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ll. ATIVIDADES DE PESQUISA

1. Resumo e objetivos do projeto

O tratamenio odontolégico geralmente induz um quadro de ansiedade e
apreensao que pode estar refacionado & dor trans ou pés-operatéria na regiao orofacial, 3
lembranga de alguma experiéncia dolorosa em tratamentos prévios, ou a expectativa da
dor. Modelos animais permitem uma diminuigdo do numero varidveis experimentais, tais
como efeitos psicolégicos e sociais e, portanto, sao muito Uteis em pesquisas na area de
Fisiologia. Em um estudo prévio observamos que a dor induzida pela administragéo de
formalina no labio induziu respostas comportamentais que indicam aumento no nivel de
ansiedade em ratos de laboratério (DOMINGOS ef al, 2000a). A avaliacdo do nivel de
ansiedade foi realizada por meio do teste do labirinto em cruz elevado (PELLOW et al
1985; DOMINGOS ef al., 2000a; CRUZ et al., 1994).

Neste teste comportamental, se um tratamento aumenta a preferéncia do animal
pelos bragos abertos, é tido como ansiolitico. A confirmacao desta interpretagcdo é feita
farmacologicamente com a utilizagado de um farmaco com agao ansiolitica. O diazepam ¢é
0 agente ansiolitico padrdo utilizado nos testes comportamentais para avaliagdo da
ansiedade. Sua agdo se deve a sua ligacao a sitios alostéricos do receptor GABA,, o que
potencializa a resposta deste receptor ao agonista endégeno GABA (RODGERS &
JOHNSON, 1998).

A fim de confirmar se a ansiedade é causada somente pelo estimulo nociceptivo
obtido com a injecéo de formalina ou se existem fatores coadjuvantes relacionados ao
processo, utilizaremos como agente analgésico o paracetamol (200 mg/Kg, ip.), 30
minutos antes da administracido da formalina (CLAVELOU, 1989). A menor dose de
paracetamol efetiva em inibir respostas nociceptivas, de acordo com Clavelou (1989),
seré por nos utilizada para evitarmos a ocorréncia de efeitos sedativos, os quais poderiam
atterar a resposta comportamental do animal no LCE.

Além disso, iremos comparar ¢ estimulo nociceptivo no labio com o estimulo de uma
regiao ndo orofacial utizando, assim, o dorso do animal.

Neste contexto, o objetivo do presente estudo € realizar a validagéo dos dados
preliminares indicativos de que a dor orofacial aumenta o nivel de ansiedade em ratos
(DOMINGOS et al., 2000a). Para isto nossa proposta foi 1) comparar o efeito da dor

orofacial com aquele da dor somatica, através da injecao de formalina no dorso, 2} avaliar
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o efeito do diazepam sobre a resposta comportamental ac LCE, induzida pela
administragéo de formalina na regido orofacial (validagéo farmacolégica) e 3) confirmar se
o efeito ansiogénico observado se deve realmente a dor, por meio do pré-tratamento do
animal com paracetamol como analgésico, antes da administragéo da formalina.

2. Material e métodos
2.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, de padrdo sanitaric SPF ("specific
pathogen free"), fornecidos pelo Ceniro Multidiscipiinar de investigagdo Biolégica
(CEMIB) - UNICAMP, com 2 meses de idade. Os animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da FOP, em ndmero de 5 animais por gaiola
contendo maravatha, em sala climatizada (22 + 2°C) e com ciclo de claro/escuro de 12 h,
com alimentag&o e agua a vontade (ROSLAND, 1991). Os procedimentos experimentais
foram realizados no periodo entre 7:30 e 11:30h, Todos os procedimentos experimentais
foram analisados e aprovados pela Comissio de Efica em Experimentagao Animal do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, protocolo niimero 392-1.

2.2. Delineamento Experimental

Como, para a administragio de uma substancia no 1abio do animal é necessario
que o mesmo seja anestesiado, inicialmente comparamos o efeito do tratamento
Controle {(somente manipulagdo para a limpeza das gaiolas) com aquele da anestesia
superficial com halotano {Controle anestesia).

Para avaliacdo do efeito da dor sobre o nivel de ansiedade, animais tratados com
injecao de veiculo (solugdo estéril de cloreto de sédio 0,9% = Salina labio) ou formalina
(1,0% = Formalina labio) no labio foram submetidos ao teste do LCE. O grupo salina
labio & necessario para avaliar se a resposta no LCE se deve ao estimulo algesico ou &
infrodugéo de um volume no tecido subcutaneo. Além disso, para a comparagao entre 0s
efeitos da dor orofacial e da dor somatica alguns animais receberdo veiculo ou o agente
algésico no dorso (Salina dorso e Formalina dorso). Para a validagao farmacoldgica e
avaliacdo da participacdo da neurotransmissado gabaérgica nas respostas
comportamentais, alguns animais serdo fratados com diazepam i.p. ou veiculo
(Formalina labio + DZP e Formalina dorso + DZP). E para confirmacédo de que o efeito se
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deve a dor, alguns animais receber&o, antes da administracdo de formalina, no Iabio ou
no dorso, uma injecao i.p. do analgésico paracetamol (Paracetamol i.p. + formalina labio,
Paracetamol i.p. + formalina dorso).

Os animais dos grupos salina e formalina dorso, receberam uma injecéo s.c. de
50 plL de solugéo salina ou formalina 1,0%, respectivamente na parte superior do dorso.

No grupo Formalina labio + diazepam, imediatamente apds a injecdo s.c. de
salina ou formalina, os animais receberam uma administragio intraperitoneal de
diazepam (1 mg/Kg), e foram submetidos ao teste do LCE, 30 min depois.

No grupo Formalina labio + Paracetamoi (200 mg/Kg v.o.), este agente foi
administrado por via oral, através de um aplicador introduzido na cavidade bucal do
animal, 30 min antes da injec&o de formalina. E, 30 min depois da administracéo de
formalina, foram submetidos ao teste do LCE. Esclarecemos que a administragao foi
realizada via oral devido a dificuldade na dissolugdo do farmaco em solvente que nao
provocasse irritacao peritoneal (solugédo de agua + alcool etilico) ou apresentasse algum
efeito tdxico (metanol + agua). Como foi utilizado um aplicador, asseguramos a
degluticdo do volume aplicado, e portanto da dose administrada a cada animal.

Nos grupos realizados para avaliagéo do efeito da administragao do diazepam e
do paracetamol, na auséncia do estimulo nociceptivo, os animais foram submetidos ao
teste do LCE, 30 min depois terem recebido uma administragao de diazepam (1 mg/Kg
i.p.) ou de paracetamol (200 mg/Kg v.0.).

Antes de todos os procedimentos acima descritos, os animais eram submetidos a

anestesia superficial por inalacdo de halotano.
Os grupos experimentais propostos estdo apresentados na Tabela 1.



Tabela 1. Grupos experimentais para avaliagdo do efeito da dor orofacial sobre o nivel de
ansiedade em ratos.

Grupos Tratamento
1 Controle Somente limpeza das gaiolas
2  Controle anestesia Anestesia com halotano
3  Salinalabio Anestesia + salina s.c. labio
4  Formalina labio Anestesia + formalina s.c. labio
5  Salina dorso Anesiesia + salina s.c. dorso
6 Formalina dorso Anestesia + formalina s.c. no dorso
7 Formalina labio + diazepam  Anestesia + formalina s.c. |abio + DZP i.p.
8 Formalina dorso + diazepam Anestesia + formalinas.c. dorso + DZP i.p.
9  Paracetamol + formalina labic Anestesia + paracetamoi i.p. + formalina s.c.
labio
10  Paracetamol + formalina Anestesia + paracetamol i.p. + formalina s.c.
dorso dorso

2.3. Tratamentos experimentais

No dia do experimento, entre 7:30 e 10:30h, os animais foram levados do biotério
para o laboratério de pesquisa. Ap6s 30 min de permanéncia no laboratdrio para
eliminagdo do estresse causado pelo transporte do animal, os animais foram
individuaimente colocados na camara anestésica, onde foram submetidos a anestesia
superficial por inalag&o de vapor de halotano, por aproximadamente 40s. Imediatamente
apos a verificagao de que o animal encontrava-se anestesiado, este recebeu uma injegéo
s.c. de 50 L de solugdo salina ou formalina 1,0% no Iabio superior e lateraimente ao
nariz (CLAVELOU, 1995), de acordo com o grupo experimental (Tab. 1). Para tanto foi
utilizada agulha calibre 30 acoplada a uma microseringa Hamilton (50 pl) por intermédio
de uma cénula de polietileno PES0.

Imediatamente apds a injecac s.c. de formalina na regido orofacial
(FERNANDEZ-GUAST! & PICAZO, 1990), os animais do grupo Formalina Labio +
Diazepam receberam administragdo intraperitoneal de diazepam (1,0 mg/Kg) ou veiculo.
Apos a administracdo das drogas de acordo com cada grupo experimental, 0s animais
foram transportados até a sala de comporiamento (adjacente ao laboratdrio de
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pesquisa), e 30 min apés a injegao, foram submetidos ao teste do LCE para avaliagio do
nivel de ansiedade.

Nos grupos realizados para avaliacdo do efeito da administragéo do diazepam e
do paracetamol, na auséncia do estimulo nociceptivo, os animais foram submetidos ao
teste do LCE, 30 min depois terem recebido uma administragéo de diazepam (1 mg/Kg
i.p.) ou de paracetamol (200 mg/Kg v.0.). O teste comportamental foi realizado entre 8:30
e 11:30 h.

Ja nos grupos Paracetamol + Formalina Labio e Paracetamol + Formalina Dorso,
o paracetamol foi administrado por via oral, 30 min antes da injecao de formalina. E, 30
min depois da administracdo de formalina, foram submetidos ao teste do LCE. J& este
teste comportamental foi realizado entre 9:00 e 12:00h.

2.4. Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Cada animal foi submetido individualmente, somente uma vez a este teste
comportamental, e seu comportamento foi fimade durante 5 minutos (PELLOW et af,
1985). Antes de ser colocado no labirinto, cada animal foi identificade por meio de um
numero afixado em frente a cdmera durante alguns segundos. Isto foi feito para que no
experimento filmado ndo haja a identificagdo do tratamento recebido pelo animal
(experimento cego). O animal foi colocado no centro do labirinto, de frente para um dos
bragos fechados. (PELLOW et al, 1985; NICIPORCIUKAS, 2000; SETEM, 2000;
MARCONDES et al,, 2001).

A andlise do comportamento de cada animal foi feita por dois pesquisadores
treinados e calibrados, e para a anélise dos dados foi considerada a média das avaliagbes
feitas por ambos. Foram registrados os tempos de exploracao dos bragos abertos e
fechados e o nimero de entradas nos bragos abertos e fechados. Uma entrada foi
considerada quando o animal colocou as quatro patas em um brago aberto ou fechado
(PELLOW et al., 1985; CRUZ ef al., 1994).

Os resultados foram convertidos em:

1) Porcentagem de tempo de exploracdo dos bragos abertos (100 x tempo (s)

nos bragos fechados/ tempo total de observagao)



2) Porcentagem de entradas feitas nos bragos abertos (100 x n® de entradas nos
bracos abertos/ n° total de entradas)

3) N®de entradas feitas nos bracos fechados

A porcentagem de tempo nos bragos abertos é considerada um indice de medo e
ansiedade, enquanto o numero de entradas nos bragos fechados corresponde a um
indice de atividade locomotora (PELLOW et af., 1985; CRUZ et al., 1994). A porcentagem
de entradas nos bragos abertos esta relacionada tanto a atividade locomotora quanto a
ansiedade (CRUZ et al., 1994).

Os seguintes parametros propostos por CRUZ et al. (1994) e RODGERS eéf af.
{1999), também foram avaliados (NIPORCIUKAS, 2000; SETEM, 2000):

1)} Namero de vezes em que o animal chega ao final do brago aberto.
2) Avaliagdo de risco - comportamento de conflito do animal.

O numero de vezes em que o animal chega ao final do brago aberto é
inversamente proporcional ao seu nivel de ansiedade. A avaliagdo de risco estd
diretamente relacionada com o nivel de ansiedade e € medido pelo nimero de vezes que
o animal se dirige ao centro do labirinto, mas naoc entra em outro brago.

2.5, Solugdes utilizadas

Os animais foram superficialmente anestesiados com halotano (CRISTALIA) por
40 segundos. Para indugdo da dor a substancia utilizada foi a formalina 1,0%
(CLAVELOU, et al 1995; ROVERONI, et al, 2001), preparada a partir da diluicao de
Formaldeido® 37% (SIGMA-F-1635) em solug&o esterilizada de cloreto de s6dio 0,9%. O
agente ansiolitico utilizado foi o diazepam (ROCHE® 1,0 mg/Kg) diluido em propileno
glicol 40% (FERNANDEZ-GUASTI & PICAZO, 1990). E, o analgésico utilizado foi 0
paracetamol 200 mg/Kg v.o. (CLAVELOU, et al 1989), sendo este farmaco utilizado por

via oral nos animais.



2.6. Anélise estatistica

A comparacéo entre os grupos Controle e Controle Anestesia foi feita por meio do
teste t de Student para amostras nao pareadas. Os dados foram analisados por meio de
analise de variancia, seguida do teste de Tukey. O nivel de significancia foi de 5 %.
3. Resultados e Discussdo

iniciaimente apresentaremos os resultados referentes a avaliacdo do efeito da
anestesia sobre 0 comportamento de ratos submetidos ao teste do LCE.

Para que pudéssemos injetar uma substancia que causa dor, no labio do animal,
tornou-se necesséria a utilizagdo de anestesia superficial. Os animais foram entéo
anestesiados por inalacdo de vapor de halotano. A observacdo da figura 1A mostra que
n&o houve diferen¢a significativa na porcentagem de tempo nos bragos abertos entre os
grupos controle e controle anestesia (p>0.05). A porcentagem de tempo gasta nos bragos
abertos esta inversamente relacionada ao nivel de ansiedade do animal, e portanto este
resultado confirmou que a anestesia superficial com halotano nio alterou o nivel de
ansiedade dos animais.

Na figura 1B esta ilustrado o gréafico com a porcentagem de entradas realizadas
nos bracos abertos em cada grupo avaliade. A porcentagem de entradas realizadas nos
bragos abertos € um indice tanto do nivel de ansiedade quanto da atividade locomotora
do animal (CRUZ et al., 1994). Como nao houve diferenca estatistica entre os grupos
analisados, os dados indicam que além da ansiedade tambem a atividade locomotora ndo
foi alterada pela anestesia utilizada.

Na figura 1C foi ilustrado o nimero de entradas realizadas nos bragos fechados, o
que-é um indice da atividade locomotora do animal (CRUZ et al., 1994). Este dado
confirmou que a anestesia com halotano nio alterou a atividade locomotora dos animais,
tendo em vista que ndo houve diferenca no n® de entradas nos bragos fechados entre os
grupos controle e controle anestesiado (Fig. 1C, p>0,05).

Além destes parametros, também foram analisadas a avaliagéo de risco e o
numero de idas ao fim dos bragos abertos.

Na figura 2A esté ilustrada a avaliagéo de risco que consiste no comportamento
exploratério do animal no qual ele expressa o conflito entre a curiosidade e 0 medo (
CRUZ et al. 1994; WEISS et al., 1998 e RODGERS et al., 1999). A avaliacaoc de risco estj
diretamente relacionada com o nivel de ansiedade e € medida pelo numero de vezes que
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0 animal se dirige ao centro do labirinto, mas nédo entra em outro brago. A observagéo da
figura 2A mostra que nao houve diferenga na avaliagao de risco entre 0 grupo controle e 0

grupo controle anestesiado (p>0,05).

Na figura 2B esta ilusirado o niimero de idas ao fim dos bragos abertos. O niimero
de vezes que o animal chega ao final do brago aberto é inversamente proporcional ao seu
nivel de ansiedade. Pudemos observar através deste grafico que o anestésico nao alterou
este parametro, e portanio confirma-se que n&o teve efeito sobre o nivel de ansiedade

dos animais (p>0,05).
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Num contexto geral, a dor é subjetiva e estd ligada ao “sistema nociceptivo’.
Segundo Schaible et al. (2004) a dor pode se classificar em diferentes tipos tais como dor
neuropatica, dor nociceptiva fisioldégica e dor nociceptiva patofosiologica.

A dor neuropatica é causada pela injuria ou doenga dos neurdnios periféricos ou do
sistema nervoso central, possuindo caracteristicas elétricas como a neuralgia do trigémio
{Schaible et al., 2004). Entretanto, esse tipo de dor nao fot avaliada no nosso estudo,
apenas a dor nociceptiva fisioldégica e a dor nociceptiva patofisiologica foram estudadas.
Na primeira fase da resposta dolorosa a formalina, pudemos avaliar a dor nociceptiva
fisiolégica a qual foi provocada por um estimule aplicado ao tecido normal, que no caso
estava relacionado ao momento da injecao subcutanea de formalina no labio ou dorso. No
instante em que a dor & originada, o organismo gera um reflexo que tenta proteger o
tecido de ser demasiado. Esse reflexo € caracteristico da dor nociceptiva fisioldgica
(Schaible et al, 2004).

Ja a dor nociceptiva patofisiolégica € decorrente de um tecido inflamado ou injuriado
(Schaible et al., 2004). No nosso estudo, essa dor foi causada pela inflamagéo gerada
pela injecdo subcutanea de formalina no labio ou dorso na segunda fase de acéo da
droga. A sensibilizagdo durante a inflamagdo é realizada pela acdo dos mediadores
inflamatérios nos nociceptores. Numerosos mediadores inflamatorios tais como
prostaglandinas, histaminas e bradicininas sao produzidos gerando os sinais classicos de
inflamac&o: tumor, calor, rubor e dor.

A ansiedade € uma forma de inibicdo comportamental que ocorre em resposta a
eventos ambientais que representem novidade e/ou sejam punitivos (RANG et al., 1995).
Em seres humanos, € muito dificl determinar se a ansiedade ¢ gerada como
consequéncia do paciente sentir dor durante o tratamento odontologico ou simplesmente
pela expectativa da sensagdo dolorosa ou desagradavel, embora provavelmente ambos
os fatores sejam importantes. Contudo, devido a uma gama de fatores externos (sociais,
econdmicos, comportamentais), torna-se extremamente dificil quantificar a ansiedade,
bem como afirmar que ela seja a responsavel por aumentar a nocicepgac ou vice-versa.
Por essa razao, sdo muito Uteis as pesquisas comportamentais com modelos animais
para a melhor compreenséo dos mecanismos subjacentes a depresséo e ansiedade, e na
avaliagdo dos efeitos ansioliticos e ansiogénicos dos novos farmacos (GREEN &
HODGES, 1991).



Neste projeto de pesquisa avaliamos a dor nociceptiva patofisiclégica e inflamatéria
originada pela administragdo subcuténea de formalina no labio relacionando-a com a
ansiedade gerada pela dor no animal. Foram também realizados grupos de injecao
subcutdnea no dorso: um com a administracao de solugéio salina e outro com uma
solucdo de formalina. Logo, comparames o efeito da dor somatica representada pela
injecdo de solugdo de formalina no dorso do animal com o efeito da dor orofacial
representada pela inje¢éo de formalina no iabio.

Apresentaremos os resultados referentes a avaliagdo do efeito da injecdo de
formalina no labio e no dorso sobre as respostas comportamentais ao teste do LCE. Por
meio da sensagéo tatil dada pelas vibrissas, o animal percebe o ambiente ao seu redor.
Quando esta proximo a paredes verticais, o contato das vibrissas com as mesmas permite
uma meihor percepcao do ambiente e isto conseqientemente faz com que o animal se
sinta mais seguro. Ao contrario, ambientes abertos geram medo e ansiedade. Assim
sendo, o0 rato ou camundongo apresentam uma tendéncia a permanecer proximos a
paredes verticais, 0 que € conhecido como tigmotaxia, e explica a preferéncia dos animais
pelos bracos fechados no LCE (TREIT ef al, 1993). Se um tratamento aumenta a
preferéncia do animal pelos bragos abertos, € fido como ansiolitico. Ao contrario, se um
tratamento diminui a preferéncia do animal pelos bragos abertos, é tido como ansiogénico.

Considerando a auséncia de efeito do método anestésico por nos utilizado sobre
a resposta comportamental de ratos submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado
(LCE), para as demais comparagdes serao utilizadas as respostas representadas pelo
grupo Contrele anestesia.

A seguir serao apresentados os dados referentes aos efeitos da administragao
subcutanea de solugao veiculo (salina) ou agente algésico (formalina) no labio e no dorso
dos animais sobre as respostas comportamentais ao teste do LCE. Estes dados serao
apresentados nas figuras 3 e 4.

Na figura 3 A, a administragido de formalina no |abio induziu um menor tempo de
exploragéo dos bragos abertos quando comparado aos demais grupos. A porcentagem de
tempo gasta nos bragos abertos esta inversamente relacionada ao nivel de ansiedade do
animal, e portanto este resultado indica que a dor orofacial em tecido superficial (labio)
induziu aumento no nivel de ansiedade em ratos.

Ainda na figura 3A, a andlise estatistica mostrou que ndo houve diferenca

significativa na porcentagem de tempo nos bragos abertos entre os fratados com salina e
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formalina no dorso, indicando que a formalina aplicada no dorso do animal ndo causou
dor somatica suficiente para desencadear um processo de ansiedade. Isso se confirma
devido a porcentagem de tempo nos bracos aberios do grupo tratado formalina dorso
também néo diferir do grupo controle anestesiado.

Na figura 3B esta ilustrado o gréafico com a porcentagem de entradas realizadas nos
bracos abertos em cada grupo avaliado. A porcentagem de enfradas realizadas nos
bragos abertos € um indice tanto do nivel de ansiedade quanto da atividade locomotora
do animal (CRUZ et al., 1994). A andlise estatistica constatou que o grupo fratado com
formalina no labio apresentou menor porcentagem de eniradas nos bragos abertos,
comparado com 0$ demais grupos, o que sugere que o grupo tratado com formalina no
labio, apresentou-se mais ansioso ou que sua atividade locomotora poderia estar
diminuida. Com relagao aos grupos Controle Anestesiado, Salina Labio, Salina Dorso e
Formalina Dorso, estes néo apresentaram diferenca estatistica. Com esse resultado os
grupo Salina no Dorso e Formalina no Dorso nos fazem concluir que a formalina aplicada
no dorso nao gerou aumento no nivel de ansiedade ou alterag@o na atividade locomotora
dos animais.

Na figura 3C foi ilustrado o nimero de entradas realizadas nos bragos fechados, que
é um indice da atividade locomotora do animal (CRUZ et al., 1994). Nao houve diferengas
significativas neste parametro entre os grupos analisados (Fig. 3C, p>0,05). Assim, o
dado referente a fig. 3B ¢ indicativo de maior nivel de ansiedade no grupo tratado com
formalina no labio. Além disso, a andlise estatistica mostrou que a administracdo de
formalina no dorso também ndo alterou a atividade locomotora dos animais.

Na figura 4A estd ilustrada a avaliagcao de risco que consiste no comportamento
exploratério do animal no quai ele expressa o conflifo entre a curiosidade e o medo (
CRUZ et al. 1994; WEISS et al , 1998 e RODGERS et al., 1999). A avaliac&o de risco esta
diretamente relacionada com o nivel de ansiedade e € medida pelo nimero de vezes que
o animal se dirige ao centro do labirinto, mas n&o entra em outro brago. A analise da
figura 4A mostra que n&o houve diferenga na avaliagdo de risco entre os grupos
observados (p>0,05). A principio esperariamos, de acordo com os dados apresentados na
Fig. 3, que o grupo tratado com formalina no labio apresentasse uma maior frequéncia do
comportamento denominado de avaliagao de risco, porém isso n&o ocorreu. Talvez este

comportamento n&o tenha sido sensivel ao tratamento utilizado. Como se trata de um
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parédmetro complementar, este resultado nao invalida a interpretacéao dos dados ilustrados
na Figura 3, descrita acima.

Na figura 4B esta ilustrado o nimero de idas ao fim dos brages abertos. O niimero
de vezes que o animal chega ao final do brago aberto & inversamente proporcional ao seu
nivel de ansiedade. Pudemos observar através do grafico que o grupo tratado com
formalina no labio apresentou menor nimero de idas ao fim dos bragos abertos, indicando
maior nivel de ansiedade (p <0,05), sem diferen¢a entre os demais grupos.

As dores orofaciais destacam-se das demais dores somaticas nao s6 em funcéo da
sua grande intensidade e frequéncia de ocorréncia (AGHABEIGI, 1992) como tambem
pela via de condugao da informacgéo dolorosa. A via trigeminal difere acentuadamente da
via de condugdo da informacdo dolorosa proveniente das demais regides somaticas
(DUBNER,1986). Assim, através da comparagéo dos dados obtidos, afirmamos que a dor
orofacial gerou maior ansiedade do que a dor somatica, tendo em vista que a
administragéo de formalina na regido dorsal nao induziu alteragao na resposta ao teste do

LCE nos animais analisados.
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Figura 1. Porcentagem do tempo de exploragéo dos bragos abertos (3A), porcentagem de
entradas nos bracos abertos (3B) e nimero de entradas realizadas nos bracos fechados
(3C) de ratos submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado apos administragéo de
anestesia superficial com halotano (controle anestesiado), inje¢ao de salina ou formalina no
labio ou no dorso. N = 15 experimentos/grupo. Letras diferentes indicam grupos diferentes

estatisticamente (p<0,05).
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O acido gama-aminobutirico (GABA) é 0 mais potente neurotransmissor inibitério do
sistema nervoso central (SNC} dos vertebrados (FRANCIOLINI & PETRIS, 1990). A
ativacio do receptor GABA,, por agonistas abre canais de cloreto, o que resulta em um
aumento no influxo de cloreto e, conseqlientemente, na hiperpolarizacdo da membrana
neuronal (IMAMURA & PRASAD, 1998). A transmissao gabaérgica participa de forma
importante na regulacdo da ansiedade (FERNANDEZ-GUAST! & PICAZO, 1990). O
diazepam € um agente ansiolitico padrao, cuja acdo se deve a sua ligagio a sitios
alostéricos do receptor GABA, © que potencializa a resposta deste receptor ao agonista
endogeno GABA ( RODGERS & JOHNSON, 1998).

A inje¢do subcutdnea de formalina produz uma resposta nociceptiva sensivel a
drogas analgésicas (HUNKAAR & HOLE et al.,, 1987, TAYLOR et al, 1995). O
paracetamol cruza a barreira hemato-encefalica e é distribuido uniformemente no cérebro
quando administrado sistemicamente (BAMMWARTH et al., 1992; LANGE et al., 1994).
Os mecanismos de acao central ainda estdo sendo discutidos. A inibigdo da atividade da
cicloxigenase central foi proposta por Malmberg et al. (1994) e Muth-Selbach et al. {1999),
entretanto a maior hipdtese € de que seu envolvimento esta relacionadoe com o sistema
serotonérgico.

A serotonina (5-HT) é um componente supraespinal capaz de ativar o sistema
serotonérgico. A diminuigao da ativagéo da 5-HT pode estar relacionada com a diminuicéo
da alta afinidade cortical pelos receptores 5-HT,, evocada pelo paracetamol. isso pode
ser ainda mais enfatizado tendo em vista que Pini et al. (1992) e Luigi ef al. (1996} ja
descreveram que existe uma infima relagdo entre tal diminuicéo de afinidade da 5-HT e o
aumento da atividade analgésica. Como o paracetamel se mostrou eficaz na diminuigio
das respostas nociceptivas 4 administracdo de formalina na regido orofacial (ROVERONI,
et al. 2001), optamos por utiliza-lo como agente analgésico no presente estudo.

A seguir serao apresentados 0s resultados referentes aos efeitos da administracéo
subcutanea de agente algésico (formalina) no labio dos animais ap6s a administragéo
intraperitoneal de diazepam sobre as respostas observadas em resposta a dor orofacial
superficial, ou apos a administracao oral de paracetamol. Estas analises foram feitas para
validar farmacologicamente as respostas comportamentais no teste do LCE, ou seja,
confirmar se as alteragdes na explora¢@o do LCE realmente refletiam aumento no nivel de
ansiedade, e se o efeito ansiogénico observado se devia realmente a dor. Estes dados
serdo apresentados nas figuras 5 e 6.
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Com relagéo a estas figuras destacamos que, embora tenhamos optado por ndo
apresentar todos os dados no mesmo gréfico, informamos que nédo houve diferenga
significativa entre os grupos tratados somente com diazepam e somente com
paracetamol, em relag@o ao grupo controle anestesiado. Portanto isto mostra que nem o
diazepam, nem o paracetamol, por si so, alteram a resposta comportamental ao teste do
LCE. Como j& estd demonstrado na literatura, o efeito destes agentes torna-se evidente
somente quando o nivel de ansiedade j3 estd alterado (TREIT et al ,1988), ou quando
existe resposta nociceptiva mensuravel (Clavelou ef al,, 199; Roveroni et al., 2001).

Na figura 5A, a analise estatistica confirmou gue houve diferenga significativa na
porcentagem de tempo nos bracos abertos entre o grupo tratade com formalina no labio e
0s grupos tratados com formalina no iabio +diazepam e formalina no labio + paracetamol.
A porcentagem de exploragéo dos bragos abertos dos grupos tratados com diazepam e
com paracetamol + formalina no labio foi significativamente maior em relagéo ao grupo
tratado apenas com formalina no labio.

Na figura 5B esta ilustrado o grafico com a porcentagem de entradas realizadas nos
bracos abertos em cada grupo avaliado. O grupo tratado com formalina no labio
apresentou um menor porcentagem de entradas nos bragos abertos, comparado com os
demais grupos. Isto sugere que o grupo tratado com formalina no l&bio, apresentou-se
mais ansioso ou que sua atividade locomotora poderia estar diminuida. Novamente, o
tratamento com diazepam e o tratamento com paracetamol reverteram esta resposta ao
apresentar diferencga estatistica em relagdo ao grupo tratado com formalina labio.

Na figura 5C foi ilustrado o nimero de entradas realizadas nos bragos fechados.
Verificando os dados da analise estatistica, percebemos que nao ha diferenca neste
parametro entre os grupos analisados (Fig. 5C, p > 0,05). Assim, o dado referente a figura
5B ¢é indicativo de maior nivel de ansiedade no grupo tratado com formalina no labio, ndo
alterando a atividade locomotora dos animais.

Na figura 6A estd ilustrada a avaliagdc de risco. Como ja foi mencionado, esse
comportamento expressa ¢ conflito entre a curiosidade @ o medo ( CRUZ et al.,, 1994;
WEISS et al., 1998; RODGERS et al., 1999). Assim, essa avaliacdo € medida pelo
numero de vezes que o animal se dirige ao centro do labirinto, mas nao entra em outro .A
analise estatistica da figura 6A confirmou que ¢ grupo tratado com formalina no labio e
com diazepam (i.p.) e outro grupo fratado com formalina no labio e com paracetamol (via

oral} se mostraram menos ansiosos em comparagéo ao grupo tratado com formalina no
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l&bio . Logo, o diazepam reverteu a ansiedade por ser uma droga ansiolitica € o
paracetamol reverieu o quadro de dor que gerava a ansiedade.

A figura 6B ilustra as idas ao fim dos bracos abertos. O nimero de vezes que o
animal chega ao final do braco aberto & inversamente proporcional ao seu nivel de
ansiedade. Pudemos observar através da analise estatistica que o grupo tratado com
formalina no labio apresentou menor nlimero de idas ao fim dos bragos abertos, indicando
maior nivel de ansiedade(p <0,05). No grupo tratado com formalina no labio + diazepam
(i.p.) esta resposta foi revertida, o que confirmaria que a resposta observada, no grupo
tratado com formalina labio, representa aumento no nivel de ansiedade. O grupo tratado
com formalina no labio e administragéo oral de paracetamol apresentou um nimero de
idas ao fim dos bragos abertos maior do que o grupe tratade com formalina no labio.
Logo, o paracetamol cessou a dor causada pela formalina, e neste caso, a resposta
ansiogénica nao foi mais observada.

Assim, na presen¢a do diazepam, o tratamento com formalina no labic n&o mais
alterou a resposta comportamental dos animais ac teste do LCE. Logo, a agao ansiolitica
do diazepam diminuiu a tigmotaxia dos ratos (TREIT et al.,1988), e reverteu 0 aumento no
nivel de ansiedade induzido pela administragao de formalina no labio.

E como o tratamento com paracetamol também reverteu o aumento do nivel de
ansiedade observado apds o tratamento com formalina no labio, este resultado confirmou

que a causa do aumento de ansiedade nos animais tratados como formalina no labio era

realmente a dor orofacial.
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indicam grupos diferentes estatisticamente (p<0,05).
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4. Concluséo

Neste contexto, concluimos que a dor orofacial aumentou o nivel de ansiedade em
ratos. Além disso, a dor somatica nao gerou ansiedade nos animais. O efeito da injecéo
de formalina no dorso nao gerou ansiedade, tendo em vista que os grupos tratados com
formalina no dorso e salina no dorso se comportaram de forma semelhante no teste do
labirinto em cruz elevado.

Também observamos que o diazepam reverteu o quadro de ansiedade, pois 0s
animais fratados com injec8o de formalina no labio e diazepam permaneceram menos
ansiosos em relag&@o aos animais tratados apenas com a injegéo de formalina no labio.

Ja o efeito ansiogénico observado foi realmente relacionado & dor. O pré-tratamento
do animal com paracetamo! como analgésico, antes da administragao da formalina, tornou
0s animais pertencentes a este grupo menos ansiosos do que 0s animais os guais apenas
injetamos formalina no labio.

Contudo, se levarmos em consideragdo a dor e 0 estresse que podem ser gerados
em um consultorio odontologico, poderiamos diminuir a ansiedade causada pela dor tanto
revertendo o quadro de dor com um pré-tratamento analgésico como revertendo a

ansiedade com um pré-tratamento ansiolitico.
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