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I. INTRODUCAO

A dor é uma sensagdo complexa dificil de definir. A pluralidade de termos
usados para adjetivar a dor (“lancinante”, “fulgurante™, “queimagdo”, etc.) ddo
uma 1déia da variedade de sensagbes percebidas e da dificuldade de descrevé-la
com precisdo (MELZACK & THORGERSON, 1971). A Associa¢do internacional
para o estudo da dor (International Association for the Study of Pain -IASP-) a
define como “uma sensacdo desagradavel e uma experiéncia emocional em
resposta a um atentado tecidual real ou potencial, ou descrito nestes termos”
(WALL, 1989).

Neste trabalho nos nos limitaremos a dor aguda, ou seja, aquela
desencadeada por estimula¢cdes nociceptivas. As estimulagdes nociceptivas tém
em comum a capacidade de pdr em risco a integridade do corpo e desencadear
respostas comportamentais e reflexas (somdticas ou vegetativas) variadas,
geralmente associadas as sensag¢des dolorosas (REY, 1993).

A dor ocupa um lugar particular no sistema sensorial, que tem a funcéio de
informar os centros nervosos a respeito das condi¢des nas quais se encontram o
meio externo e mterno do organismo. Como veremos, o carater doloroso de um
estimulo nfo ¢ definido apenas pela sensacdo que ele produz. Na realidade, nio
existe necessariamente uma relacfo estreita entre o estimulo causal ¢ a sensagio
resultante. A dor pode mesmo ser percebida na auséncia aparente ou real de
estimulagOes corporais (dor fantasma ou dor neurologica de origem central). Na
presenga de processos inflamatorios, por exemplo, um estimulo mecénico de
pouca intensidade pode desencadear uma reagdo dolorosa intensa. Os fendmenos
de alodinia (dor produzida por um estimulo nio nociceptivo) e hiperalgesia
(aumento das sensagdes dolorosas) fazem parte do campo de estudos da fisiologia

das sensa¢des dolorosas.



Apesar da dor ter uma fungdo protetora do organismo, muitas vezes,
alteragdes pldsticas nos neurdnios que a transmitem, podem provocar
modificagdes nas sensagdes dolorosas (CODERRE ET AL., 1993). A partir do
momento que se instala, a dor cronica, a hiperalgesia ou a alodinia, o efeito
protetor fisiologico da dor da lugar a um estado “patolégico”, que €, nio apenas
mitil, mas deletério para o organismo. Atualmente acredita-se que as
hiperalgesias possuam duas origens distintas; uma periférica e outra central. No
tecido periférico, a hiperalgesia esta relacionada sobretudo com a sensibilizagio
dos nociceptores. Varios mecanismos periféricos, dentre eles a inflamagao do
tecido, podem provocar uma diminui¢do do limiar de acdo dos nociceptores e
1994 ¢

GUIRIMAND & LE BARS, 1996). Entretanto, muitas vezes, mesmo apos a

conseqiientemente um estado de hiperalgesia e alodinia (DRAY |
reparagdo tecidual, a hiperalgesia pode persistir diante da aplicacio de um
estimulos nociceptivo no tecido previamente ijuriado. Isto sugere que a resposta
nociceptiva mediada pelos neurénios do sistema nervoso central (SNC), pode ser

modificada apds estimulos nociceptivos prolongados decorrentes da injuria

previamente instalada no tecido, fendmeno conhecido por sensibilizacdo central

(CODERRE ET AL., 1993).

L1. EVIDENCIAS DA SENSIBILIZACAO CENTRAL NAS
HIPERALGESIAS

Varios autores tém sugerido que o processo de sensibilizagdo central,
caracterizado pelo aumento da excitabilidade dos neurbnios do SNC envolvidos
na transmussdo da informagdo dolorosa, seja um dos principais fatores
responsaveis pelas hiperalgesia (CODERRE ET AL., 1993 ; WILCOX, 1993 ; DAHL,
1994). O teste da formalina, por exemplo, tem sido usado como um modelo de

sensibilizagdo central induzida pela inflamagdo do tecido periférico. A injecdo



subcutdnea de formalina diluida produz uma resposta nociceptiva bifésica,
observada tanto nos estudos' comportamentais (CADET ET AL., 1993) como nos
estudos eletrofisiologicos (RABOISSON ET AL., 1995). A primeira fase ocorre
imediatamente apos a injecdo e ¢ caracterizada por uma resposta nociceptiva
intensa que dura de 5 a 10 minutos. A segunda fase, que ocorre aproximadamente
20 minutos apds a aplicagdo da formalina, é caracterizada por uma resposta
nociceptiva moderada que dura de 20 a 60 minutos (resposta nociceptiva tonica).
Varios autores demonstraram que injegdes no SNC de agonistas de opidides-mu e
anestésicos (DICKENSON & SULLIVAN, 1987 ; VACCARINO & MELZACK, 1992), ou

inje¢do subcutinea de lidocaina (CODERRE ET AL., 1990), inibem a resposta

nociceptiva tonica apenas se estas imje¢les forem aplicadas anteriormente a
formalina e ndo apos a primeira fase da resposta nociceptiva. Estes resultados
sugerem que a segunda fase do teste da formalina depende da ativagdo dos
neurbnios do corno dorsal espinhal, a qual ocorre logo apos a injegdo de
formalina, evidenciando o papel do SNC nas hiperalgesias.

Estudos eletrofisiologicos demonstraram que estimulos mecanicos intensos,
aplicados nos campos receptivos® de neurdnios nociceptivos do corno dorsal da
medula espinhal, produzem uma hiperatividade destes neurénios se o tecido
periférico for injuriado por inje¢do intradérmica de capsaicina. A hiperalgesia,
permanece mesmo apds a recuperacdo do tecido, mas pode ser evitada se a regido
, 1991 ;

TOREBJORK ET AL., 1992). Também foi observado um aumento na extensio dos

for anestesiada previamente a mjuria tecidual (LA MOTTE ET AL.

campos receptivos periféricos apos aplicagio repetitiva de estimulos nociceptivos

(WOOLF & KING, 1990 ; HUET AL., 1992).

U A maior parte dos estudos citados neste trabalho foram realizados em ratos. Do contrario, a espécie referida
sera citada.

* Campo receptivo ¢ a drea da pele, mucosa, ou fecidos profundos, normalmente menor que Imm’. a partir da
qual uma fibra nervosa aferente ou um neurdnio central e seus receptores associados podem ser estimulados.



Recentemente, FERREIRA ET AL. (1994, 1996) demonstraram a existéncia de
uma sensibilizagdo retrograda dos neurdnios sensoriais de primeira ordem,
induzida pela liberagdo de glutamato no como dorsal da medula espinhal e
conseqiiente ativagdo dos receptores de NMDA. Os resultados obtidos por estes
autores, apesar de ndo descartarem a possibilidade dos neurénios do SNC estarem
também sensibilizados, sugerem que os terminais pré-sinapticos dos neurdnios
sensorials primarios sdo um importante sitio de sensibilizagéo periférica.

Contudo, o envolvimento do SNC nas hiperalgesias, pode ser explicado
pelo aumento progressivo do nimero de potenciais-de-agio dos neurdnios
nociceptivos do como dorsal, apds estimulagdes repetitivas das fibras C. Este
fendmeno foi micialmente descrito e definido por MENDELL (1966) como “wind-
up” °. Atualmente, o wind-up tem sido considerado um importante modelo de
estudos da senstbiliza¢do central, relacionada com a atividade dos neurénios do
corno dorsal da medula espinhal (REN, 1994; POCKETT, 1995 ; ARENDT-NIELSEN
& PETERSEN-FELLY, 1995). Ele tem permitido estudar os mecanismos centrais da

hiperalgesia independentemente dos mecanismos periféricos.

1.2. O FENOMENO DO WIND-UP DAS FIBRAS-C

Wind-up corresponde ao aumento progressivo do numero de potenciais-de-
agdo pos-sinapticos (PEPS) dos neurfnios nociceptivos do como dorsal da
medula espinhal, que ocorre ap6s uma série de estimulagdes elétricas das fibras C

(WOOLF & THOMPSON, 1991; SULLIVAN ET AL., 1992 ; FRASER E COLL, 1992).

? O termo “wind-up” ¢ mantido na sua versio original em inglés. por ndo haver um termo técnico adequado e
correspondente na lingua portuguesa. Em textos especializados, ¢ comum também. encontrar a expressio
“wind-up das fibras C” . uvtilizada por varios autores, para designar este fendmeno provocado pela ativacio das
fibras C. Na lingua inglesa, o complemento “das fibras C” d4 uma conotagio técnica apropriada 20 termo wind-
up que significa “dar corda” (reldgio).



Ele pode também ser observado nas preparac¢des nociceptivas reflexas ligadas aos
neurdnios motores do corno ventral (THOMPSON ET AL., 1990 ; Xu, ET AL., 1995).
Este fendmeno representa um tipo de somagdo temporal resultante da estimulago
elétrica de fibra C com alta intensidade e freqiiéncia entre 0,2 e 1 Hz (DAVIES &
LODGE, 1987; DICKENSON & SULLIVAN, 1990 ; JEFTINJA & URBAN, 1994).
Investigagbes experimentais realizadas em humanos tém confirmado os
varios estudos em animais que demonstram que o wind-up é um potente
mecanismo de somacdo central tanto em condigdes normais como em condigdes
de extrema excitabiidade (KRISTENSEN ET AL., 1992 ; REN, 1994 ; ARENDT-

NIELSON ET AL., 1995 ARENDT-NIELSON & PETERSEN-FELIX, 1995). Como néo é

possivel registrar a atividade dos neurénios do corno dorsal em humanos, técnicas
psicofisicas (ARENDT-NIELSON ET AL., 1995) e eletrofisiologicas (KRISTENSEN ET
AL., 1992) tém sido desenvolwvidas para registrar estas somagdes temporais no
homem. Isto tem permitido a transferéncia de informagdes do estudo em animais
para o humano e aumentar o interesse clinico na investigagdo dos mecamsmos
envolvidos no fendmeno do wind-up.

Do ponto de vista eletrofisiologico, a sucessio de estimulos aferentes pode
ser traduzida por despolariza¢des cada vez maiores, pelo fato dos potenciais pos-
smapticos gerados pela ativagdo das fibras-C serem lentos. Isto faz com que uma
nova onda de potenciais aferentes produza seu efeito antes do neurdnio retornar
ao seu potencial de repouso. Por este motivo, a mdugdo do wind-up € possivel
dentro de uma determinada faixa de freqiiéncias de estimulagdes das fibras

amielinicas (HAMBA ET AL., 1994). Uma caracteristica importante do wind-up ¢

que este fendmeno aparece em segundos, a partir da segunda estimulagio, e seu

efeito pode durar até alguns poucos minutos. Alguns autores chamam de “pds-
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descarga” as respostas com laténcias® maiores de 300ms (DAVIES & LODGE, 1987
; DICKENSON & SULLIVAN, 1990 ; JEFTINJA & URBAN, 1994). Apesar desta
resposta tardia ser observada em um contingente menor de neurdnios, a divisio
entre “wind-up” e “pos-descarga” fundamenta-se basicamente no comportamento
temporal das duas respostas. Assim sendo, é provavel que correspondam ao
mesmo fendmeno fisiolégico, uma vez que, aparentemente, estdo sujeitas aos
mesmaos mecanismos.

O fenémeno do wind-up ¢é observado em um grande numero de fibras
nociceptivas. Acredita-se que este fendmeno de somagéo temporal origine-se nas
vias de transmissdo polissinapticas, a partir da ativagdo dos neurdnios de
associagdo situados, sobretudo, na camada gelatinosa do corno dorsal da medula
espinhal (DICKENSON & SULLIVAN, 1990 ; SULLIVAN ET AL., 1992 ; FRASER ET
AL., 1992). Tem sido demonstrado que a maioria das fibras nociceptivas do
subnucleo caudal do sistema sensorial trigeminal exibe o wind-up com
caracteristicas bem semelhantes as dos neurdénios da medula espinhal (HAMBA ET

AL., 1994). No entanto, apesar da incontestivel participacdo das por¢Oes mais

rostrais do nucleo espinhal do trigémeo, como os subnucleos interpolar e oral, na
transmissdo da dor orofacial, o fendmeno do wind-up ndo foi demonstrado nestas
estruturas.

Atualmente considera-se que os receptores de N-metil-D-aspartato
(NMDA), encontrados em grandes quantidades na camada gelatinosa da medula
espinhal e do submicleo caudal (PETRALIA ET AL., 1994 ; DOHRN & BEITZ, 1994),
estejam, pelo menos parcialmente, envolvidos no mecanismo do wind-up das

fibras C (WOOLF & THOMPSON, 1991; CHAPMAN & DICKENSON, 1994

>

* Laténcia ¢ definida como.o intervalo de tempo gue ocorre entre a aplicagdo de um estimulo e a resposta
emitida em decorréncia deste estimulo.



CHAPMAN E COL., 1994 ; ARENDT-NIELSON ET AL, 1995 ;: XUET AL., 1995 ; Liu

& SANDKUHLER, 1995).

1.3. PARTICIPACAO DOS RECEPTORES DE NMDA NA
ATIVIDADE DOS NEURONIOS NOCICEPTIVOS.

A grande maioria das sindpses excitatorias do sistema nervoso central é
mediada por L-glutamato e L-aspartato. As respostas sinapticas produzidas pelos
amino-acidos glutamato e aspartato ° sdo mediadas por diferentes grupos de
receptores categorizados em metabotrdpicos e ionotropicos. Os receptores

metabotropicos estdo associados ao sistema de segundo mensageiro € 0S

10notropicos a canais 16nicos acoplados as suas estruturas.

Os receptores metabotrépicos atuam através de uma proteina G acoplada
ao sitio interior do receptor, a qual ativa a fosfolipase C que, por sua vez,
promove a hidrolise do fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato (PIP2), produzindo os
segundos mensageiros celulares diacilglicerol e inositol ftrifosfato (PIN &
DUVOISIN, 1995 ; KYROZIS ET AL., 1995).

Os receptores de glutamato associados a canais-ionicos sdo classificados
segundo seus agonistas mais especificos em: N-metil-D-aspartato (NMDA),
proprionato de o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxalone (AMPA), kainato e L-2-
amino-4-fosfonobutirato (AP4). Todos estes receptores ja foram clonados. Na
medula espmhal, os receptores de glutamato tipo NMDA, AMPA, kainato e
metabotropicos localizam-se principalmente nos terminais pds-simapticos, ja 0s
receptores AP4 localizam-se preferencialmente na membrana pré-sinaptica,
exercendo um papel de autoreceptor, ou seja, controlam a lib:eraga"io de glutamato

(MONAGHAN ET AL, 1989 ; WATKINS ET AL., 1990).

* Neste trabalho, o termo Glutamato, ou sua abreviagdo Glu e Asparlato, ou sua abreviacdo Asp, referem-se
sempre a0 seus isdmeros na forma levogera L-Glutamato e L-Aspartato.



Os receptores AMPA sdo encontrados em grandes quantidades no SNC dos
vertebrados (HOLLMANN & HEINEMANN, 1994) e sdo os mais abundantes no

nucleo do trato espinhal do trigémeo. (TALLAKSEN-GREENE ET AL., 1992 ; KONDO

ET AL, 1995). Os receptores AMPA sfo responsaveis pelas transmissdes
sinapticas répidas. Tais transmissdes sdo desencadeadas pela mteracdo do
glutamato com um unico complexo macromolecular, o qual, promove uma
mudanga conformacional e imediata no receptor. Este processo requer alguns
poucos milisegundos para ocorrer € o potencial excitatorio pos-sinaptico
resultante € evocado imediatamente apés mudancga da capacitancia da membrana
pela abertura de canais permedveis a Na' e K (WILCOX, 1991 ; BETTLER &
MULLE, 1993 ; EDMONDS ET AL., 1995).

Os receptores de NMDA, por outro lado, sdo ativados posteriormente e
possuem um tempo de ativagdo maior que os receptores AMPA (WILCOX, 1991).
Eles estdo relacionados principalmente com as respostas sinapticas tardias, como,
por exemplo, as potencializagdes de longa duragdes (COLLINGRIDGE & BLISS,
1987 ; MALENKA & NICOLL, 1993) e o wind-up provocado pela ativacdo das
fibras-C (DAVIES & LODGE, 1987 ; REN, 1994 ; CHAPMAN & DICKENSON, 1994),
Considerando seu papel na modulagdo destas respostas neuronais, eles tém sido
associados aos mecanismos de plasticidade sindptica envolvidos no processo de
hiperalgesia (WILCOX, 1993 ; CODERRE E COL., 1993). Atualmente nio restam
dividas de que a percepgdo da dor envolve os varios receptores de glutamato.
Contudo, os receptores de NMDA parecem estar envolvidos particularmente na
nocicepedo relacionada com as vias polissindpticas (FARKAS & ONO, 1995), uma
vez que ¢ justamente a ativagdo destas vias que promove a sensibilizagio dos
neurdnios nociceptivos da medula espinhal ocasionando o wind-up e
conseqlientemente, as hiperalgesias relacionadas ao SNC (DAHL, 1994 ; WILCOX,

1993). Varios trabalhos tém evidenciado a participagdo dos receptores NMDA



nos mecanismos centrais da hiperalgesia (KLEPSTAD ET AL., 1990 ; CODERRE &
MELZACK, 1991, FERREIRA & LORENZETTI, 1994 ; ELLIOTT E cOL., 1993).
Estudos realizados em primatas demonstraram que, enquanto os receptores ndo-
NMDA participam na transmissdo de todas as informagdes que passam pelo trato
espinotalamico, o0s receptores de NMDA atuam mais especificamente na
transmissdo das respostas nociceptivas, sobretudo nas hiperalgesias de origem
inflamatéria (DOUGHERTY & WILLIS, 1991 ; DOUGHERTY ET AL., 1992). Virios
modelos de nocicepg¢do parecem ser dependentes dos receptores de NMDA. A
sindrome da dor crénica segmentar (ZOCHODNE ET AL., 1994), a hiperalgesia

provocada por inflamag¢édo articular aguda (NEUGEBAUER ET AL., 1993), a alodinia

observada nos modelos de neuropatias periféricas (CARLTON & HARGETT, 1995),
as hiperalgesias decorrentes de estimulos nociceptivos térmicos e mecanicos
prolongados (CODERRE & EMPEL, 1994) ¢ a segunda fase do teste da formalina
(NASSTROM ET AL., 1992) sfo mibidos por varias classes de antagonistas
especificos de receptor de NMDA. Em humanos, tem sido demonstrado que a
quetamina, wm antagonista especifico de receptores de NMDA, imbe as
hiperalgesias e a alodinia normalmente observadas em pacientes com neuropatias
(NEUGEBAUER ET AL., 1993 a ; EISENBERG ET AL., 1995 ; MAX ET AL., 1995).
Apenas as estimulagbes prolongadas e de alta intensidade parecem ser
capazes de ativar os receptores de NMDA (CODERRE ET AL., 1993). Apesar dos
mecanusmos envolvidos na plasticidade sinaptica decorrentes da ativagdo dos
receptores de NMDA, ainda nfo estarem totalmente esclarecidos, eles
provavelmente envolvem um influxo de Ca® através da abertura dos canais
10meos acoplados a estes receptores (SCATON, 1993 ; MoRI & MISHINA, 1995 :
EDMONDS ET AL., 1995). O influxo do ion Ca** nos terminais pds sinapticos, via
receptores de NMDA, wviabiliza uma série processos biologicos no meio

intracelular (FIGURA 1). Estes processos, apesar de nio serem especificos da
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nocicepgdo, modulam a transmissdo nociceptiva, além de induzirem modificagdes
plasticas nos neurdnios pds sindpticos. O aumento da concentragio de célcio

intracelular estimula a sintese de uma série de substéncias endégenas capazes de

alterar o mecanismo de agdio dos proprios receptores de NMDA e, aumentar
consequentemente, a atrividade neuronal. Neste sentido, o aumento da sintese de
poliaminas pela enzima omitina descarboxilase (ODC), ativa os sitios
modulatoérios do receptor NMDA, os quais facilitando assim a abertura dos canais
acoplados a este receptor (ROCK & MACDONALD, 1995).

O aumento de Ca®" intracelular também estimula a formagdo de proteina
quinase C (PKC). Esta, por sua vez, promove fosforilagio dos receptores de
NMDA nas células nociceptivas (CERNE ET AL., 1993) aumentando assim a
probabilidade de abertura dos canais de calcio acoplados aos receptores de
NMDA (CHEN & HUANG, 1992). A estimulagdo da sintese de PKC pode,
portanto, desencadear um processo de retroalimentagdo positiva que aumenta o
influxo de Ca™, sustentando as respostas celulares. Provavelmente, este
mecanismo, desempenha um importante papel no fendmeno do wind-up das fibras
C.

Ainda com relagdo ao fenémeno do wind-up, tem sido sugerido que a
substincia P (SP) potencializa a atividade dos receptores de NMDA durante a
nocicepgdo (SKILLING ET AL., 1990 ; CODERRE & MELZACK, 1991 ; MURRAY ET
AL., 1991 ; RUSINET AL., 1993 a). A SP € um peptideo pertencente ao grupo das
neuroquininas, da familia das taquiquininas, que atua preferencialmente nos
receptores de neuroquinina tipo NK1. E freqiientemente encontrada nos terminais
das fibras de pequeno didmetro, juntamente com neurotransmissores, e liberada
apos estimulos nociceptivos intensos (KANGRGA & RANDIC, 1990 ;: CODERRE &
MELZACK, 1991; RUSINET AL., 1993 b ; COGGESHALL & CARLTON, 1997).
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Foi observado que a co-administragdo intratecal de SP e N-metil-D-
Aspartato aumenta as respostas evocadas nas fibras Ad e o wind-up das fibras C
(CHAPMAN ET AL, 1994), além de intensificar as respostas nociceptivas durante a
segunda fase do teste da formalina (MJELLEM-JOLY ET AL., 1992). A SP parece
ter um papel fundamental no fendmeno do wind-up das fibras C por facilitar
também o influxo de Ca®* nos neurdénios nociceptivos do corno dorsal da medula
espinhal, via receptores de NMDA (RUSIN ET AL., 1993 b). Acredita-se que a
mteragdo entre o receptor NK1 e o receptor de NMDA ocorra pela ativagio da
proteina G acoplada aos receptores NK (URBAN ET AL., 1994). A proteina G

favorece a produgdo de diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IPs) e,

consequentemente, a ativagdo da PKC. Como descrito anteriormente, a
fosforilacdo dos receptores de NMDA pelo PKC provoca alteragdes na cinética
dos sitios de ligagdo dos fons Mg®", favorecendo o influxo de Ca®" através do
canal i6nico ligado ao receptor de NMDA. Isto potencializa a despolarizagdo do
neurdnio, e possibilita o fenémeno de wind-up (CHEN & HUANG, 1992 ; CERNE ET
AL., 1993).
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FIGURAL. Mecanismos intracelulares em resposta a estimulagBes nociceptivas intensas e
prolongadas. A liberagdo de glutamato, nos terminais pré-sinapticos das fibras C promove a
ativagdo dos receptores AMPA/kainato, NMDA e metabotropicos. A intensa despolarizacio da
membrana do neurdnio pela entrada dos ions Na™ e saida dos ions K pelos canais acoplados
aos receptores AMPA/kainato libera o ion Mg”, que bquuena 0s canais 10nicos acoplados aos
receptores de NMDA, provocando uma maciga entrada de Ca®" no meio intracelular. A a¢do do
glutamato no receptor metabotropico ativa, via proteina G, uma fosfolipase C, responsavel pela
formagio de diacilglicerol (DAG) e inositol-tri-fosfato (IP3). O DAG ativa uma proteina
quinase-C (PKC), responsavel pela fosforilagio dos receptores de NMDA. A ativagio dos
receptores NK1 pela substancia P provoca o mesmo efeito nos receptores de NMDA, também
via PKC. O IP3 mobiliza as reservas de Ca™" estocadas no reticulo endoplasmatico. A alta
concentragio de Ca®™ intracelular ativa a NO sintetase, a qual estimula a via L-argenina-NO-
GMPc. O NO aumenta as taxas de GMP. pela ativagdo da guanilato ciclase. O NO pode
também difundir pela membrana pré-sinaptica ou para as células gliais (transmissor retrogrado),
ou ainda agir como um neurotransmissor classico sobre os receptores de NO encontrados na
membrana. Juntamente com o Ca", ele contribui também na expressdao dos pro-oncogenes c-
fos e c-jun. A sintese da proteina fos ¢ importante para a expressio dos genes da dinorfina e
das encefalinas.



I.4. PROPRIEDADES DOS RECEPTORES DE NMDA

Os receptores de NMDA possuem acoplados a sua estrutura molecular,
canais de permeabilidade aos fons Na*, K™ e Ca*", estruturalmente semelhante aos
outros canais i0nicos associados a neurotransmissores (SCATTON, 1993). Os
receptores de NMDA s3o constituidos de subunidades formadas por quatro
segmentos hidrofébicos (M1-M4). Cada subunidade possui sitios de
reconhecimento de ligantes enddgenos e exdgenos, que favorecem o controle da

abertura ¢ fechamento do canal. Tanto a regido externa (receptora) como a regido

transmembréanica (canal-idnico) estdo sujeitas a modulagdes alostéricas (MORI &

MisHIMA, 1995). Na regiio receptora existem trés sitios de reconhecimento: o
sitio do glutamato, o sitio da glicina e o sitio das poliaminas. i: O sitio do
glutamato ¢ o local de reconhecimento dos agonistas enddgenos L-glutamato e L-
aspartato, que ativam os receptores NMDA. Alguns antagonistas dos receptores
de NMDA bloqueiam especificamente estes receptores por competirem
diretamente com o glutamato ou com o N-metil-D-aspartato, como € o caso do 2-
amino-fosfonovalerato (2-AP5), CPP e  CGS19755. Qs efeitos destes
antagonistas sao reversiveis na presenga do glutamato ou do N-metil-D-aspartato
(OLNEY ET AL., 1991; BENEVENISTE & MAYER, 1991 a ; b). ii: O sitio da glicina,
¢ considerado um sitio modulatério cuja ativagdo promove um aumento
probabilidade de abertura do canal inico. A glicina desempenha um papel de co-
agonista do receptor de NMDA (DICKENSON & AYDER, 1991 ;| CLEMENTS &
WESTBROOK, 1991). iii: os sitios das poliaminas constituem os sitios de
regulacdo alostérica, os quais tém sido identificados tanto na regido receptora
como na regido transmenbranica (ROCK & MACDOLNALD, 1995).

Na regido transmembranica, além dos sitios de ligagdo de poliaminas,

existem sitios de ligagdo dos anestésicos dissociativos, dos fons Zn’" e dos ions
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Mg, i: os anestésicos dissociativos, como a quetamina e a fenciclidina,
impedem o influxo de ions pelo canal e portanto ndo competem com o glutamato.
Neste sitio ligam-se também outros potentes bloqueadores dos canais de Ca®"

acoplados aos receptores de NMDA, tais como, memantina e MK-801
(dizocilpina). A agdo destes antagonistas € dependente da ativagdo dos receptores
de NMDA (bloqueadores uso-dependentes), isto ¢, quanto maior a liberagdo de
glutamato, maior € a agdo antagonista destes agentes (OLNEY ET AL., 1991 ;
YAMAMOTO & YAKSH, 1992 a ; b ; IVERSEN, 1994). ii: tem sido sugerido que o
Zn®" exerce um papel modulatorio dos receptores de NMDA, determinado pelo
bloqueio voltagem-independente do canal iGnico acoplado ao receptor (XIE &
SMART, 1991). iii: os sitios de ligagdo para ions magnésio conferem aos canais
acoplados ao receptor de NMDA uma importante caracteristica fisioldgica que o
distingue de todos os demais canais acoplados aos receptores de glutamato. O
Mg™" mantém bloqueado o canal idnico, mesmo quando o glutamato se encontra
ligado ao receptor. Bloqueio este que depende do potencial de membrana do

neurénio. Altas concentragdes de Mg”™ no meio extracelular tém-se mostrado

altamente eficaz no bloqueio de influxo de ions, sobretudo de Ca®*, pelos canais
dos receptores de NMDA (SAKURADA ET AL., 1993).

Dados da literatura tém demostrado que antagonistas dos receptores AMPA
imbem a atividade dos receptores de NMDA  ao bloquear a despolarizacio inicial
da membrana pés-sindptica (NEUGEBAUER ET AL.,1993 b ; CODERRE & EMPEL,
1994 ; FARKAS & ONo, 1995). O bloqueio dos canais do receptor NMDA pelos
ions Mg™", impede o influxo de Ca®* mesmo havendo ativacio dos receptores de
NMDA. Admite-se que a liberagdo dos fons Mg®* | e a conseqiiente abertura dos
canais acoplados aos receptores de NMDA, seja dependente de uma
despolarizagdo prévia da membrana pds-sinptica (WILCOX, 1991 ; EDMONDS ET

AL., 1995). Normalmente esta despolarizagéo inicial ocorre sobretudo pela
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ativacdo imediata dos receptores AMPA (WILCOX, 1993). Todavia, recentemente
foi demonstrado que é possivel haver influxo de Ca®* através dos receptores de
NMDA dos neurénios do como dorsal, /7 vifro, mesmo na auséncia dev uma
despolanizagdo inicial da membrana pos-sinaptica, desde que a concentragdo de
fons Mg”* no meio extracelular esteja dentro dos niveis fisiologicos (REICHLING &
MACDERMOTT, 1996). De qualquer modo, em condi¢des fisioldgicas normais, a
despolarizagio prévia da membrana pds-sinaptica é considerada importante para
que haja influxo de Ca** na célula, através dos receptores de NMDA.

Ao contrario dos receptores de NMDA, os demais receptores de glutamato

sdo considerados pouco permedveis a cations bivalentes, apesar de uma

subpopulacdo de receptores AMPA [GIuR2(R)] exibirem, in vitro, uma
permeabilidade relativamente alta ao calcio quando os receptores de NMDA estao
desensibilizados (KYROZIS ET AL., 1995).

Viérios trabalhos também tém demonstrado que a co-ativagdo de receptores
de neuroquininas, principalmente SP, aumenta a probabilidade de abertura dos
canais de NMDA pela diminuigdo da afinidade destes pelos ions Mg”" , o que
resulta em um aumento do influxo de Ca** nos neurdnios nociceptivos do corno
dorsal (RUSINET AL., 1993 b ; THOMPSON ET AL., 1994 ;: CHAPMAN ET AL., 1994 ;
URBANET AL., 1994).

Nio resta duvida de que uma das principais propriedades dos receptores de
NMDA ¢ permitir um influxo de Ca*™ no terminal pos-sinaptico. Estudos
baseados nos efeitos comportamentais de agentes que afetam a influxo de Ca®”
nos neurémos, mostraram que este ¢ mais critico nos processos de hiperalgesia
envolvendo neurdnios do SNC e plasticidade sinaptica. Estes estudos mostraram
que estimulos nociceptivos fasicos e breves, tais como os observados nos testes
de “tail-flick” e placa-quente, ndo sdo afetados por modifica¢des na concentragio

de Ca’" intracelular (BENEDECK & SIKSZAY, 1984 ; CONTRERAS ET AL., 1988). Ao
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contrario dos estimulos fasicos, os estimulos tdnicos, tal como o teste da
formalina e do acido-acético, sdo sensiveis as variagdes de Ca* . O aumento da
concentragio de Ca’" no meio extracelular incrementa as respostas relacionadas
com a segunda fase do teste da formalina, a0 passo que antagonistas de receptores

de NMDA reduzem esta resposta nociceptiva (CODERRE & MELZACK, 1992 ;
MIRANDA ET AL., 1992).

LS. DIVERSIDADE MOLECULAR DOS RECEPTORES DE
NMDA E A DISTRIBUICAO NO SISTEMA TRIGEMINAL.

De acordo com a seqiiéncia de amino-acidos e seus residuos, foram
determinadas duas familias de subunidades de canais acoplados aos receptores de
NMDA no rato: NRle NR2. As formas homoméricas dos receptores de NMDA
com subunidades NR1, tém-se mostrado sensiveis tanto a glitamato e glicina,
quanto a NMDA e glicina. Entretanto, um elevado influxo de Ca** somente é
observado quando a subunidade NR1 & expressa junto com a subunidade NR2

(MORI & MISHIMA, 1995).

As formas heteroméricas com subunidades NR1/NR2 também mostraram-
se altamente receptivas ao glutamato e a glicina, além de exibirem uma corrente
de ions Na” e K™ quando perfundidos por solugdo de Ringer contendo Ca®*, o que
indica uma alta permeabilidade a estes fons (MORI & MISHIMA, 1995). Suas
respostas sdo suprimidas por antagonistas de receptores de NMDA seletivos ao
sitio transmenbrénico como Mg®*, Zn** ¢ MK-801, (BENVENISTE & MAYER,
1991a).

A subunidade NR2 dos canais de Ca** acoplados aos receptores de NMDA
¢ encontrada em quatro formas distintas identificadas como NR2A, NR2B, NR2C
e NR2ZD. As formas heteroméricas NRI/NR2A e NR1/NR2B sio as mais

sensiveis ao bloqueio de Mg®*, enquanto que as formas heteroméricas NR1/NR2C
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¢ NRI/NR2D sdo fracamente bloqueadas por Mg”" (SCATTON, 1993 : MORI &
MISHIMA, 1995). Do ponto de vista farmacologico, as formas heteroméricas
NRI/NR2A e NR1/NR2B também sdo mais facilmente bloqueadas pelo MK-801
que as formas heteroméricas NR1/NR2C e NR1/NR2D (BENVENISTE & MAYER,
1991 a; b).

A permeabilidade ao Ca®" ¢ considerada similar nas quatro formas
heteroméricas do canal NMDA (MONYER ET AL., 1994). Contudo, alguns estudos
monstraram que o Ca®” extracelular parece determinar distintamente o limiar de
resposta nas diferentes formas heteroméricas, sendo a forma NRI1/NR2RB

potencializada pelo aumento do Ca®" extracelular e as demais, dessensibilizadas

pelo aumento de Ca*" extracelular (CHAZOT ET AL., 1994).

Os canais associados aos receptores de NMDA sdo caracterizados por
possuirem uma abertura lenta, de 10 a 30 ms (EDMONDS ET AL., 1995). O tempo
de fechamento ¢ longo também. A forma NRI/NR2A possui um tempo de
fechamento de aproximadamente 120 ms, enquanto as forrmas NRI/NR2B e
NR1/NR2C aproximadamente 400 ms. Ja a forma NRI1/NR2D apresenta um
tempo de fechamento ainda mais longo, de aproximadamente 5000 ms (MORI &
MISHIMA, 1995). De certa forma, esta diferenga no tempe de fechamento das
diferentes subunidades de canais de NMDA poderia estar relacionada com as
diferengas temporais observadas entre o wind-up e a pds-descarga.

Com relagdo a localizagdo das subunidades dos receptores de NMDA ao
longo da medula espinhal, ¢ interessante notar que as subunidades NR1, NR2A ¢
NR2B concentram-se nas porgdes cervicais da medula espinhal, enquanto que as
subunidades NR1, NR2C e NR2D concentram-se na medula lombar (BULLER ET
AL., 1994 ; PETRALIA ET AL, 1994 a ; b ; KUS E coL., 1995). Considerando os
segmentos cervicais da medula espinhal, estudos imunocitoquimicos

demonstraram que as subunidades NR1, NR2A e NR2B concentram-se
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principalmente nas camadas superficiais do corno dorsal da medula cervical e nos
motoneurdnios das ldminas IX (Kus E coOL., 1995 WANG ET AL., 1995 :

el

COGGESHALL & CARLTON, 1997).

Apesar da literatura apresentar controvérsias quanto a distribuigio dos
receptores de NMDA no ntcleo espinhal e poucos trabalhos que revelassem as
subunidades destes canais nos micleos trigeminais, alguns estudos utilizando
métodos imunocitoquimicos, constataram que, comparavelmente a medula
cervical, os niicleos do complexo trigeminal também contém grandes quantidades
de subunidades NR1, NR2A e NR2B. Tanto o nucleo espinhal, quanto os nicleos
mesencefalico, motor e principal do trigémeo sdo ricos em receptores NMDA. A
porgédo caudal do niicleo espinhal possui a maior concentragdo destes receptores,
sobretudo na zona marginal onde ha uma alta densidade de NR1 (PETRALIA ET
AL., 1994 a ; b ; DOHRN & BEITZ, 1994).

As camadas gelatinosa e magnocelular do subnicleo caudal, o subnicleo
interpolar e o subnicleo oral, possuem quantidades aproximadamente

equivalentes de receptores de NMDA, situados, contudo, em neurdnios

pertencentes a vias diferentes. Identificados pela subunidade NR1 (DOHRN &
BEITZ, 1994 ; PETRALIA ET AL., 1994 a), os receptores de NMDA do subnicleo
interpolar sdo encontrados principalmente no trato trigeminocerebelar e trato
trigeminotalamico. No subnucleo caudal estes receptores estdo envolvidos
principalmente no trigeminotaldmico e trigeninoespinhal. Finalmente, foi
observado que a expressdo da subunidade NR1 dos receptores de NMDA no
subniicleo oral estd relacionada principalmente ao trato trigeminoespinhal e,
provavelmente, participam do controle ¢ modulagdo das informagdes que se
dirigem para as porgdes mais caudais do nicleo espinhal do trigémeo (DOHRN &
BEITZ, 1994). Em suma, esta diferenca na densidade dos receptores de NMDA

nas vias trigeminocerebelar, trigeminotalamico, ligadas aos subnucleos interpolar,
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caudal e oral, respectivamente, provavelmente determina uma importancia

funcional diferente para cada uma destas porgdes.

I.6. CQNSIDERAC()ES ANATOMICAS E FUNCIONAIS DO
NUCLEO ESPINHAL DO TRIGEMEO

A sensibilidade da face e das cavidades bucal e nasal é assegurada
essenclalmente pelos trés ramos do nervo trigémeo (V). Alguns aferentes
somaticos dos nervos facial (VII), glossofaringeo (IX) ¢ vago (X) participam da
mmervacdo de uma pequena regido cutdnea do pavilhdo auricular. As fibras

nervosas que enervam a mucosa oral e a regifo cutdnea da face se projetam no

complexo sensorial trigeminal do tronco cerebral, que constitui, entdo, a primeira
via de acesso ao sistema nervoso central para as informagdes somestésicas
orofaciais. Os micleos sensoriais trigeminais se estendem através do tronco
cerebral, dos primeiros segmentos cervicais da medula espinhal até o limite caudal
do mesencéfalo. No sentido caudo-rostral, este complexo nuclear sensorial ¢
constituido pelo nucleo do trato espinhal, nucleo principal e seus dois satélites: o
nucleo supratrigeminal e intertrigeminal e nucleo mesencefalico do trigémeo
(SESSLE, 1987).

A seguinte descrigdo anatdmica focalizara o nicleo espinhal por estar mais
diretamente relacionado ao presente trabalho.

O nucleo do trato espinhal é um prolongamento do como dorsal da medula
espinhal, no sentido rostral. Atravessa o bulbo e penetra no ter¢o inferior da
Ponte, fazendo limite com a parte caudal do micleo Principal. Em 1950, foi
subdividido por OLSZEWSKI em trés porgdes anatémicas e funcionalmente
distintas que, no sentido caudo-rostral, correspondem aos subnucleos caudal,

interpolar e oral.
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Estudos eletrofisiologicos, realizados no complexo trigeminal de diferentes
espécies de mamiferos, revelaram a existéncia de neur6nios das camadas
superficiais e profundas do subniicleo caudal, e da formagdo reticular adjacentg,
que respondem & estimulagdes nociceptivas dos dentes e dos revestimentos
cutdneo e mucoso érofaciai (HILL & SALT, 1982 ; AMANO ET AL., 1986 ; HU &
SESSLE, 1989 ; KoiMa, 1990 ; Hu, 1990 ; CAHUSAC ET AL, 1990).
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FIGURA 2. Representacdo esquematica dos nicleos do complexo sensorial do nervo trigémeo
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1.6.1. OS AFERENTES TRIGEMINAIS

O nervo trigémeo (V) penetra no tronco cerebral na altura da porgdo
medial da Ponte, proximo ao dngulo ventrolateral, através de duas raizes : uma
raiz motora (medial) e uma raiz sensitiva (lateral) mais calibrosa.

A raiz sensitiva dirige-se ao nucleo principal e divide-se em dois ramos,
um ascendente, formado pelo conjunto de prolongamentos axonais dos neurénios
do ganglio trigeminal, que se dirige para o nicleo principal, e um descendente que
constitui o trato espinhal do nervo trigémeo (TET) o qual emite ramifica¢des para
o miacleo espinhal do trigémeo (NET).

O TET é composto por um feixe pouco denso de finas fibras mielinicas
(fibras AS ¢ AB) e de varios grupos de fibras amielinicas (fibras C). O didmetro
das fibras mielinicas varia de 1,0pum a 10um. As fibras com mais de 6 sfo raras,
sendo que a maioria mede menos que 2um. As fibras amielinicas, sdo encontradas
sobretudo na parte caudal do TET (SESSLE, 1986 ; K0iMA,1990 ; Hu, 1990). O
didmetro destas ultimas vana de 0,1um a 0,7u. Fazendo parte do TET, encontra-
se também, numerosas fibras de pequeno didmetro (< 0,54), geradas por corpos
celulares nucleares, que na sua maioria, ascende em dire¢do as porgdes mais

rostrais do NET (NASUTION & SHIGENAGA, 1987 ;| JACQUIN ET AL., 1990).

1.6.2. O SUBNUCLEO CAUDAL:

O subnucleo caudal prolonga-se na dire¢do rostral, sem interrupgio, a

partir do como dorsal da medula espinhal e parece apresentar as mesmas
caracteristicas morfofuncionais que este (SESSLE & GREENWOOD, 1976 ;

PHELAND & FALLS, 1989). Provavelmente ele fixa seu liimte caudal entre os

segmentos cervicals C2 e C3 da medula espinal (MARFURT & RAJCHERT, 1991).
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O subnucleo caudal apresenta forma semicircular com uma concavidade

medial ¢ faz limite com o submicleo reticular dorsal e com a raiz descendente do
trigémeo. Apés coloragdo de Golgi ou Nissl, aparece como uma versio alargada
do comno dorsal (BARTES & KILLACKEY, 1985) ¢ apresenta uma lamimagdo em
trés camadas:

- a parte marginal ou zona marginal : a mais externa

- a parte gelatinosa ou substancia gelatinosa

- a parte magnocelular ou nucleo proprio

Esta divisdo foi proposta inicialmente por OLZEWSKI (1950) para o homem
e observada posteriormente em todos 0s mamiferos e aves.

A parte marginal esta situada entre 0 TET e a parte correspondente a
lamina I de Rexed descrita para o como dorsal da medula espinal (BATES &
KILLACKEY, 1985).

A parte gelatinosa corresponde a um prolongamento rostral da substancia
gelatmosa de Rolando, descrita no corno dorsal da medula espinhal. Ela

corresponde, segundo os autores, com a camada 11, ou com as camadas I e I de

Rexed (AMANO ET AL., 1986). Na sua porgdo dorso-medial, ela apresenta um
espegamento em forma de bulbo que se prolonga mais que o resto do subniicleo.
A este nivel, ¢ parcialmente laminada de modo que porgdes de substancia
gelatinosa podem ser encontradas na parte dorsal do TET, caracterizando assim
uma area conhecida como nicleo paratrigeminal ou nucleo intersticial (AMANO ET
AL., 1986 ; HUET AL., 1986 ; PHELAND & FALLS, 1989).

A parte magnocelular ou niicleo préprio forma o corpo do subnicleo. E
uma estrutura relativamente homogénea, onde os neurdnios das por¢des mais
profundas sdo os de maior tamanho e os mais isolados. Esta regido corresponde,

as camadas IV e V de Rexed. Seus limites mediais com a formacdo reticular
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parvocelular sdo indistinguiveis (HOCKFIELD & GOBEL, 1982 ; PHELAND &
FALLS, 1989).

A formacio reticular pode ser evidenciada a partir do nivel C1 na medula,
ventralmente ao subnicleo caudal e medialmente a extremidade rostral do nucleo
cervical lateral. Neste nivel, pode-se observar uma regiio onde os corpos
celulares confundem-se com as fibras nervosas, formando um emaranhado de
fibras e corpos celulares. Esta regido, continua as por¢des ventromediais do
subnucleo (parte magnocelular), corresponde as camadas V e/ou VI de Rexed
(PHELAND & FALLS, 1989). Vale a pena ressaltar que a parte lateral da camada V

de Rexed apresenta, em todos os niveis da medula, um aspecto reticular.

As fibras nociceptivas aferentes Ad e C termimam no subniicleo caudal. De
forma semelhante ao como dorsal da medula espinhal, as camadas I/II e V/VI do
subnicleo caudal sdo ricas em fibras nociceptivas que respondem a estimulos
orofaciais, muitas das quais projetam-se diretamente ao talamo posterior (AMANO
ET AL., 1986 ; HU ET AL., 1986 ; DAVIS & LobGE, 1987 ; HU & SESSLE, 1989 ;

HU 1990 ; CAHUSAC ET AL., 1990 ; DICKENSON & SULLIVAN, 1990).

1.6.3. O SUBNUCLEO INTERPOLAR:

O subntcleo interpolar limita-se lateralmente com a raiz descendente do
nervo trigémeo e com a formagdo reticular parvocelular. Situa-se entre os
subniicleos oral e caudal (FIGURA 2).

Sua jungdo com o submicleo caudal é complexa. A parte ventrolateral do

subnucleo interpolar estende-se mais no sentido caudal que o restante da
estrutura, de manetra que os dois subnticleos se encontram sobre um eixo rostro-
caudal. Ele ¢ descrito como a estrutura mais homogénea do complexo sensitivo

trigeminal (PHELAN & FALLS, 1989). O subnucleo interpolar parece participar dos



processos de transmissdo da dor orofacial, contudo seu papel nestes processos

ndo foi ainda esclarecido (DALLEL ET AL., 1988 ; 1989 ; YoUNG, 1982 :
BEREITER, 1993).

1.6.4. O SUBNUCLEO ORAL:

Mais estreito que o nucleo principal, o subnicleo oral é limitado
lateralmente pela raiz descendente do trigémeo e pela formagdo reticular
parvocelular (FIGURA 2).

Sua porgéo dorsomedial estende-se até um plano que passa pelo polo
caudal do nicleo motor do trigémeo (FALLS ET AL., 1985). O subnucleo oral
estende-se quase que sobre toda altura do nucleo motor do nervo facial (BATES &
KILLACKEY, 1985 ; YOSHIDA ET AL. 1991).

Segundo alguns autores, considerando-se sua citoarquitetura e organizacio
somatotdpica, o subnucleo oral poderia ser considerado uma unidade nervosa

funcional individual e unica no sistema sensorial trigeminal (BARTES &

KILLACKEY, 1985 ;EFALLS & ALBAN, 1986 ; FALLS, 1988 ; JACQUIM & RHOADES,
1990). Similarmente aos outros subnucleos do NET, o subnucleo oral também
pode ser destinguido do niicleo principal pela presenga de feixes intranucleares,
os feixes profundos (deep bundles) que se estendem no sentido longitudinal
(FALLS, 1986 ; JACQUIM & RHOADES, 1990 ; JACQUIN ET AlL., 1993)

Apesar dos componentes mais rostrais do nucleo do trato espinhal estarem
comprovadamente envolvidos nos mecanismos de transmissdo dos estimulos
nociceptivos, ainda ndo estd bem esclarecido o papel destes subnucleos na
transmissdo da dor orofacial (DALLEL ET AL., 1988 ; 1989 ; BEREITER, 1993 :
RABOISSON ET AL., 1991 ; 1995). Ndo ha dados na literatura que esclaregam se os

subnucleos oral e interpolar atuam apenas como uma estrutura de transmissio



nervosa ou se estdo envolvidos na modulagdo e regulagdo das sensagdes
dolorosas orofaciais.

Os aferentes primarios relacionados a nocicep¢do e que chegam ao
subnucleo oral sdo origindrios do tecido mucoso oral, da pele perioral e sobretudo
da polpa dentéria (JACQUIN ET AL., 1993 ; TORNECK ET AL., 1996). Estes aferentes
primarios terminam principalmente na zona marginal ou na porg¢do ventrolateral
do subnucleo oral e sdo, quase totalmente, constituidos de fibras de pequeno
didmetro, na sua maioria mielinicas (KWAN ET AL., 1993 ; JACQUIN ET AL., 1993 ;
SHORTLAND ET AL., 1995). Observa-se também uma pequena populacio de

axOmos primarios amielinicos que penetra diretamente na zona marginal a qual

emite ramificagdes mternas, tanto para sua por¢do ventrolateral, como para sua
porcdo dorsomedial (JACQUINET AL., 1993).

O nucleo do trato espinhal é caracterizado pela presenga de uma rede
neuronal interna. Os neurdnios de associagdo que constituem esta rede, sdo
resp.onséveis pela comunicacdo entre os trés segmentos, transportando as
informagdes ascendentes e descendentes (HOCKIFIELD & GOBEL, 1982
NASUTION & SHIGENAGA, 1987 ; JACQUIN ET AL., 1990). Além de emitir
projegdes para todas as por¢des do nucleo espinal, o subnucleo oral também
emite projegdes para o Talamo, o Cerebelo e nucleo Principal do trigémeo
(JACQUIN ET AL., 1993). Varios trabalhos anatdmicos tém demonstrado a
existéncia de interneurénios ascendentes e descendentes no subnucleo oral,

criando um circuito de intercomunicagdo com o0s segmentos mais caudais,

sobretudo com o subniicleo caudal (JACQUIN ET AL., 1990 ; JACQUIN & RHOADES,

1990 ; 1993 ; SHORTLAND ET AL., 1995 ;). Apesar de sua existéneia, pouco se
sabe sobre o papel destes interneurdnios na organiza¢io funcional do nicleo do

trato espinal e, consequentemente, sobre as suas implicacdes na transmissdo da
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dor orofacial no tronco cerebral. A rede neuronal do subntcleo oral pode ser

esquematizada como na FIGURA3.

1.7. NEURONIOS NOCICEPTIVOS DOS NUCLEOS SENSORIAIS
DO TRIGEMEOQ

Para ser considerado nociceptivo, um neurdnio deve satisfazer os seguintes
critérios (MEYER ET AL., 1994 ; RANGET AL., 1994):

1. Deve responder exclusivamente ou de maneira diferente as estimulages
nociceptivas, ou seja, deve discriminar as estimulagdes nociceptivas das outras
estimulagdes.

2. Deve ser capaz de transmitir as informagdes para os centros superiores,
seja diretamente ou:por vias polissinapticas.

3. Todas as manipulagdes que promovem um aumento ou redugdo das
respostas destes neurbnios as estimulagdes nociceptivas devem poder estar

relacionadas as manifestagbes comportamentais ou clinicas de hipo ou

hiperalgesia. Este Gltimo critério refere-se aos mecanismos de controle nas
transferéncias de informagdes no tronco cerebral.

Similarmente ao corno dorsal da medula espinhal, os resultados de
inimeros trabalhos ndo deixam duvida quanto a legitimidade da participagdo de
duas categorias de neurdnios na transmissdo das informagdes nociceptivas no
nucleo espinhal do trigémeo, sobretudo no subnucleo caudal: sdo os neurdnios
nociceptivos especificos (NE) e os neurbnios nociceptivos nao-especificos

(WDR-wide dynamic range), (SESSLE 1987).



27

1.7.1. NEURONIOS NOCICEPTIVOS ESPECIFICOS (NE)

Os neurdnios nociceptivos especificos sdo ativados exclusivamente por
estimulagdes mecanicas ou térmicas intensas que excitam as fibras Ad e/ou C. A
classificagcdo de BURGESS & PERL (1973) distingue as fibras mielinicas de grande
didgmetro (Aa,B com velocidade de condugdo = 30-100my/s), das de pequeno
diametro (Ad com velocidade de condugo = 4-30m/s) e as fibras amielinicas (C
com velocidade de condugdo = 0,4-2 m/s).

As caracteristicas de suas descargas, as dimensdes reduzidas de seus

campos receptivos e sua distribui¢do central organizada de modo somatotopico,

lhes conferem a capacidade de transmissfio das informacdes nociceptivas com
caracteristicas espago-temporais bem precisas. Devido sua especificidade de
ativagdo, supde-se que estes neurdnios estejam implicados na discrimina¢io dos
estimulos de alta intensidade. Estes neurdnios se projetam intensamente para
centros superiores (talamo), principalmente pela via trigeminotaldmica (IDALLEL

ET COL., 1990 ; CRAIG, 1995)

1.7.2.  NEURONI10OS NOCICEPTIVOS NAO-ESPECIFICOS (WDR)

A populagdo de neurdnios nociceptivos ndo-especificos constitui uma das
maiores do corno dorsal da medula espinal, do subniicleo caudal e também do

subnucleo oral do complexo sensorial trigeminal (DALLEL ET AL., 1990 ; KOJIMA,
1990 ; Hu, 1990).

A primeira caracteristica que permite reconhecer estes neurénios é a
capacidade de serem ativados por estimulos mecénicos ndo-nociceptivos e
nociceptivos tais como tato, pressdo ou pingamento. Aparentemente suas

respostas resultam da ativagdo de uma série de mecanoreceptores, que podem ser
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mecanoreceptores de baixo limiar associados a fibras mielinicas de grande (Ac,f3)
ou de pequeno (Ao6) didmetro, ou mesmo a fibras amielinicas (C), e parte por
mecanoreceptores de alto limiar acoplado a fibras do tipo AS e C (YOKOTA &

NISHIKAWA., 1979 ; WooLF & KING, 1989 ; WiLLIS & COGGESHALL, 1991 :
GRAIG, 1994). Aumentando-se a intensidade da estimulagdo mecdnica estes
neurdnios aumentam a freqiiéncia e a duragdo de suas descargas (GRAIG, 1994).
Por este motivo sdo chamados de « neurénios de larga faixa de atividade » (wide
dynamic range neurones). S#o igualmente designados como neurdnios
convergentes ou de convergéncia, polimodais, multimodais ou multirreceptivos.
Tais neur6nios apresentam campos receptivos cutdneos geralmente maiores
que os dos neurénios nociceptivos especificos, e com organizagfo somatotopica
similar (YOKOTA & NISHIKAWA, 1979 ; WILLIS & COGGESHALL, 1991). E comum
existir um gradiente de sensibilidade entre o centro e a periferia ; a regido central
¢ normalmente ativada por estimulos de baixa e alta intensidade, ao passo que a
regido periférica, apenas por estimulagdes nociceptivas. A maior parte destes

neurénios possul campos mibitdrios adjacentes ao campo receptivo excitatério ou

proximo deste, que ¢ ativado, mais freqilentemente, por neurdnios ndo-
nociceptivos (GUIRIMAND & LE BARS, 1996).

A aplicagdo de estimulagBes elétricas de intensidades crescentes nos
campos receptivos de neurdnios nociceptivo ndo-especifico ou no nervo cutineo
associado, desencadeia sucessivas respostas correspondentes aos tipos de fibras
aferentes primarias estimuladas (fenémeno de convergéncia). Inicialmente
observa-se uma resposta relativa & ativagdo de fibras A, seguida as fibras A8
(respostas de laténcia curta) e finalmente as fibras C (respostas de longa laténcia e
longa duracgio).

A exemplo da medula espinhal, este tipo de neurénio nociceptivo é

freqiientemente encontrado nas camadas mais profundas do subnicleo caudal,
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correspondentes a regido magnocelular e a formagéo reticular adjacente, podendo
ocasionalmente ser identificado nas camadas mais superficiais (SESSLE ET AL.

1986 e DICKENSON & SULLIVAN, 1990).

1.8. OS NEURONIOS NOCICEPTIVOS DO SUBNUCLEO ORAL.

Os neurdnios nociceptivos do subnicleo oral possuem as mesmas
propriedades eletrofisiologicas gerais ja descritas na literatura nos neurdnios
nociceptivos do subnucleo caudal e do corno dorsal da medula espinhal (DAVIES
& LODGE, 1987 ; DALLEL ET AL., 1990 ; K0oJjIMA, 1990 ; HAMBA ET AL., 1992).

Os campos receptivos excitatorios dos neurdnios nociceptivos do subniicleo
oral estendem-se, quase na totalidade dos casos, ipsilateralmente ao local do
registro. Segundo DALLEL ET AL., (1990), 64% dos neurdnios nociceptivos nio-
especificos (WDR) e 80% dos neurdnios nociceptivos especificos (NE) possuem
campos receptivos associados a um s6 ramo do trigémeo. A porcentagem mais
elevada da quantidade nos neurénios WDR que possuem seus campos receptivos
ligados a dois ou trés ramos do trigémeo, se deve ao fato da superficie dos
campos receptores destes neurdnios serem geralmente maiores que dos neurdnios
tipo NE.

A analise da distribuig¢do topografica dos campos receptivos dos neurénios
nociceptivos encontrados no subnucleo oral demonstra que -a maior parte destes
estd localizada estritamente no interior das regides intraoral e perioral. O
subnticleo oral € um sitio de projegdes privilegiado por aferentes nociceptivos e
ndo-nociceptivos provenientes especialmente das cavidades bucal e nasal (KWAN
ET AL., 1992, JACQUIN ET AL., 1993). Com relagfo aos neurdnios nociceptivos,
tanto os do tipo NE como do tipo WDR, apresentam campos receptivos

localizados na regido intraoral (35%), na regido perioral (27%), e apenas 4% na
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regido facial, segundo critérios adotados por DALLEL ET AL. (1990). Os neurdnios
do subnucleo oral também estido organizados topograficamente. O campo
receptivo intraoral ¢ representado por fibras nervosas encontradas na porgdo
dorsomedial do subniicleo, ao passo que o campo receptivo perioral estd mais
representado mais na por¢do ventrolateral (DALLEL ET AL., 1990 : JACQUIN ET
AL., 1993).

Apesar da comprovada existéncia de neurénios nociceptivos no subnicleo
oral do nticleo do trato espinhal, ainda ndo se conhece o papel destes neurdnios na
modulagdo e controle das informagdes nociceptivas oriundas dos tecidos orais e

periorais.
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FIGURA.3 Modelo das provaveis conexdes neurais entre o subnucleo oral (Sp50) e o
subnucleo caudal (Sp5C). Fibras Ad ¢ AB chegam ao Sp50 e na camada II do Sp5C, chegam
tanto as fibras mielinicas A como as fibras amielinicas C. Neurdnios de associacio asseguram a
comunicago entre as camadas II e IV/V do Sp5C e entre os dois subnicleos. Os receptores de
NMDA séo encontrados em alta densidade nos neur6nios da camada II (gelatinosa) (preto),
nos neurénios do Sp50 relacionados 4 via trigéminoespinhal e nos neurdnios das camadas V e
IV do Sp3C, séo encontrados receptores de NMDA, porém com uma densidade menor que na
camada I do Sp5C (cinza). Nos demais neurdnios do Sp50 parece pouco provavel a existéncia
de receptores de NMDA (branco).Os mecanismos implicados na intercomunicagio entre SpSO
e Sp5C ainda s3o desconhecidos.



II. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

1.

Investigar a existéncia do fendmeno do wind-up nos neur6nios
nociceptivos convergentes do subnucleo oral do niicleo espinhal

do trigémeo.

. Caracterizar por meios eletrofisioldgicos as respostas associadas as

fibras C dos neurdnios do subnucleo oral (resposta basal, wind-up

e pos-descarga).

. Analisar o papel dos receptores de N-metil-D-aspartato na

ocorréncia do wind-up nos neurdénios do subnticleo oral.

. Estudar os mecanismos de controle das respostas nociceptivas

dependentes dos receptores de N-metil-D-aspartato que ocorrem

no subnucleo oral.



III. MATERIAIS E METODOS

III.1. ANIMAIS

Os experimentos foram realizados em 60 ratos Sprague-Dawley pesando
entre 250 e 300gr. O limite de peso foi escolhido em fungdo da utilizagdo das
coordenadas estereotéxicas especificadas no atlas de Paxinos e Watson (1986).

Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas (5 por gaiola), contendo

palha macia, armazenados em armarios apropriados, com controle de

temperatura (23£2°C), umidade, ventilagdo com ar filtrado e ciclo de luz de

12/12 horas. As gaiolas eram trocadas semanalmente e os animais tinham livre

acesso a agua e alimentacio.

II1.2. ANESTESIA E CONTROLE DOS PARAMETROS
FISIOLOGICOS

Todos os procedimentos cirtirgicos no animais foram realizados sob efeito
de anestesia geral, induzida com uma mistura de O,-N,O (1/3-2/3) e halotano
(2%). ApOs anestesiado, o animal foi submetido a uma tricotomia da regido
ventral do pescogo ¢ da parte superior da cabega. Apds a injegdo intraperitoneal
de 100pg de sulfato de atropina, aplicada para diminuir a secrecio e facilitar os
procedimentos cirtrgicos, realizou-se traqueotomia e flebotornia, para inser¢do de
uma canula na traquéia e uma outra na veia jugular do animal. Os animais foram
paralisados pela perfusio constante de 0,6mg/h de pancurdnio bromida (PAVILON)

através de uma bomba adaptada a cinula introduzida na jugular. Uma vez

paralisados (curarizados), a respiragio dos animais foi mantida por um sistema de
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ventilagdo artificial volume-controlado (54-55 respiragdes por minuto). Os niveis
de halotano, O, , N;O e CO, (3,5-4,5%) foram monitorizados por um aparelho

monitor de gas com absor¢fo infravermelha (ARTEMA MM200) durante todo o

periodo experimental. Apds os procedimentos cirirgicos, descritos adiante, o
nivel de halotano foi mantido a 0,5% durante todo o periodo de registro
eletrofisiologico. Esta porcentagem anestésica mantém os critérios éticos da
experimentacdo animal sem deprimir as respostas neuronais no tronco cerebral
aos estimulos nociceptivos (BENOIST E COLL., 1984 ¢ LE BARS E COLL., 1980).

A temperatura dos animais foram mantidas entre 36 e 38°C, durante toda
experimentagdo, por meio de uma almofada térmica, sobre a qual o animal era
posicionado. O controle da temperatura era realizado automaticamente através de
um termémetro introduzido no reto do animal e ligado a um relé termostatico que

controlava a temperatura da almofada.

II1.4. REGISTRO DA ATIVIDADE ELETROFISIOLOGICA DOS
NEURONIOS DO SUBNUCLEO ORAL.

A atividade eletrofisiolégica dos neurbnios do submicleo oral (Sp50) foi
observada através de registros extracelulares unitarios, empregando-se
microeletrodos de vidro (7-10Q) preenchidos com solugdo de NaCl (5%)
contendo o corante “pontamina sky-blue”. A presen¢a do corante na solugdo do
microeletrodo teve a finalidade de, ao final do experimento, marcar a regido da
célula registrada. Para a introdugéo do microeletrodo, realizou-se primeiramente a
craniotomia do animal, tomando-se como referéncia as coordenadas
estereotaxicas da regido de interesse, no tronco cerebral. A seguir fez-se a

remogdo das meninges e passou-se a introdugdo do microeletrodo, utilizando-se
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um micromanipulador eletrénico. A velocidade de infrodu¢do do microeletrodo
durante a exploragdo do subnicleo foi de 1 a 0,2num/min. O tronco cerebral foi
explorado de 2,4 a 3,0 mm lateralmente 4 linha média e entre os planos frontais P-
1,1 e P-2,6 os quais correspondem, segundo PAXINOS & WATSON (1986), ao
subnucleo oral do rato. A atividade elétrica de uma tnica célula foi amplificada e
a seguir filtrada, respectivamente por um amplificador e um filtro ligados em
serie. Esta atividade corresponde a variagdo do potencial elétrico, foi observada
em um osciloscopio analdgico o qual estava conectado a um seletor de faixa de
voltagem. Com 1sso, possibilitou ao experimentador selecionar a faixa de

difere¢a-de-potenciais (ddp) que correspondia exclusivamente a atividade

neuronal (FIGURA 4). Apés este procedimento, chamado de integracio do sinal. o
numero de potenciais elétricos emitidos pelo neurénio era transformado em
valores digitais por uma interface analdgico-digital (CED 1401- CAMBRIDGE
ELETRONIC DESIGN). A integragdo do sinal garante também que apenas os
potenciais-de-a¢&o (PA) disparados por uma unica célula sejam analisadas em um
sistema computadorizado de discriminagdo de sinais (FIGURA 4). Os sinais
disparados pela estimulagdo neuronal foram agrupados em um histograma pds-
estimulo (PSH) que relaciona a somatéria dos PA disparados durante uma série de
estimulagfes com o tempo de laténcia destas respostas, no intervalo de 0 a 1500
milisegundos. O PSH considera como unidade o PA que atinge a faixa de
voltagem (mV) estabelecida durante a integragdo do sinal. Esta faixa de voltagem
era estabelecida pelo experimentador e dependeu da d.d.p. dos emitidos pelos

neurbnios. Em todas as respostas celulares a integragio dos sinais foram

realizadas acima das d.d.p. emitidas pela atividade elétrica basal, considerada

como um ruido do sistema (FIGURA 4).
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FIGURA 4. Esquema da rede de equipamentos eletrofisiologicos utilizados para estimulagdo e
registro das respostas neuronais unicelulares emitidas. Os sinais elétricos registrados no
osciloscopio foram selecionados a partir de uma faixa alta de voltagem (cor cinza) evitando
assim gue o ruido do sistema ou que os PA de mais de uma célula fossem registrados.
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I11.5. CARACTERIZAQAO DOS NEURONIOS CONVERGENTES
DO SUBNUCLEO ORAL.

Este estudo fot realizado em neurdnios convergentes com caracteristicas
eletrofisiologicas homogéneas, e que apresentavam o fendémeno de wind-up,
segundo critérios descritos para as células nociceptivas convergentes do corno
dorsal da medula (veja DAVIES & LODGES, 1987 ¢ DICKENSON & SULLIVAN,
1990), sendo considerados apenas os registros unitarios (DALLEL ET AL., 1950).
Os neurdnios foram classificados em convergentes com base em suas respostas as
estimulagbes mecanicas e elétricas percutdneas aplicadas em seus campos

periféricos (veja capitulo I). Ainda para caracterizar os neurénios nociceptivos

convergentes, também foi testada sistematicamente, a susceptibilidade das
respostas celulares ao “Controle Inibitério Nociceptivo Difuso” (DNIC - LE BARS
ET AL., 1979). Assim, obedecendo tais critérios, todos os neurdnios utilizados nas
experimentacdes responderam gradativamente tanto a estimulos indcuos como a
estimulos nociceptivos mecanicos.

As respostas induzidas por estimulagdes elétricas apresentavam laténcias
correspondentes a fibras A e fibras C. Os estimulos indcuos aplicados na pele
perioral ou mucosa oral foram jatos de ar, pinceladas macias, toques brandos e
pressOes leves com uma sonda rombuda. Os estimulos nociceptivos consistiram
de pressdes fortes com sonda fina (filamentos de Von Frey), toques vigorosos
com instrumento contundente e pingamento com férceps fino. Apds a
identificagdo de um neurdnio, a extensdo de seu campo receptivo foi mapeada e o
envolvimento de uma ou mais divisdes dos ramos do trigémeo foi determinado de
acordo com as localizagdes dos campos receptivos intra-orais, periorais ou faciais

previamente determinada por DALLEL ET AL. (1990).
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Estimulos elétricos em forma de ondas retangulares com duragdo de 2ms.
foram aplicados através de um par de eletrodos de ago inoxidavel inseridos na
camada subcutdnea do centro do campo receptivo previamente delimitado. Os
limiares de respostas das fibras A e C foram determinados a partir da intensidade
minima de corrente elétrica capaz de emitir, no minimo, um PA a cada
estimulagdo. As fibras A ¢ C foram diferenciadas através das laténcias dos PA
disparados pelas mesmas e das suas velocidades de condugdo, segundo a
classificagdo de BURGESS E PERL (1973). Para o calculo das laténcias considerou-
se, além das velocidades de condugdo das fibras, o tempo de 1 ms. de retardo
para cada sinapse central e uma distincia de 40 a 50 mm entre os campos
periféricos e o subnucleo oral. Com base considerou-se as respostas com laténcias
menores que 2 ms. eram conduzidas por fibras AR e entre 5 € 15 ms. pelas fibras
Ad. As respostas transmitidas por fibras C teriam laténcias maiores que 30 ms. Na
maioria dos protocolos utilizados no presente trabalho, foram aplicados estimulos
elétricos com intensidade igual a 3 vezes o limiar da fibra C posta em jogo. Em

um Unico protocolo foi também aplicado estimulos que correspondiam a 3 vezes o

limiar da fibra A8,

I11.6. DROGAS

Foram utilizadas as seguintes drogas:
o(+)-5-metil-10,11-di-hidro-5H-dibenzo[a,b]ciclo-heptano-5,10-imina
[(+)MK-801, nome comercial: Dizocilpina maleato)], um antagonista ndo-
competitivo de receptores de NMDA, fornecida pela RESEARCH BIOCHEMICALS

INCORPORATED (RBI - 9, Erie Drive Natick, Massachusetts - U.S.A ) com o
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objetivo de estudar o grau de participagdo destes receptores nas respostas
emitidas pelos neurénios do subnucleo oral.

* Enantidmero do MK-801, um isémero 6ptico do (+)MK-801 hidrogénio
maleato o qual ndo € reconhecido pelo sitio dos anestésicos dissociativos onde se
liga a forma ativa do MK-801 .

» carboxilato de cis-4-fosfonometil-2-piperidina (CGS 19755), um
antagonista competitivo de receptores de NMDA, fornecido pela RESEARCH
BIOCHEMICALS INCORPORATED (RBI - 9, Erie Drive Natick, Massachusetts -
USA).

I11.7. PREPARACOES EXPERIMENTAIS

Os regstros eletrofisiolégicos foram realizados apenas nos neurdnios
convergentes do Sp50. Porém os antagonistas de receptor de NMDA foram
administrados por trés vias distintas em trés preparag¢des experimentais realizadas

(FIGURA 5).

i). Injecdo sistémica de MK-801: Nesta prepara¢do experimental a droga

foi administrada na veia jugular previamente canulada.

if). Injecdo intranuclear (subnicleo oral) de MK-801: Nesta preparacédo
experimental a craniotomia, normalmente realizada para a introdugdo do

microeletrodo, foi estendida no sentido caudal para a introducdo também de uma
micropipeta de 60pm de didmefro. Esta micropipeta foi fixada a uma torre
estereotaxica ¢ acoplada a uma seringa de 1,0ul (tipo HAMILTON). Introduziu-se a

micropipeta no tecido nervoso, entre a porgdo marginal do Sp5O e o trato
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espinhal do trigémeo, seguindo-se os pardmetros estipulados por PAXINOS &
WATSON (1986). Foi observada uma inclinagio de 20" entre a micropipeta e o

plano sagital com para facilitar a introdugiio do microeletrodo.

ili). Injecdo intranuclear (subnicleo caudal) de MK-801 e CGS19755:
Para 0 acesso ao subnucleo caudal (Sp5C) foi necessaria a exposigio da medula
oblonga. Para isso, um procedimento cirtrgico foi realizado. Apos a adaptagio do
animal no aparelho estereotdxico, realizou-se uma incisio na pele (sagital e
mediana) das regides occiptal e posterior do pescogo. A seguir, os musculos
superficiais foram secionados (elevador da orelha e platisma) e os misculos
profundos (esplénio, semi-espinhal e trapézio) afastados para a exposicdo da
membrana atlanto-ociptal e do tronco cerebral (6bex e peri-obex). O sitio de
injegdo correspondente a regido central do Sp5C localiza-se 2,0 mm abaixo da
regido do obex, 1,5 a 2,0 mm medialmente & borda direita do bulbo € a 1mm de
profundidade. Uma micropipeta de 60ul de didmetro, fixada a uma torre

estereotaxica e acoplada a uma seringa del,Oul (tipo HAMILTON), foi introduzida

no sitio de inje¢do, a qual foi realizada lentamente, durante um periodo de 5

minutos, com auxilio de um aparelho microinjetor.
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REGISTRO l

Injecdo no Inje¢édo no
s, aral s. caudal

Estimulacao

Injecdo via
juyular

FIGURA 8. Esquema mostrando as trés preparagfes experimentais nas quais o registro da
atividade eletrofisiologica de neurdnios convergentes do subnucleo oral foi realizado: i.)
administragdo da droga via jugular. if). injecdo intranuclear da droga no subntcleo oral e iii)
injegdo intranuclear de droga no subntcleo caudal.
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II1.8. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Em cada experimento apenas uma célula do Sp350 foi testada e apenas uma
unica dose administrada em cada animal.

Para cada célula estudada foram aplicadas séries de estimulagdes em
condigdes fisiolégicas normais a fim de que as respostas emitidas fossem
utilizadas como controle. A média de duas respostas celulares emitidas em
condigGes fisiologicas normais foi o controle utilizado para o tratamento realizado
nas proprias células. As respostas consideradas controle corresponderam as
somatérias dos PA agrupados em um histograma (PSH), apos duas sequéncias de
estimulagdes separadas por um intervalo de 5 minutos. Foram considerados
apenas as médias de dois controles sucessivos cuja variabilidade foi menor que
10%. Este controle foi adotado para garantir que os ensaios fossem realizados sob
condi¢gGes de resposta neuronal estavel.

Todas as estimulagdes elétricas efetuadas para observagdo das respostas

das fibras C foram em forma de ondas retangulares com duragdo de 2ms e

intensidade trés vezes o limiar de resposta deste tipo de fibra. O limiar de
mtensidade foi considerado a menor intensidade de estimulagdo elétrica em
mtlivolts, capaz deE disparar, no minimo, um PA com laténcia constante a cada
estimula¢do, durante cinco estimulagdes seguidas. As laténcias das respostas
foram observadas ein osciloscopio analdgico.

Estas estimulagdes séo consideradas suficientes para desencadear uma
resposta mtensa € estavel do neurénio. Contudo, tais respostas foram observadas
apenas em fibras de longa laténcia ou seja, fibras C, e dificilmente em fibras de
laténcia curta (fibras A8 e AB) em decorréncia da interposigdo do artefato de

estimulagdo nas respostas de curta laténcia (menor que 15ms). Assim, com este
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grau de estimulagdo apenas as respostas emitidas pelas fibras C foram

consideradas.

I11.8.1. EFEITO DE DOSES CUMULATIVAS DE MK-801 NAS RESPOSTAS DOS
NEURONIOS NOCICEPTIVOS DO SUBNUCLEO ORAL.

O objetivo deste experimento foi determinar a melhoi‘ relagdo dose/efeito
do MK-801, que pudesse caracterizar a participacdo dos receptores de NMDA
nas respostas nociceptivas dos neurénios convergentes do Sp50.

Para isso, aplicou-se nos campos receptores dos neurénios, uma seqiiéncia

de 20 estimulos elétricos a uma freqiiéncia de 0,2 Hz, seguida apos 5 minutos de

mtervalo, de outra sequéncia de 50 choques elétricos a uma frequéncia de 0,66
Hz. Neste expenimento analisaram-se as respostas neuronais emitidas entre as
laténcias de 30 a 300ms, 10 minutos apos a injegdo de NaCl ou das diferentes
doses de MK-801.

Apos duas segiiéncias de respostas favoraveis (respostas-controle adotada
neste trabalho), foi administrada, através da veia jugular canulada, solugdo
fisiologica de NaCl (1mlkg de peso) e o PSH registrado apés 10 minutos.
Imediatamente seguido do registro do PSH apds a injecdo de salina, iniciou-se a
administragdo das doses cumulativas de 0,05 ; 0,15 ; 0,45 e 1 mg/kg i.v. de MK-
801. Os registros dos efeitos cumulativos de MK-801 f_oram realizados 10
minutos apds cada administragdo das doses, as quais eram realizadas
imediatamente ap6s o términos das estimulagdes (20 choques a 0,2 Hz e 50
choques a 0,66Hz).

A solucdo de MK-801 utilizada foi de Img/ml. As doses foram considerada
cumulativas pelo fato do MK-801 permanecer ligado ao seu sitio de agdo por mais

de 30 minutos e por ndo haver um antagonista para esta droga que pudesse ser



44

utilizado. Para verificar se houve diferengas nas respostas dos neurénios apés a
dose resultante das quatro inje¢es cumulativa ¢ uma dose Unica da mesma

concentragdo final, em 4 células isoladas foi administrado 1mg/kg de MK-801.

NaCl 0,05 0,10 0,30 0,55 mg/ke
v v v v v
E E E E E E E
0 10 20 30 40 50 min

Esquema do protocolo utilizado: “E” corresponde as duas séries de estimulagdes (20 2 0,2 Hz
e 50 a 0,66 Hz) aplicadas com um intervalo de 5 minutos entre elas. As doses administradas

foram cumulativas, assim sendo a dose subseqiiente soma a dose anterior.

I11.8.2. CARACTERIZACAO DO WIND-UP NOS NEURONIOS DO SUBNUCLEO
ORAL

O segundo experimento teve como objetivo caracterizar o wind-up dos
neur6nios do Sp50 e o papel dos receptores de NMDA nestas células. Para isso,
o efeito do MK-801 foi analisado nos trés componentes das respostas emitidas da
fibra C (resposta inicial, resposta principal e pos-descarga), apos séries de
estimulagoes elétricas a 0,66 Hz ¢ 0,1 Hz. As estimulagdes a uma freqiiéncia
inferior a 0,3 Hz sdo consideradas insuficientes para provocar o fendmeno do
wind-up (JEFTINIJIA ET AL.., 1994 ; HAMBA ET AL., 1992), logo a estimulagéo a 0,1
Hz foi utilizada para verificar a resposta basal das fibras C. A resposta inicial &,
por definigdo, o numero de PA emitidos pela primeira estimulagfio. A resposta
principal foi considerada o PSH emitido entre as laténcias de 30 ¢ 150 ms ¢ a pds-
descarga, o PSH emitido entre as laténcias de 150 a 1500ms. O wind-up foi
calculado pelo método proposto por CHAPMAN & DICKENSON (1992) e explicado

adiante. A dose de MK-801 foi determinada a partir da curva dose-resposta
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realizada no experimento anterior, dando-se preferéncia a menor dose capaz de
produzir um efeito mnibitério sigmficativo em relagdo ao controle.

Previamente a injecdo de MK-801, foram realizados os controles nas duas
frequéncias de estimulago, aplicando-se para isso séries de 10 estimulagdes a 0,1
Hz e de 27 estimulagdes a 0,66 Hz. Posterionmente ao registro das respostas-
controle, foram injetados 0,15 mgkg iv. de MK-801. As respostas as
estimulagdes tanto a 0,1 Hz como a 0,66 Hz foram observadas nos periodos de 5,

15,25, 35, 50 e 80 munutos apos a injego.

E E 015mgkg E E E E E E
0 5 15 25 35 50 80min

Esquema do protocolo utilizado: “E” corresponde as duas séries estimulagdes (10 a 0,1 Hz e

27 a 0,66 Hz) aplicadas com um intervalo de 5 minutos entre elas.

II1.8.3. EFEITO DA ADMRiI_STRAcAo INT}’E{ANUCLE_AR DE MK-801 NO
WIND-UP DOS NEURONIOS DO SUBNUCLEG ORAL

Administracio de antagonistas de NMDA no subnucleo caudal:

Este protocolo experimental teve como objetivo verificar a participagio dos
receptores de NMDA dos neurénios do Sp5C no wind-up observado nos
neurdénios do Sp50. Para 1sso foram realizadas inje¢es infranucleares de MK-
801 ou CGS 19755 ou o enantidmero de MK-801 no Sp5C e o seu efeito
verificado nas resposta dos neurénios do Sp50.

Foram aplicadas as seguintes doses:

MK-801: 0.5 e 0,25 microgramas diluidos respectivamente em 0,5 e 0,25

ul de solugdo fisiologica.
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Enantiomero de MK-801: 0,5 microgramas diluidos em 0,5 pl de solugdo
fisiologica.

CGS19758: 5 microgramas diluidos em 0,5 ul. Preparado com uma solugiio
1,0% de NaHCO..

A resposta dos neur6nios do submicleo oral foi observada apés a aplicagdo
de 30 estimulagdes elétricas numa freqiiéneia de 0,66 Hz, nos campos receptores
excitatdrios dos neurdnios.

Apos as respostas-controle dos neurénios, foi injetado 0,5 pg de MK-801
no submicleo caudal de 14 animais e o seu efeito sobre as respostas
desencadeadas pelas estimulagBes elétricas foram verificadas nos tempos de 5,
10, 25 e 60 minutos apés a administragdo da droga. O efeito da injecdo
mtranuclear de 0,25 pg de MK-801 sobre as respostas desencadeadas pelas
estimulagdes elétricas foi verificado nos tempos de 5, 10 e 25 minutos apds
mjegdo. O efeito da inje¢do no Sp5C de 0,5 pug de enantidmero de MK-801e 5ug
de C(GS19753, sobre as respostas dos neurénios do Sp30, foi observado em 10
animais, mantendo-se o mesmo protocolo utilizado para a analise do efeito do
MK-801.

A resposta inicial ¢ o wind-up das respostas com laténcias entre 30 e 150

ms., foram calculados segundo o método proposto por CHAPMAN & DICKENSON
(1992).

Administracio de antagonista de NMDA no subnucleo oral:
O efetto da injegdo de Sug de MK-801 (volume = 5ul) no Sp50, sobre o
wind-up desencadeado por 30 estimulagdes elétricas a 0,66 Hz, foi verificado nos

tempos de 5, 10, 25 ¢ 60 minutos, em 9 animais.
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111.9. CALCULO DO WIND-UP

O calculo do wind-up foi realizado segundo o método proposto por
CHAPMAN & DICKENSON (1992). Para isto considerou-se a somatéria do niimero
de PA emitidos pelo neurdnio apds uma série de estimulagdes e a resposta basal
do neurénio. O calculo da resposta basal consiste no nimero de PA, fornecido
pelo PSH, em resposta a primeira estimulagio multiplicado pelo numero total de
estimulos. O PSH e o numero de PA disparados pela primeira estimulacio sdo
fornecidos por um programa de discriminagfo de sinais. Wind-up foi calculado

pela diferenga entre 0 PSH e a correspondente resposta basal (FIGURA 6).

Apesar da visualizaco grafica ser evidente, o calculo do fendmeno do wind-up
apresenta alguns problemas quanto sua quantificagfio. Varios autores tém observado que, nos
modelos de estudo do wind-up, a variabilidade da primeira resposta emitida pelos neurdnios ¢é
muito grande e por esse motivo, dificulta, ou mesmo inviabiliza uma anélise estatistica
adequada (DAVIES & LODGE, 1987; DICKENSON & SULLIVAN, 1989 SULLIVAN ET AL., 1992 ;
HAMBA ET AL., 1992 ; CHAPMAN & DICKENSON, 1994 ; XU ET AL., 1995). Neste trabalho
apesar de ter-se optado pelo método descrito por CHAPMAN & DICKESON (1992), sio
propostas algumas consideragdes a respeito do wind-up e seu calculo. Vale lembrar que, por
defini¢do, o wind-up (W) € o aumento consecutivo do nimero de potenciais-de-a¢io (PA) a
cada estimulag@o (E). Sendo assim, a rigor, seu valor deveria ser expresso pela equacio W = d
PA / d E, a qual representa a variacdo do nimero de PA por estimulagio em funcio da
estimulagdo (FIGURA 6). Deste modo, se a variagdo do numero de PA em funcio de E for uma
curva logaritmica, tipo PA = a In E + b, o coeficiente linear da equaciio sera equivalente ao
numero de PA emitidos apos a primeira estimula¢do e o wind-up podera ser expresso por W =
a/ E (FIGURA 6).

Assim sendo, o calculo proposto por CHAPMAN & DICKENSON (1992) pode fornecer
valores proporcionais a variacio do wind-up de um neurdnio sempre que o tratamento utilizado

no estudo da resposta neuronal, varie apenas o coeficiente angular da fungdo PA=aln E +b.
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[11.10. ANALISES HISTOLOGICAS

Cada sitio de registro celular foi marcado por deposi¢io iontoforética de
pontamina sky blue, um corante de cor azul. Os sitios de microinjecio no
subnucleo caudal e oral foram marcados pela injegdo de uma solugdo fisiologica
contendo 20% de pontamina sky blue. A inje¢do foi feita através de um dos
capilares da mesma micropipeta dupla introduzida no Sp50 ou Sp5C utilizada
para as inje¢des intranucleares de antagonistas de NMDA. A analise histologica
utilizada neste trabalho ndo permitiu avaliar o grau de difusdo das drogas no
tecido nervoso.

No final do experimento, os animais foram sacrificados e os cérebros foram
removidos e fixados em solugdo de formalina 10% durante uma semana. Apos
fixacfio, os cérebros foram congelados, cortados serialmente em se¢Ges de 100
micrometros e os cortes, corados com vermelho-neutro. Os sitios de registros e
mnje¢des foram observados ao microscopio de luz e suas localizagdes foram

mapeadas.

{1.11. ANALISES ESTATISTICAS

Apenas valores absolutos da somatdria dos PA a cada série de estimulagdes
foram usados para analises estatisticas. As médias individuais da porcentagem do
controle foram usadas com propositos descritivos e ilustrativos. Apos o teste de
normalidade de distribuigdo, os resultados foram submetidos ao teste da analise
da vanéancia (ANOVA) seguido do teste de comparag¢des multiplas (Student-
Newman-Keuls). O nivel de sigmficincia estabelecido foi de p<0,05. Os

resultados foram expressos pela média + desvio padrio.
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FIGURA 6. A . Exemplo de PSH fornecido por um programa de analise de sinais que relaciona
o numero total de potenciais-de-agio ocorridos entre as laténcias de 50 a 200 ms. (fibras C). A
representagdo grafica do numero de potenciais-de-ag@o/estimulagdo ao longo das estimulagio,
da resposta emitida pelo neurdnio da figura A, estdo representados nas figuras B e C. B.
Esquema do calculo do wind-up proposto por Chapman & Dickenson (1992).A soma das areas
I e II corresponde ao PSH da figA. A area | ¢ calculada pela resposta desencadeada apos a
primeira estimulagio (h) e pelo nimero total de estimulagdes (b). Wind-up (4rea IT)
corresponde & diferenca do PSH e a area I. C. Considerando que a variagdo do niimero de P.A.
em fungdo da estimula¢do (E), seja representada por uma curva logaritmica, tipo PA= aln E +
b, o wind-up (W) pode ser expresso por W=a/E.



IV. RESULTADOS

Um total de 60 neur6nios convergentes foram registradas no submicleo oral
(Sp50). Os 55 neur6nios que puderam ser localizados histologicamente foram
encontrados na metade ventral do subnicleo, préoximos a borda medial , entre os
planos frontais P 1.5 e P 2,1 (FIGURA 9). Todos os neur6nios possuiam um campo
receptivo que envolvia um (n=44) ou dois (n=16) ramos do nervo trigémeo
localizado, principalmente, na regido oral ou perioral. Todas as células
responderam com um aumento do nimero de potenciais-de-agdo (PA) ao aumento

da intensidade das estimulagdes mecanicas, ou seja, todos os neurdnios

discriminaram as estimulagdes mecénicas indcuas daquelas nociceptivas,
verificada através do aumento de suas descargas. Todos os neurdnios
responderam 'a estimulagdo elétrica emitindo PA com laténcias relativas as das
fibra C . Através do PSH estas respostas puderam ser claramente distinguidas das
respostas com laténcias relativas as fibras A . As médias dos limiares da
mtensidade da estimulagdo elétrica das fibras AR e A8 foram 0,25+0,1 mA (n=3)
e 2,1540,4 mA (n=6) respectivamente. As médias do tempo de laténcia entre as
estimulagdes e as respostas registradas (ms) foram 1,840,2 (n=4) ¢ 5,740,2 (n=6)
para as fibras AP e Ad respectivamente. A média dos limiares das intensidades de
estimulagdes relativas as fibras C foi 7,1 + 0,6 mA (n=60). A média das laténcias

correspondentes 4 mesmas fibras foi de 74,0 + 3,4 ms (n=60).
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FIGURA 7: Exemplo de Histogramas Pos-estimulo (PSH) obtidos apos 50 estimulacdes
elétricas repetidas (0,66Hz) de intensidade igual a trés vezes o limiar das respostas com laténcia
de fibra C, aplicados no campo periférico de um neurénio convergente. Seguidas a uma série de
respostas consideradas controle, quatro doses cumulativas de MK-801 foram aplicadas. Os
PSHs mostram a somatoria dos potenciais-de-agfo evocados no intervalo de 5 a 300ms, no
qual observa-se as respostas das fibras AS (de 6 a 15ms) e C (ap6s 30ms). Tanto as respostas
relativas as fibras A3, quanto as relativas as fibras C foram afetadas pelas injecdes de MK-801.
O grafico no canto direito resume o efeito das doses de MK-801 no ntimero de potenciais-de-

acao com laténcias de fibra C (30-150 ms) dos cinco PSHs.
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IV.l. EFEITO DE DOSES CUMULATIVAS DE MK-801 NAS
RESPOSTAS NOCICEPTIVAS DO SUBNUCLEO ORAL:

Uma vez comprovada a existéncia do wind-up no Sp30, este fendmeno foi
caracterizado sob o ponto de vista eletrofisiologico e verificada a participacdo dos
receptores de NMDA na sua ocorréncia. Para isso realizou-se inicialmente uma
andlise do efeito de doses cumulativas de MK-801 na inibig3o das respostas com
laténcias relativas as fibras C (FIGURA 7).

Onze células nociceptivas detectadas no Sp50 foram inibidas de modo
dose-dependente pelo MK-801 (FIGURA 8). A média do ndmero total de

potenciais-de-a¢do (PSH) com laténcias entre 30 a 150 ms, desencadeados por 50

estimulagdes, 10 minutos apds a administragdo de salina ou de 0,05 : 0,15 : 0.45
e 1,00 mg/kg de MK-801 podem ser observadas na TABELA I

Trés unidades celulares foram fracamente estimuladas ou ndo apresentaram
modificagdes apds administragdo de MK-801. As médias do namero total de PA,
observados 10 minutos apds as inje¢des de salina e MK-801, nas doses de 0,05 ;
0,15 ; 0,45 e 1,00 mg/kg, foram 780,3£217.6 ; 958 743314 ; 858,7+224.3 ;
732,31154,8 e 609,0+£185,5 respectivamente. Em quatro células nociceptivas foi
verificado o efeito da administragdo de uma dose tnica de Img/kg de MK-801.
Apos 10 minutos, a dimmuigdo das respostas emitidas pelo neurbnio apos a
administragdo de uma tnica dose foi similar 4 diminuigdo observada apos a
inje¢do da mesma concentragio da droga, dividida em quatro doses cumulativas,
ou seja de 475,0£167,3 para 57,746,9 (n=4) PA em resposta a 50 estimulacdes ¢
de 924941489 para 277,7484.3 (n=11) apés a dose cumulativa do mesmo
antagonista (TABELA I).

O efeito do MK-801 também fo1 verificado nas respostas dos neurdnios

nociceptivos convergentes do SpSO apos 20 estimulagdes elétricas a uma
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freqiiéncia de 0,2 Hz. Apesar desta freqiiéncia ser considerada pouco eficiente
para desencadear wind-up (HAMBA ET AL., 1992), os resultados demonstraram que
doses cumulativas de MK-801 produziram inibigdo significativa na resposta
desencadeada por tais estimulagdes (TABELA 1). Esta inibigio pode ser explicada

pela possivel ocorréncia de wind-up nos neurénios do Sp50.
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FIGURA 8: Efeito de doses cumuiativas de MK-801 ( 0,05 ; 0,15 ; 0.45 e Img/kg i.v.) sobre o
numero de potenciais-de-agdo (PA) desencadeados em resposta a 50 estimulacdes elétricas
(0,66 Hz) no intervalo de 30-150 ms de laténcia. Os valores estio representados como
percentual de resposta em relagdo ao nimero de PA emitidos nas condicdes de controle. *:
valores diferentes do controle; **: valores diferentes da dose de 0,05 mg/kg (ANOVA,
p<0,05). As diferengas entre as respostas obtidas apos as doses de 0,15 ; 0,45 e 1 mg/kg ndo
foram significativas.
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FIGURA 9: Esquema de dois cortes do tronco cerebral no plano frontal mostrando a
localizagdo dos registros dos neurdnios convergentes.. Todas as células foram mapeadas nestes
planos, segundo as coordenadas estabelecidas por PAXINOS & WATSON, (1986). g7 : nervo
facial. 7: nucleo do n. facial. Tep : pediinculo cerebelar inferior. SpSO : subntcleo oral. Os
sitios de registros estdo representados pelos pontos em vermelho concentrados sobretudo na
porgio lateral do Sp50.
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IV.2. PARTICIPACAO DOS RECEPTORES DE NMDA NA
RESPOSATA BASAL', NO WIND-UP E NA POS-
DESCARGA DOS NEURONIOS NOCICEPTIVOS DO
SUBNUCLEO ORAL
Neste experimento foram detectados quinze neurnios nociceptivos
convergentes no Sp30. Doze neurbnios apresentaram wind-up. Nesta etapa do
trabalho, o objetivo foi analisar a influéncia do MK-801 na resposta rapida e
inicial do neurénio (resposta basal) e nas respostas tardias como o wind-up e pos
descarga. A dose de 0,15 mgkg de MK-801, utilizada neste experimento, foi
determinada de acordo com o experimento anterior e correspondeu a menor
concentragdo capaz de produzir o maior efeito inibitorio sobre as respostas as
fibras C (FIGURA 8).

Neste experimento, avaliou-se a resposta basal a 10 estimulagdes aplicadas
a uma freqiiéncia de 0,1 Hz. Previamente ao efeito do MK-801, a estimulagdo com
freqii€ncia de 0,1Hz desencadeou uma média de 6,8+1,2 (n=12) PA por estimulo.
Por outro lado, a média do numero de PA emitidos apos a primeira estimulagfo a
0,66 Hz fo1 5,1£0,9 (n=12) (TABELA II). Apesar da freqiiéncia de 0,1 Hz ser
considerada insuficiente para a ocorréncia do wind-up (HAMBA ET AL., 1992
CHAPMAN ET AL., 1994), a diferenga observada entre as médias das respostas
basais nestas duas situagdes pode ser explicada pela ocorréncia de um possivel
wind-up provocado por estas estimulagdes. De acordo com os resultados obtidos,
pdde-se notar que nos neurbnios do Sp50, observa-se a ocorréncia de wind-up

mesmo apds estimulagdes a 0,1 Hz.

' Neste trabalho, o termo “resposta basal” ¢ usado para designar a resposta do neurdénio que nio depende dos
receptores de NMDA (input C) e que € emitida apés cada estimulagdo. Pelo fato desta resposta niio poder ser
destinguida do wind-up em um PSH, considera-se que ¢ nimero de PA emitidos apos a primeira estimulacio,
scja equivalente a0 input C emitido ao longo de toda a série de estimulagdes, uma vez que o fendmeno do wind-
up aparece a partir da segunda estimulagio.
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F1GURA 10: Efeito da aplicagio do MK-801 (0,15 mg/kg i.v.) sobre o wind-up (A) e a pés-
descarga (B) dos neurdnios do subnlcleo oral. Os valores estdo representados pelas médias dos
valores expressos em porcentagens do controle. *: valores significativamente diferentes do
controle . **: valores significativamente diferentes do tempo de 80 minutos(ANOVA, p<0,05).
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Para o célculo do wind-up considerou-se o numero total de PA
desencadeados entre as laténcias de 30 e 150 ms. A analise estatistica mostrou
que as respostas observadas nos perfodos de 15, 25, 35 e 50 minutos apos a
mje¢do de MK-801 foram significativamente diferentes do controle (FIGURA 10,
TABELA II). Contudo, a menor resposta, observada 15 minutos apds a injecdo, ndo
diferiu estatisticamente da resposta observada apés 25 minutos. Também as
respostas observadas 35 e 50 minutos apds a inje¢io do MK-801 néio diferiram
estatisticamente entre si, diferindo porém do controle. E importante notar que a 80
minutos apos a injegéo o numero de PA emitidos retornou proximo aos valores do
controle e ndo diferiu estatisticamente do mesmo (FIGURA 10).

A pos-descarga no grupo controle foi observada depois da a 5° estimulagio
¢ atingiu seu valor maximo entre a 15% e 207 estimulagdes. Seu valor correspondeu
a0 numero total de PA emitidos entre as laténcias de 150 ¢ 1500 ms (FIGURA 10).
A administracdo de MK-801 também produziu um efeito marcante sobre a
resposta observada 35 minutos apoés a inje¢fio, a qual diferiu estatisticamente do

controle (TABELA II).

IV.3. CARACTERIZACAO DO 'WIND-UP NOS NEURONIOS
NOCICEPTIVOS DO SUBNUCLEO ORAL

O fendémeno de wind-up foi claramente observado apds a aplicagio de uma

seqiiéncia de estimulagdes a uma freqiiéncia de 0,66 Hz. As células responderam

com um o numero de PA gradativamente maior, & medida que as 27 estimulagdes

eram aplicadas. A média da soma dos PA por estimulagio registrados no intervalo

de 30 a 150 ms de 12 células é mostrado na FIGURA-11. Pode ser observado um

platd nas curvas de respostas apos aproximadamente a 16" estimulagéo. Sendo que
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ponto de vista matematico, o mimero de PA por estimulagio corresponde a uma
curva logaritmica cujo coeficiente de regressdo (R) é igual a 0,98 (FIGURA 11).

As equagbes podem ser expressas por:

PAg = 3,89 + 5,01 In E, para o grupo controle,

PAg = 3,07 + 3,38 In E, 15 minutos apos a injegdo de 0,15mg/kg de MK-
801

PAg = 3,99 + 4,46 In E, 80 minutos apés a injegdo de 0,15mg/kg de MK-
801, onde PAg corresponde ao numero de potenciais-de-agio por estimulagio ¢ E
corresponde ao numero de estimulagfio. E interessante notar que o coeficiente

angular da curva de resposta apds de 15 minutos é 33% menor que o da curva

correspondente ao controle, o que demonstra uma diminui¢do real do wind-up
neste periodo. Na verdade, o coeficiente angular da curva que relaciona o nimero
de PA e a sequéncia de estimulagdes corresponde, por definigdo, ao wind-up em
um dado intervalo de estimulagdes. Seguindo o mesmo raciocinio, o coeficiente
linear das curvas, correspondem a resposta inicial calculada a partir da regressio
logaritmica. E interessante notar que 15 minutos apos a inje¢do de MK-801, o
coeficiente linear da curva ¢ 19% menor que o controle. Esta inibi¢do é duas vezes
maior, quando comparada a inibi¢do calculada a partir da média das respostas

basais no mesmo periodo.
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FIGURA 11: Média do numero de potenciais-de-agdo com laténcias relativas as fibras C
evocados por 27 estimulagdes elétricas repetitivas (0,66 Hz). As curvas correspondem ao
controle e as respostas observadas nos tempos de 15 e 80 minutos apos a injegio de MK-801
(0,15 mg/kg i.v.}). O wind-up no tempo de 15 minutos apés a injecio de MK-801, difere do
controle e do wind-up no tempo de 80 minutos, os quais ndo diferem entre si (ANOVA,
p<0,05),

Equagdes das curvas:

controle: 3,80 +5,01 In(x), R=0,98

15 minutos: 3,07 + 3,38 In (x), R= 0,97

80 mimutos: 3,99+ 4,46 In(x), R= 0,97

Note que a curva, a 15 minutos possui uma inclinagfo nitidamente menor (coeficiente angular =
3,4) que as demais (5,0 e 4,5). As médias dos potenciais-de-agdo evocados nas primeiras
estimulagdes correspondem as respostas iniciais em cada tempo.
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TABELA I: Efeito da administragéo sistémica de MK-801 sobre o PSH registrado

entre as laténcias de 30 e 300ms

dos neurdnios do subniicleo oral, apds 50

estimulac¢des a 0,66 Hz ou 20 estimulacdes a 0,2 Hz, respectivamente.

DOSES DE MK-801 (mg/kg de peso)

0,66 Hx Controle NaCl 0,05 0,15 0,45 1,00
N° de células 1 It HE 3 10 9
Média 932.33 924,95 766 80% 479 83%+ 339, 78*+ 277.74%+
DP 131.12 14893 139.20 87.03 79,82 84,30
N de células 4 4 4
Média 502.67 474,98 37.72%
Dp 155,53 167,33 6,90
0.2 Hz
N? de células 11 11 10 11 1] 8
Meédia 103.45 96,05 57,30% 32.91%+ 23.73%+ 19.22%+
DP 20,26 13,70 9.33 8,49 5,95 584

* ~Valores diferentes do controle e -+

(ANOVA).

valores que ndo diferem entre s1, para um p< 0,05
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TABELA II: Efeito da administra¢do sistémica de 0,15 mg/kg de MK-801 sobre o
wind-up (registrado entre 30 e 150 ms de laténcia), sobre a pos-descarga
(registrada entre 150 e 1500 ms de laténcia) e sobre a resposta inicial,
desencadeados por 27 estimulagbes a 0,66 Hz e no PSH dividido por 10
(registrado entre 30 e 150 ms de laténcia) desencadeado por 10 estimulagdes a 0,1

Hz.

TEMPO APOS A ADMINISTRACAO DE MK-801

27x 0,66Hz| Controle 5 15 25 35 50 80
Wind-up
N¢ de céhulas 13 12 12 11 10 12 10
Média 460,17 433,33 331.22% 370,00% 411,25%+ 372.00%+ 422,14+
DP 53,20 43.09 4591 38,36 32.86 51,01 51,19
Pos-
descarga
N® de ¢élulas 7 7 6 5 7 7 6
Média 258 .02 209 37 141,50 106,80 76 43* 101,14 127,67
DP 70.77 66.63 34 45 43,86 28,10 42,34 37.23
Resposta
inicial
N de células 13 12 12 11 10 12 10
Média 4 824* 5,08 4 .45 5,60 5,89 6,00 5,22
DP 0.90 0.92 0,87 0,99 0,85 0.93 0.99
10x 0,1 Hz |
PSH/10
N de células 13 12 12 i1 10 12 10
Média 5,59%% 6,39 4,82 5,64 5,58 5,68 6,41
DP 1.19 0.87 0,84 0,98 0.93 0.80 1,02

*.

. valores diferentes do controle e +: valores que ndo diferem entre si para um p< 0,05

(ANOVA) ** : valores diferentes entre si (Teste Student, p< 0,05).
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IV.4. PAPEL DO SUBNGCLEQ CAUDAL NA MODULACAO DA
ATIVIDADE DOS NEURONIOS DO SUBNUCLEO ORAL.

Efeito da injecdo de MK-801 no submicleo caudal, nas respostas
dos neurdnios do subnicleo oral

Uma vez comprovada e caracterizada a ocorréncia do wind-up nos
neurdnios nociceptivos do Sp50, verificou-se o papel das células do subnicleo
caudal (Sp5C) sobre a atividade dos neurdnios do Sp50. Um total de 48 células
foram analisadas neste experimento.

A microinje¢do de 0,25ug de MK-801 (volume = 0,25ul) no Sps5C
provocou efeitos variados nas respostas de oito neurdnios do Sp5O desencadeadas
por 30 estimulagdes a 0,66Hz. Em trés neurdnios a administragdo de 0,25ug de
MK-801 nio provocou nenhum efeito nem no wind-up, nem na resposta basal. Em
outros trés neurdnios, a administragdo de 0,25 pg de MK-801 reduziu o wind-up
de 536,20+72 88 PA para 260,00+£5526 PA, 10 minutos apos a injecdo. Em
apenas duas células, apesar do wind-up ndo ter sido alterado, observou-se uma
diminui¢do da resposta basal, a qual passou de 8,50+£0,50 PA para 3,00+0,71
PA, 10 minutos apds a imjecao de 0,25ug de MK-801. Os valores expressos nas
TABELAS III e IV sfo as médias do numero de P.A. registrados nas oito células
analisadas. Um aspecto interessante deste resultado foi revelado pelo exame
histoldgico, ou seja, a dimmuigdo do wind-up sem alteragdc da resposta inicial,
foram mais freqlientes nos animais cujo o sitio de inje¢do localizava-se na porgio
mais medial do Sp5C (-5,4£0,12 mm da sutura intemeural), enquanto a inibi¢do da
resposta basal ocorria quando as injegdes foram realizadas mais na porgao lateral

do subnucleo (-6,2+0,23 mm da sutura interneural). Contudo, a metodologia

utilizada neste trabalho néo permite concluir se houve uma relagdo entre o sitio da
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injegdo de 0,25nug de MK-801 no Sp5C e o efeito observado nos neurdnios do
Sp50.
A dose de 0,5ug de MK-801 (volume = 0,5pl), foi estabelecida levando em

consideragdo trés critérios: i) a variabilidade do efeito na resposta neuronal apds a
injegdo da dose de 0,25l i) as doses utilizadas por diversos autores em outras
estruturas do SNC com dimensdes semelhantes as do Sp5C, uma vez que néo foi
encontrado na literatura trabalhos nos quais 0 MK-801 tenha sido administrado no
Sp3C. 1i) a propor¢do relativa de 0,15mg/kg de peso corporal, aplicado
sistemicamente, com a massa do Sp5C, considerando que o MK-801 possui uma
boa penetragdo na barreira hematocefilica e que os receptores de NMDA séo
encontrados na maior parte do SNC. Nesta etapa do trabalho, a obtengio de uma
curva dose/resposta da micromnje¢do de MK-801 no Sp5C, foi considerada
invidvel dada a grande variagio das respostas dos neurdnios do Sp50 40,25 ug.
As médias das respostas de doze células do subnucleo oral analisadas nos
periodos de 5, 10, 25 e 60 minutos apds a inje¢do de 0,5ug de MK-801 no Sp5C,

podem ser observados na FIGURA-12. Duas células ndo apresentaram alteragdes

apos a mjegdo de 0,5ug de MK-801. O efeito maximo do MK-801 nas respostas
dos neuronios do Sp50 foi observado 10 minutos apdés a sua injecdo. A
administragdo deste antagonista ndo-competitivo de NMDA no Sp5C inibiu 66%
do wind-up observado nos neurénios do subnicleo oral. Contudo, observou-
s¢ ao mesmo tempo uma diminuicdo de 91% da resposta basal dos neurdnios.
Diante da possibilidade da inibigdo observada ter sido provocada por uma lesdo
tecidual gerada pela introdugdo da micropipeta no Sp5C ou pelo efeito mecénico
do volume injetado, foram testadas doses semelhantes do isémero 6ptico de MK-

801 diluidas em volumes iguais de solugdo fisioldgica.
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FIGURA 12: Efeito da microinje¢do no subntcleo caudal de 0,5pg de MK-801 e do isdmero
optico de MK-801, sobre o wind-up e sobre a resposta basal de neurdnios do subnucleo oral
apos diferentes intervalos de tempo. Os valores estio representados em percentagem do
controle. *: valores significativamente diferente do controle (ANOVA, p<0,05). **: valores
significativamente diferente do controle (ANOVA, p< 0,001).
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As médias das respostas de 6 neurdnios registradas 5, 10, 25 e 60 minutos
ap0s a injecdo, demonstraram que o enantidmero de MK-801 aplicado no
subnicleo caudal ndo provocou nenhum efeito sobre as células do Sp50
(TABELAS Il e IV).

Os graficos da FIGURA-13 mostram que apesar de ndo existir uma
correlagdo entre o numero de PA desencadeados pela primeira estimulagio ¢ a
intensidade do wind-up, ¢ evidente que a inibi¢do da resposta basal pelo MK-801
refletiu na diminuigéo do wind-up registrado nos neurénios do Sp50. A curva que
relaciona a mbi¢do do wind-up e a diminui¢do da resposta basal, 5, 10, 25 e 65
minutos apos a injecdo de 0,5 ug de MK-801, pdde ser transformada em uma
fungdo logaritmica com um coeficiente de correlagdo (R) igual a 0,99 (FIGURA 13).
Este dado reforga a hipotese da inibigdo do wind-up dos neurénios do SpSO, ter
sido, pelo menos em parte, reflexo da diminui¢do da resposta basal dos neurénios

do Sp5C provocada pela injedo de 0,5pg de MK-801.
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FIGURA 13: A- O grafico mostra que ndo existe uma correlagio entre o nimero de potenciais-
de-agiio desencadeados pela primeira estimulagdo (resposta basal) e o wind-up originado nos
mesmos neurdnios. B- Por outro lado, existe uma forte correlagio entre a imbigdo da resposta
inicial e a inibigdo do wind-up, mostrando que a imbigdo da resposta inicial pela injecio de
MK-801 no subnicleo caudal, é responsavel, em grande parte, pela diminui¢do do wind-up.
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-5,8 mm

FIGURA 14: Esquema de dois cortes do tronco cerebral no plano frontal, mostrando a
localizagio dos sitios de injegdo de MK-801, isémero de MK-801 e CGS19755, no subnucleo
caudal. As areas em azul, correspondem aos limites dos sitios de inje¢dio identificados
histologicamente em microscopio Optico e mapeados nestes planos estabelecidos por PAXINOS
& WATSON (1986). Cu: fasciculo cuneiforme. Gr: fasciculo Gracil. sel: nicleo do trato
solitario. Pi: pirdmide. 12: ndcleo do nervo hipoglosso. Amb: nucleo ambiguo. SpSC:
subnticleo caudal do nucleo do trato espinhal do trigémeo. SpS: trato espinhal do nervo
trigémeo.
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Efeito da injecdo de CGS19755 no subnucleo caudal, nas respostas dos

neurdnios do subnicleo oral

O efeito da inje¢do intranuclear do antagonista competitivo CGS19755
sobre o wind-up e sobre a resposta basal dos neurénios do Sp50, comprovou o
efeito mespecifico do antagonista ndo-competitivo MK-801.

A mnjecdo intranuclear de Spg (volume = 0,5ul) de CGS19755 provocou
uma diminui¢fo significativa do wind-up nos periodos de 5 e 10 minutos apds a
injecao (FIGURA 15). Ambos os antagonistas de NMDA, provocaram uma inibicdo
maxima do wind-up 10 minutos ap6s a inje¢do. Contudo, em rela¢do ao controle,

a mibigdo provocada pela injecdo de CGS19755 foi mais discreta que a provocada

pelo MK-801, ou seja 42 e 66% do controle, respectivamente (TABELA I1I).

Foi mportante constatar que, ao contrario do MK-801, a administragdo de
CGS19755 no subnucleo caudal ndo alterou significativamente o numero de PA
emitidos pela primeira estimulagdo (resposta basal). Este dado reforga a hipdtese
da inibigdo da resposta basal dos neurénios do Sp350 ter sido resultado das
caracteristicas farmacologicas do MK-8Q1. Vale ressaltar, o controle histolégico
mostrou que os sitios de injecdo do MK-801 e do CGS19755, foram coincidentes

(FIGURA 14).
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FIGURA 15: Efeito da inje¢fo no subntcleo candal de Spg de CGS19755 na resposta basal e no
wind-up dos neurdnios do subnicleo oral. Os valores estdo representados em percentagem do
controle. *: valores significativamente diferentes do controle (ANOVA, p<0,05). Note que a
injecdo de CGS19755 diminuiu o wind-up sem alterar significativamente a resposta basal das
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Efeito da injecio intranuclear de MK-801 na resposta dos neuronios do
subniicleo oral

Neste experimento foi registrada a atividade de nove neurdnios do Sp50
apos a injecdo, neste subntcleo, de 0,5ug (volume = 0,5ul) de MK-801. Dentre os
nove neurdnios, apenas as respostas emitidas por quatro deies;foram consideradas.
A tesposta registrada de cinco neurGnios apresentaram uma diminuigdo da
amplhitude dos PA apés a injegdo, que impossibilitou a integragdo do sinal.

Apesar das dificuldades técnicas deste protocolo experimental, foi
observado em quatro neurdnios do Sp5O que a administragio intranuclear de

0,5ug de MK-801 ndo provoca nenhum efeito no wind-up desencadeado por 30

estimulacdo a 0,66 Hz (TABELA IV), contudo este resultado necessita de
confirmacéo, utilizando-se a técnica de deposigdo iontoforética de antagonistas de
receptor de NMDA.

Vale ressaltar que a inje¢do intranuclear de 5ul de solugdo fisiologica ndo
alterou a amplitude dos PA registrados em trés neurénios no Sp50.

A diminuigdo da amplitude do PA apos a inje¢do mtranuclear de 5ug de
MK-801 pode ser explicada por dois fatores: i) O MK-801 pode ter aumentado a
resisténcia elétrica do meio intersticial, diminuindo a diferenca-de-potencial entre
a membrana e o microeletrodo. ii) uma agdo neurotdxica do MK-801 pode ter
alterado o fluxo de Na* e K™ através da membrana, diminuindo a amplitude dos

PA do neurdnio.
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TABELA 1L Efeito de inje¢des no subniicleo caudal (SpSC) ou no subnucleo oral
(Sp50) de antagonistas de NMDA, no wind-up observado entre as laténcias de 30
e 150 ms e desencadeado por 30 estimulag¢des a 0,66Hz.

TEMPO APOS INJECAO (MINUTOS)

SpiC Controle 5 10 25 60
MEKS01(0,50ug)
N° de cétulas 12 12 12 12 9
Meédia 43718 253,08 147,25% 233,50% 294.22
pP 73,88 46,20 29.95 68.71 58,38
MKS801(0,2549)
N de células 8 8 8 8
Média 382,10 312.12 290,12 328,37
DP 67.30 9305 67,99 91,13
isdmero MK801
N® de células 6 6 6 6 6
Meédia 533.32 541,00 535,33 510,33 520,50
DP 93,57 87.89 93,04 $8.06 96,76
CGS19755 (0,50pg)
NY de células 10 10 10 10 9
Média 409.78 291,40‘ 238,30' 302,40 394 30
Dp 56,81 47,96 37.83 53 41 56.67
Sp30
MKS801(0,50pg)
N° de células 4 4 4 4 4
Média 311,73 298.20 277.60 256,60 308,00
DP 54.62 68.15 37.12 66.51 35,80

*: valores significativamente diferentes do controle (ANOVA, p< 0,05).
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TABELA 1V. Efeito de inje¢des no subntcleo caudal (Sp5C) ou no subnucleo oral
(Sp50) de antagonistas de NMDA, no numero de potenciais-de-a¢do emitidos
apos a primeira estimulagio

TEMPO APOS INJECAO (MINUTOS)

Sp5C Controle 5 10 25 60
MK801(0,50¢)
NY de células 12 12 12 12 9
Média 5,54 1,00* 0,50% 0.67* 1,33*
DP 0,97 0,42 0,27 031 0,32
MKS801(0,25ug)
N’ de células 8 8 8 8
Média 7.47 8.12 3,75 5,62
DP 1.91 2.63 1.60 1.38
isdmero MKS801
N° de células 6 6 6 6 6
Média 5,50 5,50 5,83 5,33 6,00
DP 0,90 0.96 1.07 1,10 1.27
CGS19758 (0,506g)
N° de células 10 10 10 10 9
Meédia 5,80 6,00 6,30 6,00 6. 10
DP 0,93 1.08 1.08 0,87 0.97
Sp50
MK-801(0,50ug)
NY de células 4 4 4 4 4
Meédia .3 7,40 5.50 5.85 T T7.00
DP 1.23 1,11 0,98 0,84 203

*: valores significativamente diferentes do controle (ANQVA, p<0,05).
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FIGURA 16: Exemplo do efeito da injegio no subnicleo caudal de 0.25ug de MK-801, na
resposta de em um unico neurdnio do subntcleo oral. O efeito maximo foi observado 10
minutos apos a injegdo. Acima, os histogramas mostram as somatorias dos potenciais-de-agdo
(PSH) emitidos no intervalo entre 50 a 150 ms de laténcia, em resposta a 16 estimulacdes
repetitivas (0,66 Hz). Abaixo, as curvas que representam a variagao do nimero de potenciais-
de-agao emitidos durante a seqiiéncia de estimulagdes, mostram uma diminuicio discreta do
wind-up e uma evidente diminui¢do da resposta basal.
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FIGURA 17: A figura mostra um registro tipico do efeito da injegdo, no subniicleo caudal, de
0,5ug de MK-801 na resposta de um tnico neurdnio do subnticleo oral. O efeito maximo foi
observado 10 minutos apoés a injegfo. Acima, os histogramas mostram as somatorias dos
potenciais-de-a¢do (PSH) emitidos no intervalo entre 50 a 150 ms de laténcia, em resposta a
16 estimulagdes a 0,66 Hz. Abaixo, as curvas que representam a variacio do numero de
potenciais-de-agéo emitidos durante a sequéncia de cstlmulagoes mostram claramente a

diminuicdo do wind-up e da resposta basal.
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FIGURA 18 : A figura mostra um registro tipico do efeito da inje¢@o no subnicleo caudal de de
Sug de CGS19755, na resposta de um unico neurénio do subnucleo oral. O efeito maximo fot
observado 10 minutos apds a injeco. Acima, 0s histogramas mostram as somatérias dos
potenciais-de-a¢8o (PSH) emitidos no intervalo entre 50 a 150 ms de laténcia, em resposta a
16 estimulagles a 0,66 Hz. Abaixo, as curvas que representam a variagdo do numero de
potenciais-de-a¢3o emitidos durante a seqiéncia de estimulagdes, mostram que houve uma
diminui¢Zo apenas do wind-up apds a administragio de CGS19755



V. DISCUSSAO

O Sp50 ¢ uma estrutura do complexo trigeminal pouco estudada quanto ao
seu envolvimento na modulagdo da dor orofacial, embora ela participe diretamente
da transmissdo da sensibilidade dolorosa pela via trigeminal (DALLEL ET AL., 1990
RABOISSON ET AL., 1991).

Em primeiro lugar, nossos resultados evidenciaram claramente que oS
neurénios do Sp50 exibem o fendmeno do wind-up. Além disso, suas
caracteristicas eletrofisiologicas foram semelhantes as descritas para os neurdnios

nociceptivos do corno dorsal da medula espinhal e do Sp5C, que participam na

modulagdo da sensibilidade da dor (JEFTINUA & URBAN, 1994 ; DAVIES & LODGE,
1987 ; WOOLF & THOMPSON, 1991 ; CHAPMAN ET AL, 1994). Tais caracteristicas
podem serem exemplificadas pelas seguintes observagdes por nos realizadas: i) A
freqiiéncia de estimulagdo foi um fator determinante para a indugdo do wind-up.
Ou seja, os neurbnios do SpSO apresentaram wind-up caracteristico apenas
quando estimulados com uma freqiiéncia de 0,7 Hz, ao passo que estimulagdes a
0,1 e 0,2 Hz provocavam variagdes na descarga de potenciais de agdo
semelhantes as observadas nas respostas basais (TABELAS I e II). i) A ocorréncia
do wind-up foi observada até a 15" estimulagdo, apos o que, verificou-se um platd
durante as 12 estimulagdes seguintes (FIGURA 11). iii) Tais fendmenos foram
claramente observados em respostas com laténcias tipicas de fibras C (FIGURA 7).
iv) O fendmeno da pos-descarga pdde ser claramente distinguido das outras
respostas eletrofisiologicas nos neurdnios do Sp30. De fato, enquanto o wind-up
correspondeu ao aumento do nimero de PA que ocorram apos laténcias entre
30 e 150 ms, a pos-descarga foi observada apenas apos periodos de laténcia bem

maiores, entre 150 e 1500 ms (FIGURA 7).
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Assim, considerando o fato dos neur6nios do Sp50 expressarem um wind-up
semelhante ao observado nos neurdnios da medula espinhal e do Sp5C, parece-

nos perfeitamente justificada a sua classificagio como neurdnios convergentes

(DAVIES & LODGE, 1987 ; XU ET AL., 1995).

Nossos experimentos também mostraram que a resposta nociceptiva dos
neurdnios convergentes do Sp5O ¢ inibida pela aplicag@o sistémica de MK-801,
um antagonista ndo competitivo de receptores de NMDA. De acordo com 08
resultados de varios autores , os receptores de NMDA estdo envolvidos
principalmente nos mecanismos centrais das hiperalgesias, sobretudo naquelas
decorrentes da inflamagfo do tecido periférico ou desencadeadas por estimulos
dolorosos de longa duragdio (CODERRE E MELZACK, 1991 ; MURRAY ET AL, 1991 ;
MIELLEM-JOLY ET AL., 1992 ; NEUGEBAUER ET AL., 1993b . CODERRE ET AL.,
1994 ; EISENBERG ET AL., 1995 ; CARLTON ET AL., 1995). Tem sido também
atribuido ao receptor de NMDA um papel fundamental no wind-up, ou seja, a
ocorréncia deste fendmeno parece estar relacionada com ativagdo dos receptores
de glutamato tipo NMDA (DaviEs & LoDIE, 1987 : DICKENSON & SULLIVAN,
1990 ; THOMPSON ET AL., 1990 ). Muitos autores tém demonstrado que
antagomistas competitivos e ndo-competitivos de receptores de NMDA inibem o
wind-up registrado em células nervosas da medula espinhal (DICKENSON &
SULLIVAN, 1990 ; DICKENSON & AYDAR, 1991 ; XU ET AL., 1995 ; WOOLF &
THOMPSON, 1991). Os resuitados apresentados no presente trabalho estdo de
acordo com a liteératura‘ Mas, além disso, nossos resultados evidenciaram que a
acdo do MK-801 ¢ mais eficaz na diminuigdo do wind-up dos neurdnios do
Sp50 quando 0011§parada com aquela relatada nos neurdnios da medula espinhal
por outros autores:(HALEY ET AL., 1990 ; WOOLF & THOMPSON, 1991 ; XUET AL,
1992). De fato, as doses de 0,05 ¢ 0,15 mg/kg de MK-801 por nés administradas
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(1.v.), que levaram a um decréscimo acentuado do wind-up, ndo sdo suficientes
para alterarem significativamente as respostas nociceptivas das células do como
dorsal da medula espinhal. Segundo a literatura (HALEY ET AL., 1990 ; WOOLF &
THOMPSON, 1991 ; XUET AL., 1992) para se obter efeitos semelhantes aos por nés
observados, sdo necessarias doses bem maiores do mesmo antagonista, tal como
0,5 mg/kg (XU ET AL., 1992). Da mesma forma, doses de quetamina, um outro
antagonista ndo-competitivo de NMDA, equivalentes as empregadas neste
trabalho, nfo sfo capazes de provocar uma inibigdo do wind-up dos neurénios
espinhais 1gual a aqui obtida nos neurdnios do Sp30.

Além disso, os resultados aqui relatados mostraram que 1mg/kg de MK-801

reduziu a resposta nociceptiva dos neurdmios do Sp50 a valores bem proximos da
resposta basal destes neurdnios (FIGURA 8). E interessante observar que doses
proporcionais deste antagonista, ndo sdo suficientes para imbir totalmente o wind-
up observado nos neurdnios da medula espinhal. Contudo, resultados semelhantes
aos nossos foram obtidos em estudos com teste da formalina, por HALEY ET AL,
(1990). Estes autores demonstraram que a segunda fase da resposta a formalina
pdde ser totalmente mibida por mjecdes mtravenosa de 1,0 mgkg de MK-801.
Vale lembrar que os mecanismos envolvidos na segunda fase da resposta a
formalina tem sido comparado com os mecanismos envolvidos no fenémeno do
wind-up, sobretudo pelo fato de ambos serem dependentes dos receptores de
NMDA (CHAPMAN & DICKENSON, 1994). |

Neste momento cabe considerar que varios fatores, combinados ou nio,
podem explicar os altos niveis de inibigdo do wind-up por nds observados:

i) O grau de estimulagdo parece ter influenciado no nivel de inibigho
provocado pelo MK-801. Isto pode se dever ao fato dos antagonistas ndo-

competitivos de NMDA que se ligam a um sitio do canal ibnico acoplado ao
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receptor, como 0 MK-801, serem mais eficazes quanto maior for a estimulagio do
neurdnio. (MORI & MISHIMA, 1995 ; SCATTON, 1993 ; EDMONDS ET AL., 1995).
Assim, quanto maior for a estimulagio do neurdnio e, consequentemente, quanto
maior for a liberagdo de glutamato, maior sera a ativagfio dos canais iBnicos
acoplados aos receptores de NMDA, favorecendo seu bloqueio pelo MK-801.
Corroborando esta hipétese, foi demonstrado que, para um mesmo grau de
estimulagdo, o MK-801 promove inibigdo maior do wind-up quando comparada
aquela produzida pelo CPP , um antagonista competitivo de receptor de NMDA
(WOOLF & THOMPSON, 1991).

ii) Também devem ser consideradas as diferentes condigdes anestésicas dos
animais empregados nos varios estudos referidos na literatura. O halotano, por
exemplo, parece ndo alterar a sensibilidade dos neurdnios aos antagonistas nio-
competitivos de NMDA (RICHARDS & SMAIJE, 1976), ao passo que potencializa o
efeito de alguns antagonistas competitivos como 0 CGS19755 (MCFARLANE ET AL.,
1995). Por outro lado, foi demonstrado que varios outros anestésicos interferem

com os receptores de glutamato potencializando a ag¢fo de seus antagonistas

(GUILBAUD ET AL., 1981 ; DALO & LARSON, 1990 : RADHAKRISHNAN & HENRY,
1993). Assim, o emprego do halotano em nossos experimentos reforga a evidéncia
da agfo imbitéria do MK-801, aplicado sistemicamente, sobre a atividade
eletrofisiologica dos neurdnios nociceptivos do Sp50.
ifi) Por wltimo, os resultados obtidos com a administracio sistémica do MK-
801 podem também ser explicados, pelo menos em parte, por uma agdo
inespecifica deste antagonista. Neste sentido, ¢ importante ressaltar que a
resposta basal por nés considerada neste trabalho e por varios outros autores
(DICKENSON & SULLIVAN, 1990 ; CHAPMAN & DICKENSON, 1992 : CHAPMAN ET

AL., 1994) ¢ equivalente ao niimero de PA emitidos apés a primeira estimulagio.
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Entretanto, vdrios pesquisadores tém observado que a resposta inicial dos
neurdnios € muito variavel, o que dificulta, ou mesmo inviabiliza sua andlise
estatistica (DAVIES & LODGE, 1987 ; THOMPSON ET AL., 1990 ; BUDAI, 1994
JEFTINJA & URBAN, 1994). Assim sendo, um efeito mespecifico da administragio
sistémica do MK-801, diminuindo a resposta basal destes neurdnios, poderia ndo
Ter sido evidenciado apenas pela primeira resposta, afetando assim o calculo do
wind-up ( CHAPMAN & DICKENSON, 1992 ; CHAPMAN ET AL., 1994),

Amda com relagdo a administragdo sistémica de MK-801, pdde ser
observado neste trabalho, que seu efeito imbitorio sobre a pés-descarga e o wind-

up ndo ocorreu no mesmo intervalo de tempo (FIGURA 10). O MK-801 provocou

uma 1mibigdo sigmficativa sobre o wind-up dos neurdnios do Sp50 dentro do
periodo de 15 - 50 minutos apds a injegdo, ao passo que, na pos-descarga o efeito
mnibitério ocorreu apenas 35 minutos apds a sua administragdo. Apesar de
diversos autores ndo reconhecerem diferengas nos mecanismos indutores destes
dois fendmenos (DICKENSON & AYDER, 1991 ; WOOLF & THOMPSON, 1991), os
dados por nds obtidos revelaram que os mesmos devem possuir caracteristicas
diferentes pelas seguintes razdes: i) enquanto o wind-up ocorreu dentro de um
mtervalo de aproximadamente 100 ms, a pds-descarga se estendeu por um periodo
superior a 1000 ms. ii) dentre os onze neurbnios identificados no Sp50 que
exibiram wind-up, apenas quatro apresentaram poés-descarga, evidenciando que
este ultimo se manifesta mais raramente. i} além de uma diferen¢a na afinidade
ao MK-801, como descrito acima, o fato da pos-descarga ocorrer apenas apos a
quinta estimulagdo, pode significar que este fendmeno ¢ menos sensivel ao
glutamato, se comparado ao wind-up.

A considerag@o destas razdes e dos dados da literatura sobre o wind-up ¢ a

pos-descarga, nos permite formular a hipétese de que diferentes subtipos de
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receptores de NMDA estejam envolvidos nestes dois fendmenos. De fato,

diversos trabalhos tém demonstrado que os subtipos heteroméricos de receptor de
NMDA, NRI/NRZA e NR1/NR2B, estdo associados a canais i6nicos com tempo
de fechamento entre 100 e 400 ms (MORI & MISHIMA, 1995) e sio encontrados
em grandes quantidades na medula espinhal e nos nucleos trigeminais
(COGGESHALL & CARLTON, 1997, ¢ DOHRN & BEITZ, 1994 ; PETRALIA ET AL.
1994 a ). Mais ainda, sdo muito sensiveis ao glutamato e possuem grande
afinidade com o MK-801 (SCATTON, 1993 ; EDMONDS ET AL, 1995). Em
contrapartida, os subtipos NR1/NR2C e NR1/NR2D possuem canais i6nicos com
tempo de fechamento bem maior, entre 400 ¢ 5000 ms (MORI & MISHIMA, 1995) e
sdo encontrados em menores quantidades tanto na medula espinhal quanto no
nucleo espinhal do trigémeo (COGGESHALL & CARLTON, 1997). Estes sdo menos
sensiveis ao glutamato e possuem uma menor afinidade ao MK-801, quando
comparados com 0s demais subtipos (SCATTON, 1993 ; EDMONDS ET AL., 1995).
Assim, € possivel que o wind-up e a pés-descarga estejam relacionados, pelo

menos em parte, com os receptores heteroméricos de NMDA que possuam as

subunidades NR2A ¢ NR2B, NR2C ¢ NR2D, respectivamente.

A exibigdo do wind-up e da pds-descarga pelos neurdnios nociceptivos do
Sp50, aqui demonstradas, parecem confirmar também a hipétese de que porgdes
mais rostrais do nucleo espinhal do trigémeo participam na transmissdo de
informagdes nociceptivas orofaciais relacionadas com os processos de
sensibilizagdo central (CLAVELOUET AL., 1989 ; CADET ET AL., 1993 ; RABOISSON
ET AL, 1991; TORNECK ET AL., 1996). Contudo, devemos considerar que a
supressao total ou parcial destas respostas neuronais no Sp50, por antagonistas de
NMDA, ndo significa necessariamente que a ativagio destes receptores ocorra nas

mesmas células onde as respostas foram registradas. De fato, ¢ atribuido
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principalmente ao subnucleo caudal (Sp5C), mais precisamente as células
encontradas em sua camada gelatinosa, o papel modulatério da dor orofacial,
sobretudo por sua semelhanga anatémica e funcional com o corno dorsal da
medula espinhal (SESSLE, 1987 ; HU, 1990 ; CAHUSAC ET AL., 1990 : MATHISEN ET
AL., 1995). Por exemplo, foi demonstrado que lesdes no Sp5C diminuem
sobremaneira a sensagdo de dor orofacial em humanos (YOUNG, 1982 ; GRAHAM
ET AL., 1988).

De fato, a diminuigdo do wind-up dos neurbnios do SP50 apo6s a injegio
infranuclear de antagonistas de NMDA no Sp5C, comprovou o papel deste

subnucleo na modulag@o das respostas nociceptivas orofaciais (FIGURAS 11 e 14).

O controle do SpSC sobre a atividade nociceptiva dos neurdnios do Sp50 foi
igualmente demonstrada por outros autores apds a aplicacdo intranuclear de
opidides (UJIHARA ET AL., 1987).

Entretanto, um efeito interessante por nds observado, foi a diminui¢fo
mnusitada da resposta basal dos neurénios do Sp50 apéds a injegdo de 0,5 ng de
MK-801 no mterior do Sp5C (FIGURA 17). Contrariamente, varios autores tém
demonstrado que o limiar e a resposta basal dos neurénios nociceptivos ndo sdo
sigmficativamente alterados pela administragdo de varias classes de antagonistas
de receptores de NMDA (DAVIES & LODGE, 1987 ; THOMPSON ET AL., 1990 :
JEFTINJA & URBAN, 1994 ; ARENTD-NIELSEN ET. AL., 1995 ; GERBER ET AL.,
1991 ; DOUGHERTY ET AL., 1992 ; NEUGEBAUER ET AL., 1993b ; CODERRE & VAN
EMPEL, 1994 ; EISENBERG ET AL., 1995). E curioso notar que a inibicdo das
respostas neuronais do Sp50 apods a injegdo de MK-801 no Sp5C, foi semelhante
aos efeitos produzidos nos neurénios do corno dorsal da medula espinhal apos
administragdo de dexamedetomidina e dextrometorfan. Sendo o primeiro um

agonista seletivo de adrenoceptor o, ¢ o segundo um potente analgésico, que
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iibem fortemente a resposta basal ¢ o wind-up dos neurdnios nociceptivos
(SULLIVAN ET AL., 1992 ; DICKENSON ET AL., 1991).

E plausivel, portanto, considerar os seguintes fatores como provavelmente
envolvidos na redugfio da resposta basal registrada neste trabalho:

i) Efeito téxico do MK-801: apesar de pouco provavel, ndo podemos
descartar a possibilidade de um efeito toxico deste antagonista ter colaborado na
diminuigdo da resposta basal dos neur6nios do Sp50. Esta suposi¢do procede do
fato das respostas neuronais terem sido registradas distante do local da injegfo da
droga. Realmente, tem sido demonstrado que a administragdo sistémica de altas
doses de antagonistas ndo-competitivos de receptores de NMDA (5Smg/kg) pode
provocar vacuolizagdes ou mesmo a morte dos neurbnios na cértex cerebral
(MCDONALD ET AL., 1989 OLNEY ET AL., 1991 ; FIXET AL., 1993).

i) Efeito inespecifico do MK-801: apesar dos antagonistas ndo-
competitivos dos receptores de NMDA produzirem uma inibi¢do acentuada no
wind-up dos neurdnios nociceptivos, alguns trabalhos tém demonstrado que estes

antagonistas podem produzir um efeito inibitorio na resposta basal destes

neurénios (DAVIES & LoODGE , 1987). GHORPADE & ADVOKAT (1993)
demonstraram que administragdo sistémica ou intratecal de quetamina aumenta
significativamente a laténcia ao teste do “tail-flick”, tanto em animais intactos
quanto nos sensibilizados pela se¢do da medula. Também foi demonstrado que a
memantina, altera a resposta basal em ratos com hiperalgesia térmica e mecanica
devido a presenca de neuropatia periférica (EISENBERG ET AL., 1995 ; CARLTON &
HARGETT, 1995). Além disso, WOOLF & THOMPSON, (1991), empregando doses
elevadas de MK-801 (mais que Imgkg) e CPP (Smgkg), administradas
sistemicamente, observaram, além de uma acentuada inibicdo do wind-up e uma

diminuicdo significativa da resposta basal. Finalmente, resultados analogos aos



nossos foram obtidos por HALEY ET AL. (1990) e CODERRE & VAN EMPEL,
(1994), os quais observaram uma inibi¢do da primeira fase do teste da formalina
com doses elevadas de MK-801. Vale ressaltar que apenas a segunda fase do teste
da formalina ¢ considerada dependente de receptores de NMDA (MURRAY ET
AL., 1991 ; MJELLEM-JOLY ET AL., 1992 ; CODERRE & MELZACK, 1992 a ; b).

Assim, com base no exposto acima, é muito provavel que a diminui¢do da
resposta basal dos neurdnios do subniicleo oral, apds a administragdo de MK-801,
seja devido principalmente a um efeito inespecifico deste antagonista.

iti) Via de administracdo: considerando-se o fato da administracdo

sisttmica de MK-801 nfo ter provocado diminuigdo da resposta basal dos

neuronios do SP50O, em contraposicio a0 observado apés a sua administragio
intranuclear no Sp5C, podemos supor que esta Gltima via € mais especifica para a
indugdo do efeito produzido pelo MK-801. De fato, a administra¢io sistémica
distribui a droga por todo tecido nervoso, especialmente para as regides mais
irrigadas. Assim, os receptores de NMDA encontrados nas camadas IV ¢ V
podem ser bloqueados mais facilmente que os receptores da estreita camada
gelatinosa, o que ndo acontece com a administragdo intranuclear, Contudo, ndo
podemos deixar de considerar que a administragdo sistémica de doses mais
elevadas de MK-801 possa resultar em uma diminui¢do significativa da resposta
nociceptiva basal dos neurdnios do Sp50.

iv) Especificidade do subnicleo caudal: apesar de ndo constarem na
literatura dados suficientes demonstrando que os neurémios do Sp5C tenham

propriedades nociceptivas diferentes dos neurénios do corno dorsal da medula,

alguns poucos dados apontam para uma possivel diferenciagio destas duas
estruturas do ponto de vista farmacoldgico. Por exemplo, em lhumanos, tem sido

demonstrado que o agonista de receptores GABAg (BACOFLEN) é mais eficaz na
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nevralgia do nervo trigémeo que nas outras nevralgias (FROMM ET AL., 1984 ;
HUGHERS, 1993 ; MISGELD ET AL., 1995). Analogamente aos nossos resultados,
EISENBERG ET AL. (1993) observaram que a administragfo sistémica de doses

baixas de memantina (2,5 mg/kg) inibiram significativamente as duas fases da
resposta mduzida pela inje¢do de formalina na face. Estes autores demonstraram
ainda, que a administragdo de doses elevadas deste antagonista ndo competitivo de
NMDA (20 mg/kg), ocorria um bloqueio completo de ambas as fases da resposta
a injecdo de formalina na face. Ndo obstante os efeitos inespecificos da
memantina e do MK-S()}, os altos niveis de imbigdo das respostas nociceptivas
orofaciais alcangados pela administragdo de antagonistas ndo-competitivos de
NMDA, sugerem que o nicleo espinhal do trigémeo difere do como dorsal da
medula espinhal, pelo menos do ponto de vista farmacoldgico.

Ainda com relagdo a administragdo de antagonistas de NMDA no Sp5C, os
resultados deste trabalho mostraram que a injegdo intranuclear de CGS19755
provocou uma inibigdo significativa do wind-up dos neurénios do Sp50 sem que

houvesse, contudo, alteragdes na resposta basal destes neurdnios (FIGURAS 15 e

18). Este resultado estd de acordo com a maioria dos autores, os quais ndo
constataram diminuicdo da resposta basal dos neurbnios nociceptivos apds
administragdo de diferentes antagonistas de receptores de NMDA (JEFTINJA &
URBAN, 1994 . ARENTD-NIELSEN ET. AL., 1995 ; GERBER ET AL., 1991
DOUGHERTY ET AL., 1992 ; NEUGEBAUER ET AL., 1993b ; CODERRE & VAN
EMPEL, 1994 ; EISENBERG ET AL., 1995). O CGS19755, um antagonista
competitivo de receptor de NMDA tem sido considerado de alta especificidade
(JEZIORSKI ET AL., 1994 ; MC FARLANE ET AL., 1995). Entretanto, alguns autores
mostraram serem necessarias doses até 100 vezes maior de CGS19755 para se

obter efeitos similares aos provocados pelo MK-801 (JEZIORSKI ET AL., 1994).
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Deste modo, similarmente ao efeito observado apds administragio sistémica de
fracas doses do MK-801, a inibigdo do wind-up no Sp50 ap6s a inje¢do de
CGS19755 no Sp5C, comprova mais uma vez a grande sensibilidade dos
neurénios nociceptivos do Sp50 aos antagonistas de receptor de NMDA.

Por outro lado, independentemente da sensibilidade dos neurénios do Sp50
aos antagonistas de NMDA, os resultados deste trabalho mostraram que o wind-
up registrado no Sp50 ¢, em grande parte, dependente da atividade dos receptores
de NMDA situados nos neurénios do Sp5C. A auséncia (TALLAKSEN-GREENE ET
AL, 1992) ou talvez a pequena densidade (PETRALIA ET AL., 1994) destes

receptores no Sp50, sugere que a camada gelatinosa do SpSC (laminas I e II), a

qual € rica em receptores de NMDA (PETRALIA ET AL, 1994 a: DOHRN & BEITZ,
1994 ; AMBALAVANAR & MORRIS, 1992), seja o sitio de produg¢do do wind-up
observado nos neurénios do Sp50.

E importante ressaltar que o Sp50 é desprovido da camada gelatinosa e
provavelmente ndo possui terminagSes primarias de fibras C (AMBALAVANAR &
MORRIS, 1992), o que diminmu a probabilidade do wind-up observado ter sido
origmado no proprio Sp50. De certa forma, a auséncia ou talvez a baixa
densidade de receptores de NMDA no Sp50, associados ao fendmeno do wind-
up, pode ser evidenciada pelos resultados obtidos neste trabalho, com a injegio
intranuclear de MK-801 no Sp50, a qual nfo provocou inibi¢do do wind-up de
seus neurdmos (TABELA III). Contudo, consideramos que este dado necessite de
confirmagdo utilizando-se outras técnicas de administragdo da droga, tal como a

sua aplicagdo 1ontoforética no Sp50.

Na década de setenta, DUBNER ET AL, (1978) demonstraram a existéncia de
uma facilitagdo das respostas dos neurbnios do Sp50 apds a estimulagdes

mecanicas branda aplicadas nos neurdnios do Sp5C. Vale dizer que a idéia de um
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controle do Sp5C sobre a atividade neuronal do Sp50 fora sugerida por SESSLE &
GREENWOOD, (1976), porém n3o havia sido demonstrada.

Um dos principais fatores que ddo sustentacdo a esta hipotese é a presenca
de uma grande quantidade de neurdnios de associagdo intranucleares, que
garantem a intercomunicagédo entre o Sp5C e o Sp5O demonstrada por diversos
autores (NASUTION & SHIGENAGA, 1987 ; JACQUIN ET AL., 1990). Estes neurdnios
ddo origem a fibras conhecidas como feixes profundos (deep bundles) os quais
transmitem para as porgdes rostrais do mniicleo espinhal as informagdes geradas
nos neurdénios do Sp5C, particularmente nas camadas IV e V (JACQUIN ET AL.,
1993). E interessante notar que a citoarquitetura do Sp50 é muito semelhante a
ldminas IV e V encontradas no Sp5C (PHELAND & FALLS, 1989 ; JACQUIN ET AL.,
1993). Isto pode significar que 0 Sp50 pode ser uma “continuagio” rostral das
camadas IV e V do Sp5C.

Sendo assim, podemos supor que o grau de convergéncia das informagdes
nociceptivas que chegam nos neurénios do Sp5O foi outro importante fator

responsavel pelos altos niveis de inibigdo do wind-up por nds registrado ap6s a

administragdo de antagonistas de NMDA. Isto ¢, uma vez que o subnucleo oral
ndo possul terminagdes de fibras C (AMBALAVANAR & MORRIS, 1992), as
mnformagdes nociceptivas transmitidas pelos neurdnios convergentes primarios,
chegariam inicialmente no subnicleo caudal. Estas informagdes fazem suas
primeiras sinapses na camada gelatinosa deste subnticleo, onde o wind-up €
gerado, ¢ entdo via camadas IV e V, partem em dire¢do do Sp50, por meio dos
feixes profundos (NASUTION & SHIGENAGA, 1987 ; JACQUIN ET AL., 1990 ;
JACQUIN ET AL., 1993). Isto significa que o wind-up registrado em um tnico
neurdnio do SpSO ¢ decorrente da ativagio de vérios neurdnios situados no Sp5C,

mas que convergem em dire¢do do Sp50 (FIGURA 3). Considerando que o wind-
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up registrado nas camadas profundas do micleo dorsal da medula é mais
susceptivel a a¢do de antagonistas de receptores de NMDA que os neurdnios das
camadas superficiais (DICKENSON & SULLIVAN, 1990), é provavel que a inibi¢do
maci¢a do wind-up registrada nos neurdnios do Sp50, seja reflexo da inibi¢do de
um numero maior de neurdénios convergentes situados no Sp5C.

Recentemente, resultados semelhantes aos nossos foram obtidos por DALLEL
ET AL. (comunicagdo pessoal) demonstrando que a resposta nociceptiva dos
neurdnios do subniicleo oral ndo sdo afetadas por injegdes intranucleares de
opioides, porém, esta resposta € totalmente inibida quando morfina € administrada

no interior do Sp5C.

Enfim, com base nos resultados deste trabalho, podemos concluir que o
Sp50 apesar de participarem das transmissdes nociceptivas orofaciais, possui,
contudo, uma fun¢do modulatoria modesta. Por outro lado, a configuragfo da rede
neuronal do nicleo espinhal do trigémeo confere aos neurénios do Sp50 uma
convergéncia maior das mformagdes nociceptivas, quando comparada com a das
camadas profundas do comno dorsal da medula espinhal. Isto, de certa forma, pode
determmar algumas diferen¢as nas propriedades fisiologicas e farmacolégicas do

wind-up dos neurénios do Sp50 e consequentemente nas hiperalgesias orofaciais.



VI. RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo do trabalho fol caracterizar o wind-up das fibras C nos
neurdnios convergentes do subnicleo oral (Sp50) do nucleo espinhal do
trigmeo, bem como elucidar os mecanismos de controle envolvidos neste
fendmeno relacionado com as hiperalgesias orofaciais. Para isso foram
utilizados métodos eletrofisiologicos com a finalidade de registrar a atividade
unicelular de neurdnios nociceptivos convergentes do Sp50 ap6s estimulagdes
elétricas aplicadas nos campos receptivos destes neurdnios. Os estimulos
elétricos aplicados foram em forma de ondas retangulares, com intensidade trés

vezes o limiar das fibras C, 2 ms de duragfo e freqiiéncia igual a 0,66 Hz. A

participagdo dos receptores de NMDA na atividade dos neur6nios nociceptivos
do Sp50 foi analisada sob diferentes aspectos: i) apds administragdo sistémica
do antagonista ndo competitivo de receptores de NMDA, MK-801 (0,15
mg/kg). ii) apos inje¢do intranuclear no Sp50 de MK-801 (0,5ug). iii) apos
injecdes intranucleares no subnicleo caudal (Sp5C) de duas classes de
antagonista de receptores de NMDA: MK-801 e CGS19755, um antagonista
competitivo (0,5 pg e 20pg, respectivamente).
Os resultados demostraram que :

i) Os neurdnios nociceptivos convergentes do Sp50, exibem o fendmeno
do wind-up com caracteristicas muito semelhantes aos neurdnios
nociceptivos do corno dorsal da medula espinhal.

il) A administragdo sistémica de MK-801, inibe o wind-up e a pos-
descarga sem alterar significativamente (p<0,035) a resposta basal dos
neurdnios nociceptivos do SpSO.

i) Apenas a inje¢do intranuclear no Sp5C inibe o wind-up registrado

nos neuroénios do Sp50.
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Com base na analise dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

ii)

iii)

Provavelmente o fenémeno do wind-up exibido pelos neurdnios

convergentes do Sp50 ¢ originado na camada gelatinosa do Sp5C.
O Sp50, participa efetivamente das transmissdes das respostas
nociceptivas do complexo sensorial do trigémeo, contudo possui
propriedades modulatorias modestas.

Os neurdnios nociceptivos do Sp50, provavelmente por estarem
sujeitos a uma convergéncia maior que os neurdnios do Sp5C ou
os do corno dorsal da medula espinhal, parecem ser mais
fortemente susceptiveis a ag¢do de antagonistas de receptores de
NMDA quando comparado aos demais neurdnios nociceptivos.
Isto confere uma caracteristica fisiolégica e farmacologica

importante da dor orofacial.
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VIii. SUMMARY

The aim of this study was to characterize the C-fiber wind-up of the
convergent neurons I subnucleus oralis of the trigeminal sensory complex, as
well as to elucidate the control mechanisms involved in the phenomenon related
to the orofacial hiperalgesias. Unitary extracelular recordings were performed
on WDR oralis nociceptive neurons after electrical stimulation applied to their
receptive field. Electrical rectangular wave stimuli were applied (0.66 Hz) at the
3 times the threshold for C-fiber activation. The involvement of the NMDA
receptors in the responses of the oralis nociceptive neurons was evaluated under
different aspects: 1) C-fiber wind-up, ii) postdischarge, ii1) baseline response, 1v)
the role of the NMDA receptors in subnucleus caudalis, v) the role of the
NMDA receptors in subnucleus oralis, vi) the effect of the noncompetitive
NMDA receptor, MK-801 (dizocilpina), injection into subnucleus caudalis.

The results suggested that:

1) The convergent oralis nociceptive neurons exhibits a wind-up
phenomenon analogous to that described in the neurons of the dorsal
horn of the spinal cord, despite being devoid of NMDA receptors .

i) The systemic administration of MK-801, a noncompetitive NMDA
receptor, strongly inhibits the wind-up and the afterdischarge
without affecting significantly the baseline response of the oralis
nociceptive neurons.

i11) The microinjection of CGS19755, a competitive NMDA antagonist,

wihtin the subnucleus caudalis, inhibits the wind-up without affecting

the baseline response of the oralis nociceptive neurons. However, the
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microinjection of MK-801, at the same site, evoked a significant
decrease of the baseline response of the neurons studied.

1v) The microinjection of NMDA receptor antagonist within subnucleus

oralis, apparently did not modify the oralis nociceptive responses.

Based on the results obtained, it is concluded that:

1) The wind-up observed on convergents neurons of the subnucleus
oralis originates at the substantia gelatinosa of the subnucelus
caudalis,

11) Although the subnucleus oralis plays a role on the transmission of the
nociceptive responses of the trigeminal sensory complex and on C-
fiber wind-up, it possibly do not modulate orofacial pain.

11} The oralis nociceptive neurons appear to be analogous to the neurons
found in laminae V of subnucleus caudalis. However, they seem to be
much more related to the NMDA receptors than the others nociceptive

neurons of the trigeminal sensory complex or of the dorsal horn of

the spinal cord.
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