamina com

formalina 2,5 % na regifio da ATM de ratos.

C1 2 Pirilamina
$0ug 100ug 200ug 400ug
Animais

1 407,99 105,49 336,05 45,27 14536 139.97
2 296,18 273,82 177,87 269,47 151,95 44,9
3 170,22 196,64 119,27 101,51 54,73 160,44
4 567,64 149,79 437,06 164,61 35,3 80,76
5 201,43 228 4 45,84 1649 110,38 43,29
6 - 278,77 80,21 162,75 156,88 59,57
7 253,41 269,78 64,38 32,79 126,37 54,08
8 - 206,28 148,36 49,58 87,15 60,04
o 636,55 . - - - -
10 243,92

meédiatEP 347 174613 20164199 176,1+483 12384288 108,5+161 80,4+159

C1 (controle 1): Formalina 2,5 % na ATM esquerda;
C2 (controle 2): Formalina 2,5 % na ATM esquerda e Pirilamina 400ug na ATM

direita,
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Tabela 7. Valores individuais da resposta comportamental caracterizada pelo ato de

cogar a regiio orofacial induzida pela co-administragio de diferentes

concentragSes de pirilamina com formalina 2,5 % na regifio da ATM de ratos.

Ci Pirilamina
S50ug 100ug 200pg 40011g
Animats

1 39,99 256,05 28,27 13436 93,97

2 168,18 50,87 243,47 130,95 449
3 81,22 114,27 81,51 6,73 100,44

4 511,64 289.06 134,61 35,3 49,76

3 138,43 32,84 86,9 74,38 43,29

6 179,41 66,21 37,75 123 88 42,57

7 441,55 56,38 14,79 89,37 20,08

8 121,92 102 36 46 58 80,15 47,69
mediana 1533 84 28 65,54 84,76 4599

C1 (controle 1) Formalina 2,5 % na ATM esquerda;
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Tabela 8. Valores individuais da resposta comportamental caracterizada pelo
comportamento de levantar rapidamente a cabega induzida pela co-

administracdo de diferentes concentragdes de pirilamina com formalina 2.5 %

na regifio da ATM de ratos.
C1 Pirilamina
50ug 100ug 20009 400ug
Animais
1 368 80 17 11 44
2 128 127 26 21 0
3 89 5 20 48 60
4 56 148 30 0 31
5 63 13 78 36 0
6 74 14 125 33 17
7 195 8 18 37 34
8 122 46 0 7 13

meédiaEP 136,87136,68  55,124£20,13 39.25+14,622 24124599 2487+75

C1 (controle 1): Formalina 2.5 % na ATM esquerda;
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Tabela 9. Valores individuais da resposta comportamental (avaliada pela soma)
induzida pela co-administragdo de QX-314 2 % e formalina 2,5 % na regifio
da ATM de ratos ou pela administrag8o intraperitoneal de morfina 30 minutos

antes da administragdo periarticular de formalina 2,5 %.

Formalina 2,5% QX-3142% Morfina
Animais

i 407,99 77,57 35,46
2 296,18 30,54 4392
3 170,22 22,46 56,03
4 567,64 51,16 36,19
5 201,43 27.09 52,51
6 25341 50,71 8318
7 636,55 - -

8 24392 - -

mediatbEP 347 17+61,33 43,251+8.47 51,71+7,32
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Tabela 10. Valores individuais da resposta comportamental caracterizada pelo ato de

cocar a regido orofacial induzida pela co-administraciio de QX-314 2 % ¢

formalina 2,5 % na regifio da ATM de ratos ou pela administracdo de morfina

30 minutos antes da administracdo periarticular de formalina 2,5 %.

Formalina2,5% QX-3142% Morfina
Ammais

1 39,99 77,57 35,46
2 168,18 30,54 7.92
3 81,22 22.46 20,03
4 511,64 51,16 5,19
5 138,43 27,09 35,51
6 17941 50,71 83,18
7 441,55 - -

8 121,92 - -

mediatEP 210,29460.6 43 2548 47 31,22411,67

&8



Tabela 11. Valores individuais da resposta comportamental caracterizada pelo
comportamento de levantar rapidamente a cabega induzida pela co-
administrag8o de QX-314 2 % ¢ formalina 2,5 % na regido da ATM de ratos
ou pela adminmistracio de morfina 30 minutos antes da administracdo

periarticular de formalina 2.5 %.

Formalina 2.3% QX-3142% Morfina
Animais
1 368 0 0
2 128 0 36
3 89 0 39
4 56 0 3]
5 63 0 17
6 74 0 0
7 195 - -
8 122 - -
mediana 105,5 0 24

89



