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1- Resumo:

O objetivo deste trabalho € desenvolver um modelo comportamental para estudar o
potencial terap€utico de diferentes drogas analgésicas e antiinflamatérias no controle da dor
inflamatéria proveniente da ATM, no qual, a quantificagio da resposta seja totalmente
independente da subjetividade do observador. O modelo proposto é o da incapacitagao
mastigatoria induzida pela administragdo do agente inflamatério, carragenina, na regizo da
ATM de ratos. Apos jejum de 12 h, NaCl 0,9 % (50 pl) ou diferentes concentracGes (50,
100, 300 ou 600pg/50ul) de carragenina, sera administrada na regifio da ATM de ratos e a
fun¢do mastigatoria serd avaliada através da quantificag@o da ingestdo de racfio 3 e 6 horas
apos a injeglio periarticular. Para verificar se o comprometimento da fungfio mastigatéria é
revertido ou reduzido por drogas analgésicas ou antiinflamatérias , a morfina (4mg/kg) ou
a dipirona (50mg/Kg) serd administrada via intraperitoneal 1 hora apds e a indometacina
(5,0mg/Kg) 30 min antes da injegdo periarticular de carragenina. Para verificar se o edema
por s1 s0 ¢ capaz de comprometer a fungfo mastigatdria, 2 mesma serd avaliada como
descrito anteriormente apos a administragfio periarticular de Dextrano (200ug/50ul), um
polissacarideo que promove a form_zu;?io de um edema ndo inflamatdrio. Para avaliagio dos

dados o teste t ou ANOVA acompanhada do teste de Dunnett ou de Dunn serd aplicado

quando apropriado (p<0,05).

2 — Introducao:

As condigdes dolorosas temporomandibulares representam uma importante entidade
clinica na Odontologia, estio associadas na maioria das vezes, a processos inflamatérios

agudos ou crbnicos, mas freqiientemente apresentam-se¢ refratarias aos tratamentos



existentes (HASS et al., 1992). Na verdade, pouco se conhece a respeito de como a dor
especialmente na regidio da ATM ¢ desencadeada ¢ menos ainda os mecanismos
envolvidos. Inevitavelmente, isso tem conduzido a decisdes terap@uticas incertas
principalmente no campo farmacologico. A dificuldade no avango desses conhecimentos se
deve principalmente a falta de modelos experimentais apropriados para o estudo dessas
condi¢des, de preferéncia modelos que permitam testar varios animais simultaneamente,
que discriminem diferentes tipos de drogas analgésicas e antiinflamatdrias e que permitam,
principalmente, a quantificacio da resposta dolorosa independentemente da subjetividade
do observador.

Atnalmente as condigdes dolorosas da ATM tem sido estudadas experimentalmente
apés a administragio de uma substincia irritante na ATM de ratos principalmente através
de métodos eletrofisioldgicos de registro da atividade dos neurdémios nociceptivos
trigeminais (BROTON et al.,, 19889; SESSLE et al., 1993; IWATA et al., 1999) ou da
atividade reflexa dos misculos da mastigacio (TAMBELI et al., 1997, BAKKE et al.,
1998; TSAI et al., 1999 ). A grande desvantagem dessas técnicas ¢ o fato de consumirem
muito tempo e de requererem a utilizagdo de muitos animais, devido as dificuldades
metodolégicas. Ao contrario dos métodos eletrofisiolégicos, o comportamental € o tnico
que permite uma analise resultante da integragio do sistema nervoso central como um todo,
portanto, o mais apropriado para testar o efeito terapéutico de drogas analgésicas.

O teste da formalina da ATM é um modelo comportamental onde ¢ agente irritante
formalina é administrado na regiio da ATM de ratos e as respostas comportamentais
nociceptivas caracterizadas pelo ato de cogar a regifio orofacial assimetricamente e levantar
rapidamente a cabega, sfio quantificadas (ROVERONI et al., 2000). Embora o modelo seja

de relevancia no estudo das condiges dolorosas da ATM a sua confiabilidade depende de
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um cuidadoso treimamento do observador. Vale a pena ressaltar que os modelos
experimentais disponiveis no momento permitem o estudo da dor espontinea também
chamada de “overt pain”, mas n#o o da dor inflamatdria também conhecida por hiperalgesia
(TATSUO et al., 1994). A dor inflamatéria € resultante da sintese de prostaglandinas e ¢ o
tipo de dor mais freqlientemente observada nas condigdes dolorosas da ATM.

T4 é conhecido na literatura que a dor mflamatéria promove um comprometimento
da fungdo normal da estrutura inflamada (WILLOUGHBY, 1988; TONUSSI &
FERRERIA, 1992). O fato de pacientes portadores de condigdes dolorosas da ATM
apresentarem ciclos mastigatérios com padrdes totalmente irregulares tém sido descrito no
meio cientifico ha mnitos anos atrds ( ATKISON et al., 1961). O aumento concomitante da
atividade eletromiogrifica dos miusculos elevadores e depressores da mandibula
desencadeado pela administracdo do agente inflamatério e estimulante de fibras C, éleo de
mostarda, na ATM de ratos (YU, et al. 1995} sugere que a dor articular tende a imobilizar
a mandibula ¢ a proteger a ATM nas condi¢des de injorna ou inflamagiio na regido
temporomandibular (HANNAM & SESSLE, 1994). Nesse contexto, propusemo-nos a
desenvolver um modelo comportamental de incapacitagdo mastigatéria, na ATM de ratos,
que permita estudar a dor inflamatéria proveniente da ATM ¢ o potencial terapéutico de
diferentes drogas analgésicas e antiinflamatorias no controle desse tipo de dor
independentemente da subjetividade do observador. Para o desenvolvimento do modelo

proposto o agente inflamatdrio, carragenina, sera administrado na ATM de ratos.



3 - Objetivos:

1 - Testar a hipdtese de que a hiperalgesia inflamatéria induzida pela administraciio de
carragenina na ATM de ratos compromete a funglio mastigatéria avaliada pelo grau de
ingestdo alimentar de ratos,

2 - No caso de comprovagio da hipotese anterior, desenvolver um modelo de incapacitagiio
mastigatdria através da administragfio de diferentes concentraces de carragenina na ATM
de ratos,

3 - Verificar se o comprometimento da func#o mastigatoria pode ser revertido ou reduzido
por drogas analgésicas e antitnflamatérias,

4 - Verificar se o edema por s1 86 & capaz de comprometer a funcio mastigatdria atraveés da
administraciio de dextrano na regido da ATM de ratos,

5 - Avaliar morfometricamente o infilirado inflamatorio nas areas periarticulares

4- Materiais e Métodos:

4.1 Animais :

Para a realizagBo deste trabalho serfiio utilizados ratos machos da raga Wistar,
pesando entre 250 ¢ 400 gramas (g), provenientes do Biotério da FOP-UNICAMP. Os
animais serdo mantidos em gaiolas plasticas (05 por gaiola) contendo maravalha , em
ambiente com controle de luminosidade (ciclos de claro/escuro de 12 horas) com
alimentagdo e agua, ad libitum. As sesses de testes serdo realizadas durante a fase clara
enfre 11:00hs. e 17:00hs em sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25°C.
Durante os testes os animais terfio acesso livre a agua. A experimentagiio animal seguira as
diretrizes propostas pelo Comité para Pesquisa ¢ Etica da Assoclagdo Internacional para

Estudo da Dor em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983).



4.2 Teste Comportamental :

Para a realizagZo do experimento serfio utilizadas gaiolas metalicas individuais onde
cada animal serd inicialmente mantido em jejum de 12 horas. Apéds esse periodo o animal
sera removido da gaiola e levemente anestesiado por inalagio de Halotano. Para
administracdo de drogas na ATM esquerda sera utilizada uma agulha calibre 30 conectada
a uma seringa de microlitro Hamilton (50ul) por um tubo de polietileno P50. A borda
poéstero-inferior do arco zigomatico serd palpada e a agulha inserida na porgdo inferior da
mesma, sendo avancada em direcio anterior até contatar a regido péstero-lateral do céndilo.
Uma hora apds a injegdio periarticular seré oferecido aos animais 50 gramas de ragfio
Nuvital (grios de ragfio solida na forma cilindrica pesando aproximadamente 10 g cada um)
por um periodo de duas horas. Apos esse periodo, a raglio sera retirada ¢ pesada para a
quantificacio da ingestdo alimentar nesse intervalo de tempo. Na seqiiéncia, a mesma
quantidade de ragdo serd novamente oferecida aos animais e retirada ¢ pesada trés horas
apdés para uma nova quantificacdo da ingestiio alimentar. A seguir, os animais serdo
novamente anestesiados por inalagfo de halotano e perfundidos com sofugdo salina (NaCl
0,9 %). A ATM esquerda dos animais tratados com diferentes concentragdes de carragenina
sera dissecada ¢ o tecido periarticular sera removido ¢ fixado em formalina 10%. Apés o
preparo dos cortes histolégicos (DRURY & WALLINGTON, 1967) os mesmos serio
corados com hematoxilina e eosina. O processo inflamatério induzido pela carragenina sera
avaliado morfometricamente através do equipamento KS 400, versio 2,0, Zeiss em termos
da intensidade de infiltrado inflamatdrio e a injecdo periarticular de salina sera utilizada
como controle,

4.3 Solucdes e drogas utilizadas:




Salina (NaCl 0,9 %), Carragemina (50, 100, 300 ou 600pg, Marine Colloids),
Dextrano (200ng, Sigma), Sulfato de Morfina (4 mg/Kg, Merck), Dipirona (50mg/Kg,

Hoechst), Indometacina ( 5Smg/Kg, Merck). As drogas serfio dissolvidas em salina, exceto a

indometacina que seré dissolvida em Tris (Tri-hidroximetil amino metano dissolvido em
dgua destilada, pH 8,0).

4.4 Grupos experimentais :

Para a realizagio do experimento os animais serdo divididos aleatoriamente em
grupos experimentais constituidos por 6 animais. Os diferentes tratamentos farmacologicos
serdo aplicados na regiio da ATM dos ratos num volume final de 50ul. Os animais serdo
submetidos a injecdo periarticular (ATM esquerda) de 50 pl de salina (GRUPO I) ou
diferentes concentra¢bes de carragenina (50pg, GRUPO I0; 100pg, GRUPO II; 300ug,
GRUPO 1V; 600pg, GRUPO V) ou ainda de dextrano (200ug, GRUPOVI). Apos a
administra¢io periarticular, o animal serd recolocado nas gaiolas individuais e a fungdo
mastigatoria serd avaliada pela quantidade de ragfio ingerida como descrito anteriormente.
A segnir a morfina (4 mg/Kg, GRUPO VII), a dipirona (50mg/Kg, GRUPO VIII) ou a
salina (GRUPO IX) serid administrada intraperitonealmente num volume de 10ml/Kg, 1
hora apos a administragfo periarticular de carragenina na mais baixa concentra¢do capaz de
promover uma ingestdo alimentar estatisticamente diferente da observada nos animais que
receberiio salina na regiio da ATM. A indometacina (5,0mg/Kg, GRUPO X) ou seu
veiculo, Tris (GRUPO XI), serd administrada pela mesma via, mas 30 min. antes da
administraco periarticular de carragenina.

4.5. Analise Estatistica:




Qs dados obtidos serfic analisados empregando-se o teste § on ANDVA
acomrpanhada do teste de Dunnett ou de Dunn guando apropriadoe. Valores de p<i0,05 serfio

indicativos de significhneis estatistica.

- Resultados ¢ Conclusio:

Efeito da adminstrag8o de carragening,
dextrano ou salina na ATM de ratos.

Ingestdo alimantar (g}

Pelo grafico acima observa-se que as substineias Salina, Dextrano o Carragenina
SOng/25ul, quando injetadas na ATM nflo mostraram diferenca estafistica significativa

entre si, no entante quando comparadas ds diferentes concentracBes  de carragenina

variando entre 00 ¢ 300pg/25ul mostraram diferenga estatistica como o esperado.



Fieito da co-adminstracio de indomstating
com carragenina 100 ug na regiao da ATM

Ingestdo alimentar ()

+ el L g i e (1A S LNE Saniing

Cuando uitlizado o prétratwnento com  ndomelacing, apenas a concentraglo de 12000
apresentou diferenca significante, gquando comparado ao grapo controle, mostrande gue a

nartir dessa concentrachio a mdoemetscing pode nterferty no processo nflamatdrio.
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Efeito do administrago sistémics de dipirona
e morlina ra resposta nocicepiiva induzida pela
adminisiranfo de carragening na ATM de rato.

o alimentar foy)
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A administraco de dipirona e morfing mostrou aumento significanie ng tngestio allmentar
se comparado ac grupo controle, mostrando gue as substincias analgésicas utilizadas foram

eficares no controle da dor mflamatdria da ATM.

6 — Dscussiior
A admimstraclio doe carragening na ATM em concentracdes crescentes dmminim

sigmficativaments {p<0.03, feste de Tukey } 2 ingestfio alimentar ge comparada a

adeninistracio de soluglio salma. A guantficagio da mpgestlo alimentar ¢ realizady no
periodo de duns horas, imctando 1 horz apds o adomuistragiio da carragening na ATM. A

reduclio na ingestio alimentar for significativa para a concentraciio de 100ug ¢ se estenden

até a concentragio de 300ug.
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A injegdo intraperitoneal de Dipirona (500 mg/Kg) ou Morfina (4 mg/Kg) 1 hora
apos a inje¢lio de carragenina aumentou significativamente a ingestio alimentar nos
animais,

O pré-tratamento da ATM  com indometacina (1200ug) também aumentou
significativamente a ingestfio alimentar indicando que esse método pode ser usado como

método de quantificacio da dor inflamatéria na ATM.
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