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RESUMO

As regiGes orofacial e craniana sdo densamente inervadas pelo nervo trigémeo e suas
ramificacGes. Condi¢Ges patoldgicas, como cefaléias e dores orofaciais, tém sua fisiopatogenia
relacionada ao funcionamento do sistema trigeminal. Existem poucos modelos experimentais
de avaliacdo comportamental para estudo da nocicep¢dao mediada pelo nervo trigémeo. Essa
dissertacdo teve por objetivo realizar estudos comportamentais sobre a modulacdo da
nocicep¢do mediada por vias trigeminais, em modelo animal correlacionavel com os quadros
de dores orofaciais e cefdlicas em seres humanos. Para tal, foi promovida a ativacdo do
sistema trigeminovascular de modos periférico (dor orofacial induzida por formalina) e
sistémico (modelo neurovascular de ativacdo sistémica por administracdo de nitroglicerina).
Apds essa ativagdo, avaliaram-se comportamentos de auto-limpeza, motricidade e orientagdo
espacial, em campo aberto, e resposta reflexa a estimulo nociceptivo, por meio da medida de
laténcia de retirada da cauda. Entre as respostas comportamentais avaliadas, o tempo
despendido em reflexo de auto-limpeza foi considerado o parametro representativo da
resposta nociceptiva no modelo de dor orofacial induzida pela formalina. A administracdo de
nitroglicerina, por si s6, ndo foi capaz de promover alteragées comportamentais sugestivas de
atividade nociceptiva. A medida de laténcia de retirada da cauda ndo foi capaz de aferir
alteracdes nociceptivas potencialmente desencadeadas pelos dois modelos empregados nessa
Dissertacdo. Na associacdo desses dois modelos, observou-se que a nitroglicerina foi capaz de
promover reducdo do tempo gasto no reflexo de auto-limpeza desencadeado pela formalina
administrada por via subcutanea. E possivel que a nitroglicerina participe modulando e/ou
ativando os mecanismos envolvidos na nocicepc¢ao trigeminal, porém mais estudos necessitam

ser realizados para delinear melhor sua a¢do nesse processo.
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ABSTRACT

The orofacial and cranium regions are densely innervated by the trigeminal nerve and their
branches. Pathological states as headache and orofacial pain have their pathogenesis related
to the trigeminal functions. There are few experimental models for behavioral evaluation of the
nociception mediated by the trigeminal nerve. The present work aimed to study the
behavioral parameters related 10 the modulation of trigeminal system, using an animal
model capable of simulating orofacial and cephalic pain in human beings. Afterwards, it
was performed the activation of trigeminovascular system using regional (through the
orofacial formalin test) and/or systemic models (through intraperitoneal administration of
nitroglycerine). In open field, it was evaluated grooming, crossing, and rearing behaviors. In
tail-flick test, it was evaluated the nociceptive response to the noxious stimulus. In the
present study, grooming Was considered the representative behavior of the nociceptive
response in the orofacial pain model (induced by formalin). Nitroglycerine was not capable
to determine behavioral changes that suggest nociception reaction in the open field. The
tail-flick latency did not detect potential nociceptive effects occurred in the evaluated
models. In the association of the two models Of regional and systemic trigeminal
activation, nitroglycerine reversed the increase of grooming induced by the subcutaneous
administration Of formalin. The result suggests that nitroglycerine could act modulating
and/or activating mechanisms involved in the trigeminal nociception. However, more

studies are needed.
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Dor é uma das grandes preocupag¢des da humanidade. Desde tempos mais remotos, o
homem busca esclarecer sua ocorréncia, bem como estabelecer medidas eficazes destinadas
ao seu controle. E definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel,
relacionada com dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos deste tipo de dano
(Turk e Okifuji, 2001). Existem, assim, dois componentes a serem considerados: a sensacdo

dolorosa propriamente dita ou nocicepcao e a reatividade a dor.

Nocicep¢do é a resposta neural a estimulos traumaticos ou lesivos. Refere-se a
atividade do sistema nervoso aferente induzida por estimulos nocivos, tanto exdgenos
(mecéanicos, quimicos, fisicos e bioldgicos), quanto enddgenos (inflamagdo, aumento de
peristaltismo, isquemia tecidual). Compreende a recepg¢ao dos estimulos por estruturas
periféricas especificas, sua conducdo até o sistema nervoso central, através de vias nervosas
sensitivas, e a integracdo da sensacao dolorosa em niveis taldamico e cortical (Byers e Bonica,
2001; Chudler e Bonica, 2001; Terman e Bonica, 2001).

A reacdo a dor compreende uma série de comportamentos defensivos - desde a
retirada reflexa da drea afetada, para longe do fator agressor, até as respostas emocionais
complexas, expressas por padrdoes de comportamento inatos e aprendidos e sensacdes
subjetivas de desconforto e sofrimento. A reatividade emocional corresponde a interpretacgao
afetiva da dor, de carater individual e influenciada por estados ou tracos psicoldgicos,
experiéncias prévias e fatores culturais, sociais e ambientais (Jones, 1993; Taenzer et al., 1986;
Wall e Melzack, 1994). Esses fatores sdo capazes de filtrar, modular ou distorcer a sensa¢ao
dolorosa, de modo que a resposta a dor pode variar marcadamente de um individuo para o
outro, assim como em um mesmo individuo, em momentos diferentes, apesar de a nocicep¢do
ser igual (Chapman e Turner, 2001; LeResche, 2001).

A dor é chamada de cronica quando perdura por longo periodo de tempo, comumente
por trés meses ou mais, embora tal ponto de corte seja arbitrario (Jacobson e Mariano, 2001;

Morgan e Mikhail, 1996; Turk e Okifuji, 2001). Outra definicdo encontrada na literatura,
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também ambigua, caracteriza a dor crénica como aquela cuja duragdo se estende além do
periodo esperado de resolugdo do insulto nociceptivo (Ferreira e Perla, 2007).

Dor crbnica causada por injuria ou doenca é uma das principais causas de sofrimento
humano. Postula-se que mudancas de longa duragcdo nas sinapses sensoriais, em varios niveis
do sistema nervoso central, estejam envolvidas na sua génese (Ko e Zhuo, 2004).

A dor cronica representa por si s6 uma doenca, com etiologia, mecanismos,
sintomatologia, condutas diagndstica e terapéutica diferentes da dor aguda (Ferreira e Perla,
2007). Nos dias de hoje, é crescente sua ocorréncia, possivelmente relacionada a habitos de
vida atuais, longevidade, prolongamento da sobrevida dos individuos com doencas
naturalmente fatais e modificacGes ambientais. Além disso, hd maior reconhecimento de
novas patologias dolorosas, bem como aplicagdio de novos conceitos que traduzam seu
significado (Mailis e Papagapiou, 1993).

Dor crbnica, além de representar estressor fisico e emocional significativo, tanto para
o0 paciente, quanto para seus familiares, determina alto custo econOomico e social. Com
freqliéncia, estd associada a transtornos psiquiatricos, como ansiedade e depressdao, embora
relacao causal ndo esteja estabelecida. Em cerca de 5% dos individuos, ha pobre resposta ao
tratamento, em quadro de grande importancia devido as suas graves repercussoes individuais

e sociais (Dray e Urban, 1996).

1. NOCICEPGAO

A percepcdo de estimulos nocivos acontece pela ativagdo de receptores sensoriais
especializados - os nociceptores - localizados em quase todo o organismo (Basbaum e Jessell,
2000). Os nociceptores constituem a porcdo terminal periférica de fibras que conduzem os
potenciais de acdo propagados até o corno dorsal da medula espinhal e por¢do caudal do
nervo trigémeo. Tais fibras sdo os axonios de células sensoriais primarias, conhecidas como

neuronios aferentes primdrios, localizadas em génglio dorsal da medula espinhal e no ganglio
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trigeminal (Ganglio de Gasser). Cada neurdnio tem um Unico axonio que se bifurca, de modo
gue uma extremidade termina em tecidos periféricos e a outra, dentro do corno posterior
(dorsal) da medula espinhal ou na porcdo cervical do nucleo sensitivo do nervo trigémeo.
Assim, o impulso doloroso captado na periferia dirige-se inicialmente para o corpo celular e,
apos, vai ao corno dorsal da medula espinhal, ou ao seu correspondente nucleo sensitivo
caudal trigeminal (Basbaum e Jessell, 2000; Byers e Bonica, 2001; Morgan e Mikhail, 1996;

Messlinger et al., 2006).

As fibras que transmitem o estimulo nocivo sdo de dois tipos - Ad e C. As primeiras,
mielinizadas e com maior velocidade de conducdo, contribuem para a percepcdo da dor de
forma rdpida, enquanto as fibras C, ndo-mielinizadas e com menor velocidade de condugdo,
relacionam-se principalmente com a dor de carater dolente (Basbaum e Jessell, 2000; Byers e
Bonica, 2001; Morgan e Mikhail, 1996).

No corno dorsal da medula espinhal e no nucleo sensitivo caudal trigeminal, as fibras
nervosas dos neurdnios aferentes primarios fazem sinapse com neurdnios secundarios, que
d3do origem as vias ascendentes de conduc¢do da dor. Os axdnios dos neurénios secundarios
cruzam a linha média e ascendem pelo trato espinotalamico contralateral. As fibras trigeminais
ascendem por meio do trato trigeminotalamico (Messlinger et al, 2006). Além das sinapses
com neurdnios de segunda ordem, os neurénios aferentes primarios podem fazer sinapse com
interneurdnios, neurénios simpdaticos e neurdnios do corno ventral motor (Morgan e Mikhail,
1996; Terman e Bonica, 2001).

Os neurodnios secunddrios podem ser de dois tipos - especificamente nociceptivos ou
de faixa ampla (wide dynamic range ou WDR em inglés). Os primeiros relacionam-se apenas a
estimulos nocivos, enquanto os segundos também recebem aferéncia ndo-nociceptiva de
fibras AP, A3 e C. Os neurbnios especificamente nociceptivos estdo arranjados
somatotopicamente na lamina | do corno dorsal, sdo normalmente silentes e respondem

apenas a estimulagdo nociva de alto limiar. Os neurdnios de ampla faixa constituem o tipo
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celular predominante no corno dorsal, sendo mais abundantes na lamina V. Em condi¢Oes de
injuria grave ou persistente, as fibras C disparam repetidamente, e a resposta dos neurénios
do corno dorsal aumenta progressivamente, de forma gradual, em um fendmeno conhecido
como wind-up (Chudler e Bonica, 2001; Morgan e Mikhail, 1996; Terman e Bonica, 2001).

Ha duas vias principais de conducdo da dor. Contidas no trato espinotalamico, ambas
partem da medula espinhal, cruzam a linha média (ao nivel da comissura anterior) e chegam
ao tdlamo. O trato espinotalamico lateral (ou via neoespinotalamica), de aparecimento mais
recente no curso da evolugdo bioldgica, tem poucas estacGes sinapticas e se projeta no nucleo
ventral pdstero-lateral do tdlamo, cujos neurdnios recebem o nome de tercidrios. O trato
trigeminotaldmico, de maneira analoga ao trato espinotalamico, parte do nucleo sensitivo do
trigémeo, atravessa a linha média e ascende até o tdlamo (nucleo ventral pdstero-medial
(Messlinger et al.,, 2006). A partir do talamo, as projecGes dirigem-se para o coértex
somatossensorial primario, onde ocorre a percep¢cdo da dor (Figura 1). Esses tratos
relacionam-se com os aspectos discriminativos da dor, como localizacdo, intensidade e
duracdo. Observa-se estreita relacdo topografica entre a drea estimulada na periferia e as
regides talamicas e corticais ativadas, ou seja, ha somatotopia. Isto contribui para que o
individuo saiba precisar com exatiddo o ponto de origem da dor em um trauma (Bear et al.,

1996; Chudler e Bonica, 2001; Morgan e Mikhail, 1996; Terman e Bonica, 2001).
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ESTIMULO NOCICEPTIVO

ATIVACAO DE FIBRAS NOCICEPTIVAS
AFERENTES TIPO Ad e C

MEMBROS
e
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REGIAO CERVICAL
ALTA (C1-C2)
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EXCITATORIA
NEURONIOS NEURONIOS
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A \ 4
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(GIRO POS-CENTRAL — AREA 1)

Figura 1. Principais vias ascendentes nociceptivas de cabeca, regido cervical alta (C1,
C2), tronco e membros até cortex somestésico (Pacak & Palkovits, 2001; Messlinger, 2006).

O trato espinotalamico medial (ou via paleoespinotalamica) é mais antigo na escala de
evolugdo. Ao contrario do trato lateral, tem varias esta¢Oes sinapticas. A partir da medula
espinhal, projeta-se para o talamo medial e, dai, difusamente para o cortex cerebral de ambos
os hemisférios cerebrais. Perde-se, assim, a somatotopia dos estimulos percebidos. Projeta-se
também para a substancia cinzenta periaquedutal, o que pode representar importante ligacao
entre vias ascendentes e descendentes da dor. Fibras colaterais do trato medial alcangam o

sistema reticular ativador e hipotalamo, sendo responsdaveis pela resposta de alerta observada

24




em associacdo a presenca de dor. Sua projecdo para estruturas do chamado sistema limbico
explica o aparecimento das respostas emocionais desagradaveis (Bear et al., 1996; Chudler e
Bonica, 2001; Morgan e Mikhail, 1996; Terman e Bonica, 2001). Devido as multiplas estacdes
sindpticas, a via paleoespinotaldamica é a que mais se presta a influéncia moduladora de outros

sistemas centrais (Bear et al., 1996; Chudler e Bonica, 2001; Terman e Bonica, 2001).

2. MODULAGAO DA DOR

A transmissdo de estimulos nocivos desde a periferia até os centros cerebrais ndo é um
processo linear. Circuitos em diferentes niveis tém a capacidade de alterar marcadamente a
passagem dos impulsos e, portanto, a resposta a estimulagdo nociva. O balan¢o da atividade
entre circuitos excitatérios e inibitdrios determinard quais serdo as informac¢des que chegardo
ao cérebro. A modulacdo da dor pode ocorrer perifericamente, em medula espinhal e
estruturas supra-espinhais. Esta modulacdo pode ser inibitéria ou facilitatéria (Figura
2)(Chudler e Bonica, 2001; Millan, 2002; Morgan e Mikhail, 1996; Terman e Bonica, 2001).

A modulacdo periférica se expressa por meio do fendmeno de sensibilizacdo. Apds
estimulacdo repetida, os nociceptores podem apresentar resposta aumentada a estimulos
nocivos ou adquirir responsividade maior a quaisquer estimulos, incluindo os ndo-nocivos.

A diminuicdo do limiar de dor, chamada de hiperalgesia, pode ser gerada por
sensibilizacdo periférica, com ativacdo de nociceptores (Basbaum e Jessell, 2000; Levine et al.,
1986, 1984, 1993; Markenson, 1996) ou de segundos mensageiros (Taiwo e Levine, 1989,
1991). Mediadores liberados pelo tecido lesado, como prostaglandina E2, prostaciclina,
adenosina, bradicinina, potassio e serotonina (5-HT), podem atuar diretamente no nociceptor,
ativando-o e produzindo hiperalgesia primdria (Basbaum e Jessell, 2000; Cesare e
McNaughton, 1997).

O nociceptor produz substdncia P e CGRP (peptideo relacionado ao gene da

calcitonina). A substancia P liberada age em mastdcitos, liberando histamina. Esta, por sua vez,
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excita diretamente o nociceptor e provoca extravasamento de CGRP para o plasma. Ha
vasodilatacdo, edema e liberagdo adicional de bradicinina, sensibilizando ainda mais o
nociceptor. Isto caracteriza a hiperalgesia secundaria (Basbaum e Jessell, 2000; Cesare e

McNaughton, 1997).

Cértex
pré-frontal

Hipotalamo

Corpo
amigdaldide

Nicleo

Substincia pré-tetal anterior
cinzenta central
Mesencéfalo
Locus
ceruleus
Niicleos da rafe

Fibras descendentes
noradrenérgicas
e serotoninérgicas

'--3-— Trato lateral
dorsal

Figura 2. Vias do sistema central descendente de modulagdo da dor. O ponto central
das sinapses é a substancia cinzenta periaquedutal. E ativada por aferéncias hipotaldmicas,
cortex frontal e sistema limbico. Também recebe aferéncias medulares. Neurdnios
glutamatérgicos excitatorios da substancia cinzenta (vermelhos) fazem comnexdo com os
neurdnios serotoninérgicos do nucleo da rafe e noradrenérgicos do locus coeruleus (ambos em
azul). Seus axonios sequem pelo trato dorsolateral e terminam direta ou indiretamente nos
neurOnios de projecdo que conduzem a dor, bloqueando a transmissdo do impulso
nociceptivo. (Adaptado de Schiinke et al., 2007)
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Apds estimulacdo prolongada, a hiperalgesia pode persistir, mesmo quando cessam a
resposta inflamatdria e a dor. Neste caso, diante de um estimulo, mesmo leve, se restabelece
o estado hiperalgésico anterior, fenOmeno denominado de “memdria periférica da dor”.
Estados hiperalgésicos também podem ser causados por sensibilizacdo central, fen6meno em
gue os neurdnios nociceptivos do corno dorsal da medula espinhal tém sua sensibilidade
aumentada a estimulagdo sensorial (Chudler e Bonica, 2001; Terman e Bonica, 2001).

No que se referem a modulacdo central, diversos mecanismos contribuem para o
fendmeno de sensibilizacdo em medula espinhal, sendo, portanto, facilitadores da dor. Estudos
tém demonstrado que dano tecidual pode causar expansdo dos campos receptivos e
diminui¢do no limiar de excitabilidade dos neurénios do corno dorsal da medula, fazendo com
gue pequenos estimulos passem a desencadear respostas exageradas (alodinia), dor com
estimulos subliminares (hiperalgesia) ou até mesmo dor espontanea (Chudler e Bonica, 2001;
Terman e Bonica, 2001). Tal mecanismo contribuiria para dores cronicas, como a do membro
fantasma, em que, mesmo apds amputacdo, o paciente se queixa de dor com localizacdo e
intensidade similares as apresentadas antes da cirurgia (Chudler e Bonica, 2001; Marbach,
1996; Terman e Bonica, 2001). Os mediadores neuroquimicos envolvidos com o fenémeno de
sensibilizacdo central incluem substancia P, VIP, colecistocinina, angiotensina, galanina,
glutamato e aspartato.

A modulagdo central inibitéria da dor pode se ocorrer por meio de mecanismos
existentes no proéprio segmento medular que recebe os impulsos ou da atividade de vias
descendentes (com origem supra-espinhal) (figura 2). O sistema modulador supra-espinhal
provavelmente mais conhecido tem origem na substancia cinzenta periaquedutal (regido
ventro-lateral), onde mecanismos inibitérios encefalinérgicos e adrenérgicos contribuem para
a modulacdo central da dor. Estimulacdo elétrica e administracdo local de morfina naquela

estrutura produzem marcada analgesia, tanto em animais quanto em seres humanos (Chudler
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e Bonica, 2001; Pleuvry e Lauretti, 1996; Terman e Bonica, 2001). Da substancia cinzenta
periaquedutal partem fibras para o bulbo, especificamente para o niucleo magno da rafe e a
formacao reticular bulbar, e dai originam-se fibras descendentes que percorrem o funiculo
dorsolateral da medula, terminando na lamina Il do corno dorsal da medula (Chudler e Bonica,
2001; Terman e Bonica, 2001). As vias inibitorias adrenérgicas partem primariamente de
substancia cinzenta periaquedutal e formacdo reticular. Vias serotoninérgicas partem do
nucleo magno da rafe e dirigem-se para o corno dorsal através do funiculo dorsolateral. O
sistema opidide enddégeno tem origem primariamente em formacao reticular e nidcleo magno
da rafe, com liberacdo de encefalinas, que atuam pré-sinapticamente, hiperpolarizando
neurdnios aferentes primarios na medula espinhal e inibindo a liberagdo de substancia P.
Também parece haver inibicdo pds-sindptica por opidides (figura 2)(Chudler e Bonica, 2001;
Terman e Bonica, 2001).

A inibicdo segmentar de estimulos nociceptivos teve como base a teoria do portao de
Melzack e Wall (1965). Estes autores propuseram a existéncia de um sistema de controle em
medula espinhal que modularia os impulsos vindos da pele, antes que houvesse percepcao e
resposta a dor. Nesse contexto, os neurbnios encefalinérgicos encontrados na lamina Il da
medula espinhal (interneurdnios) seriam o equivalente neuro-humoral do conceito
neurofisiolégico da comporta espinhal da dor proposto por aqueles autores (Chudler e Bonica,
2001; Terman e Bonica, 2001).

Neurdnios encefalinérgicos exercem papel fisiolégico inibitério, modulando a
informagdao em nivel de primeira sinapse central. A inibicdo da atividade de neurdOnios
medulares de segunda ordem e do trato espinotalamico, por meio da ativacdo de fibras
aferentes de maior didmetro relacionadas a sensac¢do epicritica, segue o modelo da teoria do
portdo e explica como a estimulagdo mecanica pode aliviar a dor. Friccionar, por exemplo, o
cotovelo imediatamente apés um traumatismo leve reduz a dor. De forma similar, a

estimulacdo nociva em areas nao contiguas do organismo inibe neurdnios de segunda ordem
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em varios niveis da medula, de modo que a presenca de dor em uma regido do organismo
tende a inibir o seu aparecimento em outras regiées (Chudler e Bonica, 2001; Terman e Bonica,
2001).

Os aminodcidos glicina e 4acido gama-aminobutirico (GABA), que atuam como
neurotransmissores inibitdrios, parecem exercer importante papel na inibicdo segmentar da
dor. O GABA é considerado o principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central.
Em nivel de medula espinhal, sua atuacdo se faz por meio de receptores GABA, e GABA; O
canal i6nico associado ao receptor GABA, é seletivo para ion cloreto. Quando GABA se liga ao
seu receptor, o influxo de CI" faz com que a célula se hiperpolarize (Waxham, 1999).
Picrotoxina, um potente antagonista GABA,, parece se ligar dentro do canal, impedindo o fluxo
de CI" para dentro da célula (Waxham, 1999). Quanto aos receptores metabotrépicos GABAg,
sua ativacdo aumenta a condutancia da membrana celular ao potassio, tornando a
despolarizacdo mais dificil. A ativacdo de receptores de glicina, por sua vez, aumenta a
condutancia da membrana ao cloro. A acdo da glicina é mais complexa que a do GABA por
também ter efeito facilitatério sobre receptores glutamatérgicos de tipo NMDA (N-metil-D-
aspartato) (Bormann, 1988).

Outro importante sistema de neurotransmissores envolvido na modulagao inibitéria da
dor é o sistema opidide. Os opidides enddgenos, que compreendem endorfinas, dinorfinas e
encefalinas, se ligam com grande afinidade a receptores especificos. Estes podem ser de trés
tipos: mu, delta e kappa. Em neur6nios da medula espinhal, seu efeito predominante é
diminuir o disparo neuronal. A ligacdo em receptores pré-sinapticos faz com que a liberagao de
neurotransmissores envolvidos nas vias da dor seja reduzida. A estimulacao de receptores pds-
sindpticos inibe a neurotransmissao por produzir hiperpolarizacdo e reduzir, assim, a atividade
evocada. Um terceiro mecanismo envolve a inibicdo de determinado neurdnio, que, por sua

vez, inibe um neurdnio inibitério. Uma vez que a inibicdo do neurdnio inibitério ndo estd
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ocorrendo, este pode ser ativado e exercer seu papel na circuitaria neuronal (Chudler e Bonica,

2001; Gutstein e Akil, 2001; Marsh et al., 1997; Terman e Bonica, 2001).

3. DORES CEFALICAS

As dores cefalicas (cefaléias ou dores de cabeca) constituem entidade clinica
conhecida hd muito séculos. Ja eram referidas nas culturas mais antigas. Egipcios, conforme os
manuscritos médicos do Papiro de Ebers (encontrado em Tebas e datado de 1550 a.C.),
Hipdcrates, Galeno e manuscritos gregos ja faziam referéncia a essa queixa extremamente
comum na populagdo (Waeber e Moskowitz, 2003).

O termo cefaléia engloba dores de diferentes tipos, a maioria de carater benigno. O
sistema de classificacdo e definicdo proposto por International Headache Society (IHS), em sua
segunda edi¢cdo (Headache Classification Subcommittee of the IHS, 2004), embora ndo seja
perfeito, é atualmente o mais aceito, pelo menos para propdsitos de pesquisa (Welch, 2001).
Dentre as dores de cabeca, sdo mais freqiientes as do tipo tensional, mas enxaquecas sdo mais
dolorosas e mais vezes condicionam a procura por atendimento médico (Ferreira e Perla,
2007).

A importancia do estudo das cefaléias relaciona-se ao consideravel impacto que traz
nos ambitos pessoal, sociocultural e econémico (Waeber e Moskowitz, 2003).

Na tabela 1, sdo apresentados tipos e subtipos de cefaléias primarias (Headache

Classification Subcommittee of the IHS, 2004).
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Tabela 1. Classificacdo de cefaléias primarias, segundo critérios de International
Headache Society (Headache Classification Subcommittee of the IHS, 2004).

1. Migranea (enxaqueca)
1.1. Migranea sem aura (comum ou hemicrania simples)
1.2. Migranea com aura (classica)
1.2.1. Aura tipica com cefaléia migranosa
1.2.2. Aura tipica com cefaléia ndo-migranosa
1.2.3. Aura tipica sem cefaléia
1.2.4. Migranea hemiplégica familiar
1.2.5. Migranea hemiplégica esporddica
1.2.6. Migrdnea do tipo basilar
1.3. Sindromes periddicas da infancia que sao precursoras freqiientes de migranea
1.3.1. Vomito ciclico
1.3.2. Migranea abdominal
1.3.3. Vertigem paroxistica benigna da infancia
1.4. Migranea retiniana
1.5. Complicacdes da migranea
1.5.1. Migranea cronica
1.5.2. Estado migranosa (enxaquecoso)
1.5.3. Aura persistente sem infarto
1.5.4. Infarto migranoso (enxaquecoso)
1.5.5. Crises desencadeadas por migranea
1.6. Provavel migranea
1.6.1. Provavel migranea sem aura
1.6.2. Provavel migranea com aura
1.6.3. Provavel migranea cronica
2. Cefaléia tipo tensional
3. Cefaléia em salvas e outras trigeminalgias auton6micas
4. Outras cefaléias primarias
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Dentre as dores de cabeca de etiopatogenia vascular, a migranea (ou enxaqueca) nao é
apenas um dos tipos mais comuns de cefaléia, mas, também, uma sindrome neuroldgica.
Caracteriza-se pela presenca de dores de cabeca recorrentes, unilaterais ou bilaterais,
geralmente de carater pulsatil, com intensidade moderada a intensa, precedidas ou ndo por
sinais neurolégicos focais denominados de aura. Usualmente acompanham-se de nduseas,
vomitos, fonofobia e fotofobia. As crises podem perdurar por 4 a 72 horas. Alguns sintomas
premonitdrios podem aparecer horas ou dias antes da cefaléia, incluindo anorexia,
hiperatividade, depressao, irritabilidade, bocejos repetidos, dificuldades de memdria, desejos
por alimentos especificos e sonoléncia (Schoen, 1997; Silberstein et al, 1997, 2001).

Quando ocorrem crises em 15 ou mais dias do més, durante mais de 3 meses, na
auséncia de abuso de medicacdo, a migranea é denominada de crbnica. Essa situacdo pode
causar incapacitacdo pela dor e afetar a execucao de atividades didrias e a qualidade de vida

(Headache Classification Committee of the International Headache Society, 2004).

4. PROCESSO INFLAMATORIO VASCULAR NEUROGENICO

Ha mais de um século, foi observado que a ativacdao de neurdnios do ganglio da raiz
dorsal resulta em sinais inflamatérios e vasodilatacdo, sugerindo que essas células ndo apenas
conduzem informacdes aferentes a medula, como também podem apresentar funcdo
eferente: a fibra sensitiva conduz nos dois sentidos (Bayliss, 1901). Hoje, sabe-se que a
ativacdo sensitiva axonal reflexa leva a liberacdo de neurotransmissores (nonadrenergic,
noncholinergic neurotransmitters — NANC) na periferia, contribuindo para aquelas
manifestacdes inflamatdrias e vasculares (Lundberg, 1996).

Neurénios do corno da raiz dorsal da medula podem apresentar atividade ortodromica
e antidromica. Ndo s6 conduzem estimulos aferentes (atividade ortodrémica), como também
sdo capazes de apresentar fungdes eferentes (atividade antidromica). A ativacdo de terminais

periféricos de nervos sensoriais, por meio de despolarizacdo local, é capaz de liberar
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substancias bioativas, por meio de reflexo axonal ou reflexo da raiz dorsal. Essas substancias,
por sua vez, atuam na periferia, em células-alvo como mastdcitos, células imunes e células
vasculares de musculos lisos, produzindo inflamacdo. O processo é caracterizado por
hiperemia local (secundéria a vasodilatacdo local), edema (secundario ao extravasamento
plasmatico) e hipersensibilidade (secundaria a alteragGes na excitabilidade de neurdnios
sensoriais). Esse fenbmeno é denominado de “inflamacdo neurogénica”, que resulta da
liberacdo de substancias de terminais nervosos sensoriais primarios (Bayliss, 1901; Durnett e

Vasko, 2002).

5. FISIOPATOGENIA DAS DORES CEFALICAS

O mesmo fendmeno de ativagdo antidromico observado em ganglio da raiz dorsal da
medula espinhal pode ser evidenciado em meninges e seus vasos. A relagdo funcional das
fibras trigeminais com os vasos deu origem a expressdo “sistema trigeminovascular”
(Moskowitz, 1984). A fisiopatogenia das dores cefélicas de etiologia vascular, como enxaqueca
e cefaléia em salvas, esta associada a ativacado de fibras aferentes primdrias que inervam vasos
sangliineos cefalicos ou meningeos do cérebro, relacionados ao sistema trigeminovascular
(STV) (Moskowitz, 1984) (Figuras 3, 4).

Existem trés tipos de fibras nervosas na parede dos vasos cranianos, sobretudo entre
as camadas adventicia e média e na prdpria camada adventicia. Estas fibras apresentam, na
porgdo pré-sindptica, compostos vasoativos, que sdo liberados pelo estimulo nervoso. Sao
fibras simpdticas (oriundas principalmente do géanglio cervical superior), parassimpaticas
(projecGes nervosas aferentes do ganglio esfenopalatino) e sensoriais de tipos Ad e C (primeiro
neurdnio do sistema trigeminovascular) (Edvinsson e Uddman, 2005; Pietrobon e Striessing,
2003)(Figura 4). Aqueles compostos interagem com substadncias vasorreguladoras presentes na
corrente sanguinea e/ou no vaso, contribuindo para a regulacdo do tono vascular, além de

serem também responsdveis pelo desencadeamento da chamada reacdo inflamatéria
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neurogénica, principalmente em vasos durais, que se caracteriza pelo extravasamento de

proteinas, mastdcitos e plaguetas (Edvinsson e Uddman, 2005; Uddman e Edvinsson, 1989).

DOR CEFALICA >

DILATACAO DOS
VASOS MENINGEOS
E CRANIANOS

FATORES
DESENCADEANTES
E PREDISPOSICAO
INDIVIDUAL
GANGLIO <
DE GASSER
EXCITABILIDADE
CORTICAL
GLUTQMATO
SUBSTANCIA P

NUCLEO

NUCLEO SALIVATORIO

CGRP, PACAP, SUBSTANCIA P
NEITROOUININA A

VIP
OXIDO NITRICO
ACETILCOLINA

NORADRENALINA
NEUROPEPTIDEO Y
ATP

GANGLIO
PTERIGOPALATINO

PARASSIMPATICO

SENSITIVO
DO NERVO
TRIGEMEO

SUPERIOR

‘d
¥

MODULACAO DESCENDENTE DA DOR

ENCEFALINA
GABA

TRATO TRIGEMINOTALAMICO

, TALAMO
(NUCLEO MEDIAL POSTERO-VENTRAL)

CORTEX SOMATOSSENSITIVO PRIMARIO
GEDOR?’

HIPOTALAMO
SISTEMA LIMBICO

A 4

SEROTONINA NORADRENALINA
NUCLEO
MAGNO DA
RAFE
NUCLEO LOCUS
DORSAL DA COERULEOS
RAFE
ADRENALINA,
ENCEFALINA
SUBSTANCIA CINZENTA
> PERIAQUEDUTAL

Figura 3. Relagdes entre vias aferentes e eferentes dos mecanismos desencadeadores
e neuromoduladores de dores cefédlicas (Moskowitz, 1984; Uddman, 1989; Vincent, 1998;

Pietrobon, 2003; Edvinsson, 2005).

CGRP (peptideo liberador do gene da calcitonina), GABA (acido gama-aminobutirico),
VIP (peptideo intestinal vasoativo), PACAP (pituitare adenylate cyclase activating peptide).
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Figura 4- Vias neuronais envolvendo a ativagao trigeminovascular e o processo da dor
(IV, quarto ventriculo; ACh, acetilcolina; CGRP, peptideo relacionado ao gene da calcitonina;
LC, locus coeruleus; PAG, subtancia cinzenta periaquedutal; MRN, ntcelo magno da rafe; NKA,
neuroquinina A; NO, éxido nitrico; SP, substancia P; SPG, ganglio esfenopalatino; SSN, nucelo
salivatério superior; TG, ganglio trigeminal; TNC, nudcelo caudal do trigémeo; VIP, peptideo
vasoativo intestinal )(Adaptado de Pietrobo e Striessnig, 2003).
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No que se refere a regulacdo do tono vascular pelo sistema nervoso vegetativo, as
fibras simpaticas, originadas do ganglio cervical superior, contém, além de noradrenalina (NA),
o neuropeptideo Y (NPY), que apresenta atividade vasoconstritora (Uddman e Edvinsson,
1989). As fibras parassimpaticas, originadas no ganglio esfenopalatino, contém acetilcolina
(Ach), um convencional vasodilatador dependente do endotélio, e outros compostos, como o
peptideo intestinal vasoativo (VIP). Estas fibras também sdo capazes de liberar éxido nitrico
(NO) (Lundberg, 1996).

Fibras sensitivas também funcionam nesse caso como fibras eferentes do sistema
nervoso vegetativo. Assim como outros neurdnios sensoriais primarios, os nervos trigeminais
sdo iniciadores criticos e promotores de inflamagdo tecidual. Sua ativacdo libera de seus
terminais aferentes substancias vasoativas, como CGRP (peptideo relacionado ao gene da
calcitonina), substancia P (SP) e neuroquinina A (NKA), que atuam como potentes
vasodilatadores, por meio da via de NO. O evento final é o desencadeamento de uma reacao
inflamatéria no tecido alvo, sendo, nesse caso, os vasos sanglineos cerebrais (Figura 5)
(Lizasoain e Leira, 2003; Moskowitz, 1984).

Fibras trigeminais ndo-mielinicas do tipo C, além da funcdo ortodrémica, liberam
distintos neurotransmissores na periferia por estimulacdo antidrémica: substancia P (SP),
CGRP, dinorfina B, pituitare adenylate cyclase activating peptide (PACAP), além de outras
taquiquininas, como neuroquinina A (NKA) (Vincent, 1998; Edvinsson e Uddman, 2005).

Dependendo do sitio de a¢do, a substancia P pode provocar vasodilatagdo menos
intensa e de mais curta duracdo, podendo atuar como neuromodulador do tono vascular. O
CGRP, potente vasodilatador presente em grande quantidade na divisdo oftdlmica do nervo
trigémeo, também pode ter efeito neuromodulador. Embora ndo determine extravasamento
de proteinas, ele pode aumenta-lo por meio da facilitagdo da acdo de SP (Vincent et al., 1992;

Le Greves et al., 1985).
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Figura 5. Inflamacdo Neurogénica. A ativacdo neuronal resulta em liberacdo de
substancias vasoativas, que levam a vasodilatacdo, extravasamento plasmatico e sensibilizacdo
de terminais nervosos nociceptivos, resultando em dor (Adaptado de Lizasoain e Leira, 2003;
Moskowitz, 1984).

Experimentos de Furchgott e Zawadzki (1980) demonstraram que a vasodilatagdo
induzida por acetilcolina sé ocorria com a influéncia de fatores endoteliais, especialmente por
meio da liberacdo de NO, sintetizado a partir de L-arginina, por acdo da enzima oéxido nitrico
sintase (nitric oxide synthase ou NOS, em inglés). Além de vasodilatador, o 6xido nitrico
apresenta atividade neurotransmissora, havendo evidéncias da presenca de NOS em fibras
nervosas, inclusive perivasculares (Furchgott e Zawadzki, 1980; Moncada et al., 1991; Goadsby
et al., 1996).

Estudos de Olesen e colaboradores (1995) demonstraram que o0s principais
neuropeptideos relacionados a inflamag¢dao neurogénica ndo causam dor per se. Contudo,

cogitaram a hipdtese do NO ser molécula algégena na enxaqueca. Assim, a ativacdo da via NO
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e a conseqiiente estimulacdo de GMPc podem causar crises de cefaléias. Paralelamente,
farmacos que atuam inibindo as etapas da via NO-GMPc ou antagonizando os efeitos de
metabdlitos gerados por esta via podem agir como anti-enxaquecosos (Silberstein et al, 1997;
Schoen, 1997; Zuckerman, 2000).

Acredita-se que sistemas enddgenos de analgesia também estariam alterados na
presenca de enxaqueca, pela deplecdo de monoaminas e opidides enddégenos. Possivelmente,
tais alteracdes seriam facilitadas por predisposicdo hereditdria (Silberstein et al, 1997; Schoen,
1997; Zuckerman, 2000).

Além disso, observam-se inimeras variagdes bioquimicas, tanto na crise, quanto no
periodo intercritico, em individuos que apresentam enxaqueca, como, por exemplo, as que
envolvem serotonina, glutamato e magnésio (Zuckerman, 2000). Receptores serotoninérgicos
(5HT1g/10) parecem estar envolvidos na regulagdo desse processo, pois 0 mesmo é inibido pelo
uso de agonistas, como o sumatriptano (classico farmaco anti-enxaquecoso) (Lizasoain e Leira,
2003).

O extravasamento plasmdtico em dura-mater pode estar envolvido na génese da dor
relacionada as dores cefélicas do tipo enxaqueca (Lizasoain e Leira, 2003). Esse mecanismo é
similar ao descrito no reflexo axonal (Bayliss, 1901).

Tais achados suportam a teoria de que as cefaléias vasculares seriam resultantes de

uma alteracdo neurobioldgica que refletiria disturbios na interagdo entre o nervo trigémeo e o
drgdo alvo (vasos sanglineos cerebrais) (Lizasoain e Leira, 2003; Moskowitz, 1984).

Sendo assim, o desenvolvimento do quadro de cefaléia poderia ser resumido na
seqliéncia de eventos a seguir, que ocorrem posteriormente a estimulacdo do sistema
trigeminovascular (Figura 1). Ocorreria sintese e transporte de mediadores nociceptivos (como
prostaglandinas, histamina, serotonina e bradicinina), por meio do sistema circulatorio, até

receptores especificos, localizados em fibras sensoriais perivasculares. A ativacdo destas fibras

desencadearia despolarizacdo e liberacdo de substdncias neuroativas em grandes vasos
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sanglineos durais. Paralelamente, estimulos nociceptivos também seriam transmitidos ao
nucleo caudal do trigémeo (NCT) e, dele, para estruturas nervosas superiores (Moskowitz,

1984; Uddman, 1989; Vincent, 1998; Pietrobon, 2003; Edvinsson, 2005).

6. DOR CEFALICA E OXIDO NITRICO

Oxido nitrico (NO) é gas endégeno, com alta taxa de difus3o. E sintetizado a partir do
nitrogénio do terminal guanidino da molécula de L-arginina, por meio de sua conversdo em
citrulina, por acdo da enzima odxido nitrico sintase (NOS) (Thomsen e Olesen, 1997).

A enzima oOxido nitrico sintase é descrita em varias estruturas: endotélio vascular,
neuronios de Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso Periférico, fibras musculares
lisas de vasos sanglineos, fibras musculares miocardicas, macréfagos, neutréfilos e células
gliais, como as micrdglias (Thomsen e Olesen, 1997). Ela existe em trés isoformas: duas
(neuronal e endotelial) sdo denominadas “constitutivas” e uma, “induzida”.

As formas “constitutivas” de NOS s3o dependentes de Ca**/Calmodulina e liberam NO
de endotélio (eNOS) e neurdnios (nNOS). Essa liberagdo é potencializada por estimulacdo de
varios receptores especificos ligados a membrana celular, como aqueles ligados a glutamato,
bradicinina, serotonina, acetilcolina, histamina, substancia P e CGRP (Figura 6) (Thomsen e
Olesen, 1997).

O oxido nitrico endotelial € um dos maiores responsaveis pela dilatacdo vascular. A
forma neuronal pode atuar como efetor em neurénios capazes de induzir vasodilatagao, de
modo que o NO produzido age como neurotransmissor ou como parte de um sistema de
segundo mensageiro (Kerin et al., 2001; Olesen e Thonsen, 2001; Myers, 1999).

A forma “induzida” (iNOS) funciona independentemente de calcio. E capaz de gerar
NO, por periodo prolongado de tempo e em grandes quantidades, em resposta a endotoxinas
e citocinas. Muitas ac¢0es fisioldgicas sdo mediadas por meio da ativacao dessa via. Além de

estar envolvida na regulacdo cerebrovascular (vasodilatacdo neurogénica dependente do
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endotélio), também participa da neurotransmissdao nociceptiva (Thomsen e Olesen, 1997;
Myers, 1999; Kerin et al., 2001; Olesen e Thonsen, 2001).

A vasodilatacdo dependente do endotélio é importante para a regulacdo das
atividades cerebrovasculares e para a vasodilatacdo neurogénica mediada por fibras
perivasculares. Estas ultimas fibras sao reguladas pelo NO, por meio da ativacdo de neurdnios
ndo-adrenérgicos e ndo-colinérgicos (nonadrenergic, noncholinergic neurotransmitters —
NANC) (Lundberg, 1996; Thomsen e Olesen, 1997).

A neurotransmissdo envolvendo éxido nitrico no SNC é importante para percepcao da
dor (hiperalgesia), podendo também contribuir para a transmissdo sensorial de nervos
periféricos (Thomsen e Olesen, 1997). NO pode estimular a liberacdo de CGRP de terminais

nervosos perivasculares, atuando na reac¢do inflamatdria neurogénica (Wei et al., 1994).
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Figura 6. Sintese de NO endotelial. NOS endotelial é estimulada pelo calcio intracelular
a produzir NO, que se difunde para musculo liso e ativa a guanilato ciclase (GC). Esta enzima
catalisa a producdo de GMPc e a ativagdo de proteinas quinases . O resultado é a estimulagdo
da bomba de calcio, que transportara este ion para fora da fibra muscular, gerando
relaxamento muscular e vasodilatacdo. Compostos nitrosos agem como doadores de NO e
atuam por essa mesma via para gerar vasodilatagao (Thomsen e Olesen, 1997).
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NO ndo atua diretamente em musculo liso vascular, mas, sim, por meio de um
segundo mensageiro purinico, a guanosina monofosfatada ciclica ou GMPc. NO ativa a
guanilato ciclase soluvel, promovendo a transformacdo de guanosina trifosfatada (GTP) em
GMPc e a reducdo nos niveis de Ca*” intracelular. Esse segundo mensageiro gera alteracdes
bioquimicas que culminardo na abertura de canais iGnicos (de calcio e potassio) dependentes
de adenosina trifosfato (ATP). Assim, ocorre relaxamento da musculatura lisa vascular e
conseqliente vasodilatagdo (Figura 6) (Thomsen e Olesen, 1997; Myers, 1999).

Diferentemente da maioria dos neurotransmissores, NO ndo é desativado por
recaptacdo, nem por degradacdo enzimatica. Possui meia-vida de cerca de 5 a 30 segundos.
Depois de sintetizado, é prontamente convertido em didxido de nitrogénio (NO,), que, por sua
vez, é rapidamente convertido em suas formas mais estaveis: nitrito (NO,’) e nitrato (NO3’), por
meio de vias oxidativas mediadas por oxigénio ou superdxidos. Varios compostos nitrosos
organicos (nitroglicerina) e inorgénicos (nitrato/nitrito — amil-nitrito) podem originar NO por
catalisagcdo enzimatica (Myers, 1999). A biotransformacdo dos nitratos organicos é resultado
da hidrdlise redutiva catalisada pela enzima hepatica glutationa redutase. Duas moléculas
desta enzima, na forma reduzida, reagem com uma de nitroglicerina, oxidando-se e formando
1,3 ou 1,2-gliceril-dinitrato.

A ocorréncia de cefaléia como rea¢do adversa ao uso de nitratos foi primeiramente
observada Ascanio Sobrero na metade do século IXl. Este pesquisador, ao sintetizar
nitroglicerina, observou que tal composto era capaz de desencadear cefaléia quando
administrado por via oral (Marsh e March, 2000). Os classicos estudos de Wolff (1929) também
demonstraram esse efeito adverso. Com base nesses dados, Olesen e colaboradores (1993) e
Iversen e colaboradores (1993) propuseram que a patofisiologia da enxaqueca poderia estar
relacionada a uma hipersensibilidade a acdo de NO. Eles demonstraram que a cefaléia induzida
por nitroglicerina (NTG) é mais grave em pacientes enxaquecosos, sendo que a mesma

melhora, de maneira consistente, apds a administracdo de inibidores de NOS. Durante
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episodios de cefaléia induzida por NTG, existe aumento na concentragdo plasmatica de CGRP,
efeito que também é observado em vdrias cefaléias primdrias, como enxaqueca, cefaléia em
salvas e cefaléia hemicrania paroxistica (Myers, 1999). Além disso, estudo experimental em
ratos demonstrou maior expressado de c-fos no nucleo trigeminal caudal apds a administracado

sistémica de nitroglicerina, em compara¢do com o controle (Tassorelli e Joseph, 1995).

7. TRATAMENTO DAS DORES CEFALICAS

O tratamento de dores crbénicas é complexo, obtendo-se mais sucesso com acdes
multidisciplinares (Ferreira e Perla, 2007). A abordagem é direcionada para reabilitacdo e
manejo sintomatico do quadro, mais do que para a cura (Hans e Hansen, 1999). Deve ser
iniciada precocemente, ja que estimulos nociceptivos prolongados e generalizados aumentam
a excitabilidade em sistema nervoso central, e dores persistentes podem induzir danos
organicos e emocionais (Mailis e Papagapiou, 1993). Seu manejo farmacolégico centra-se na
interrupgdo de mecanismos que a induzem ou exacerbam (Ferreira e Perla, 2007).

As cefaléias primarias (enxaquecas e cefaléias trigeminalgicas autondmicas), junto com
as neuralgias (de trigémeo e pds-herpética), sdo possivelmente os processos algicos orofaciais
com maior dificuldade de manejo. Este fato deve-se a complexidade do fenémeno doloroso,
bem como a existéncia de conhecimentos inadequados com relacdo a diagndstico e
tratamento (Temenbaum et al., 2001).

O tratamento farmacolégico da enxaqueca, assim como dos demais tipos de dores
cefdlicas, pode ser agudo, para as crises de dor (abortivo), ou preventivo (profildtico). O
tratamento agudo tem por objetivo abolir a progressao das crises de dor de cabeca, enquanto
o preventivo visa reduzir a freqliéncia e a gravidade das mesmas (Silberstein et al., 2001).

No passado, o tratamento agudo da enxaqueca era feito com agentes
antiinflamatdrios ou derivados ergotaminicos. Os primeiros, na maioria das vezes, eram pouco

eficazes, e os Ultimos apresentavam muitos efeitos adversos, principalmente devido a falta de
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seletividade desses agonistas serotoninérgicos. Atualmente, com o advento dos triptanos -
agonistas serotoninérgicos mais especificos, a terapéutica tornou-se mais eficaz e segura
(Silberstein et al., 2001; Silberstein, 2000; Ferreira e Perla, 2007).

Com o decorrer dos anos, o tratamento preventivo também se modernizou e se
tornou mais efetivo. Varios farmacos podem ser utilizados na profilaxia da enxaqueca -
antidepressivos triciclicos, anticonvulsivantes, antagonistas dos canais de calcio e antagonistas
serotoninérgicos. O avango dos estudos referentes a fisiopatogenia das dores de cabeca tem
levado a busca de novos farmacos, vitaminas ou minerais que possam ser utilizados como
agentes profilaticos, como é o caso de riboflavina e magnésio (Morey, 2000a, 2000b, 2000c;

Schoen, 1997; Zuckerman, 2000; Silberstein et al., 2001).

8. MODELOS EXPERIMENTAIS PARA O ESTUDO DAS CEFALEIAS

Com o desenvolvimento neurofarmacolégico das ultimas décadas, surgiu a
necessidade da criacdo de modelos animais que contribuam de maneira significativa para o
melhor conhecimento dos mecanismos fisiopatogénicos das cefaléias, particularmente da
enxaqueca. Na maioria das vezes, esses modelos constituem valiosas ferramentas para a
exploracdo de eventos que compdem o complexo mecanismo neuroquimico e fisiolégico desse
processo neuroldgico, bem como para o estudo de sua correlagdo com achados clinicos
(Tabela 2) (Goadsby e Kaube, 2000).

Geralmente, os modelos experimentais sdo construidos com base na avaliagdo da
resposta nociceptiva, atendo-se ao estudo do tratamento agudo das crises e de estratégias de
manejo preventivo. Na maioria das vezes, eles negligenciam o mecanismo fisiopatolégico e as

possiveis alteracdes comportamentais envolvidas no processo.
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Tabela 2. Achados clinicos observados em crises de enxaqueca e suas possiveis
correlagBes bioldgicas (Adaptado de Goadsby e Kaube, 2000).

Achados clinicos Possiveis explicagdes bioldgicas

(mecanismos e/ou localizagdes)

Distribuicao unilateral da dor Envolvimento trigeminal

Envolvimento nervoso

Envolvimento nuclear

Caracteristica pulsatil da dor Inervagao vascular

Agravamento pelo movimento Inflamagdo neurogénica

Nauseas / VOmitos Ativacdo do Nucleo do Trato Solitario
Fotofobia / Fonofobia Envolvimento de Locus coeruleus

Hiper-excitabilidade cortical

Natureza episédica Canalopatia (?)
Comprometimento global Sistema de controle sensorial aminérgico

Ativacdo de Locus coeruleus
Envolvimento de Nucleo Dorsal da Rafe

Envolvimento de Substancia Cinzenta Periaquedutal

Os modelos animais para o estudo das cefaléias podem ser divididos em dois grupos:
simples e complexos. Os primeiros sdo mais bem aplicados em pesquisas farmacolégicas,
destacando-se os modelos de vasos isolados, de receptores clonados e de cultivo celular. Os
modelos complexos sdo empregados para a avaliagdo dos mecanismos envolvidos na teoria da
inflamacdo neurogénica vascular. Podem ser utilizados para a investigacdo dos componentes
fisioldgicos da enxaqueca, como sistemas nociceptivos, mecanismos inflamatdrios e reacdes
vasculares (Lizasoain e Leira, 2003).

N3do hd modelo ideal que mimetize uma crise de enxaqueca. Os existentes apresentam
vantagens e desvantagens. Modelos complexos, assumindo a hipdtese de que ha integracdo
neurogénica e vascular no processo fisiopatogénico das cefaléias, seriam aqueles que melhor
refletiriam a realidade (Lizasoain e Leira, 2003). Nesse grupo, destacam-se os modelos a seguir

(Tabela 3).
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8.1 Modelos vasculares in vivo para estudos farmacolégicos

Os modelos em animais foram desenvolvidos com o objetivo de mimetizar a
vasodilatagdo extracraniana relacionada a cefaléias vasculares, como a enxaqueca. Embora
muitos deles sejam essencialmente vasculares, também exploram componentes neurogénicos,
como aqueles nos quais é administrada, por via intravenosa, capsaicina e investigada a
liberagdo subseqliente de CGRP (Kapoor et al., 2003; Bergerot et al., 2006).

Baseiam-se na teoria de que a vasodilatacdo extra-cerebral exerce papel importante
na fisiopatologia da enxaqueca. Fundamentam-se no fato de que farmacos ergdticos e
sumatriptano, apesar de efetivos para o tratamento das crises de cefaléia, ndo ultrapassam a
barreira hemato-encefélica, apresentando efeito vasoconstritor periférico (Lizasoain e Leira,

2003).

Existem dois modelos fundamentais. Um deles — o modelo de anastomose
arteriovenosa — parte da hipétese de que a vasodilatacdo afeta fundamentalmente
anastomoses arteriovenosas cranianas (AAV), que sdo comunicagles pré-capilares entre
artérias e veias (Heyck, 1969). A vasodilatacdo de AAV determinaria aumento de fluxo em
veias, sem passar pelos capilares. Esse modelo foi muito importante para o avanco do
conhecimento da fisiopatologia da enxaqueca, pois, nele, observou-se que a serotonina produz
dilatacdo arteriolar e vasoconstricao de AAV. Também se mostrou relevante para o estudo de
farmacos anti-enxaquecosos, principalmente aqueles com acdo em receptores especificos.
Nele, tém sido estudados farmacos capazes de contrair vasos cranianos dilatados,
independentemente do mecanismo, como agentes ergéticos, triptanos e inibidores de NO

(Lizasoain e Leira, 2003; Bergerot et al., 2006).
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Tabela 3. Modelos em animais para estudo de dores cefélicas (Bergerot et al., 2006).

Tipo de Modelo

Fungdo/Estrutura

Metodologia

Vascular
(vasoconstricdo ou
vasodilatacdo)

In vitro

In vivo

Neurovascular
Inflamatério
(extravasamento plasmatico - EP)

Ativacdo do Nucleo Trigeminal
Caudal (NTC)

Depressdo Cortical Alastrante

Efeitos de doadores de
oxido nitrico

Veias e artérias isoladas

Leito arterial carotideo
Anastomoses
arteriovenosas
Artérias piais

Sistema Trigeminovascular

Sistema Trigeminovascular
Vias nociceptivas centrais

Vasodilatacdo e ativacao de
neurdnios trigeminais por
depressdo alastrante

Sistema Trigeminovascular
Vias nociceptivas centrais
Interagdo nociceptiva-
autonémica

Efeito de farmacos e
modulacdo de estimulagao
elétrica

Avaliagdo de resisténcia e
diametro vasculares

Inducdo ou inibicdo de EP
por estimulagdo quimica ou
elétrica de nervos e ganglio
trigeminais e avaliagdo com
tracadores radiomarcados
ou corantes vitais

Estimulacdo meningea ou
estimula¢cdo mecéanica/
elétrica de estruturas
inervadas pelo trigémeo

Aplicacdo cortical de cloreto
de potdssio (KCI), expressao
de c-fos no NTC

Respostas nociceptivas,
cerebrovasculares e
neuroquimicas decorrentes
de administragdo central ou
sistémica de nitroglicerina
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8.2 Modelos vasculares in vitro para estudos farmacoldgicos

Nesses modelos sdo utilizados diferentes tipos de vasos sangiineos, incluindo os de
seres humanos, para o estudo de farmacos empregados no tratamento de dores de cabeca. E
método razoavelmente sensivel e, apresentando facil reprodutibilidade, permite o estudo de
muitos compostos em curto periodo de tempo, utilizando-se a mesma preparacdo. Também
permite o estudo dos receptores e neurotransmissores envolvidos (Lizasoain e Leira, 2003,

Bergerot et al., 2006).

8.3 Modelos neurovasculares para estudos farmacoldgicos

Em modelos neurovasculares, é feita a ativa¢cdo do sistema trigeminovascular (STV) por
meio de estimulacdo elétrica, quimica ou imunolégica do ganglio trigeminal, ou mesmo de
seus nervos mais periféricos (Lizasoain e Leira, 2003; Bergerot et al., 2006).

Moskowitz e colaboradores (1984) foram os primeiros a descrever o fendmeno da
inflamacdo neurogénica em meninges de ratos, apds esse tipo de estimulagdo. Estimulo
nociceptivo produz aumento da atividade neuronal, que pode ser evidenciado por meio da
guantificacdo de neurénios que expressam c-fos nas laminas | e Il do nucleo caudal do nervo
trigémeo. Isso desencadeia a liberacdo de peptideos neuro-inflamatérios, como CGRP, SP e
NKA, gque sdo potentes vasodilatadores, agindo de modo dependente do éxido nitrico. Esses
mediadores, além de gerarem extravasamento plasmatico em dura-mater, estdo envolvidos no
mecanismo de dor durante o episddio de cefaléia (Lizasoain e Leira, 2003; Bergerot et al.,
2006).

Em modelos experimentais de cefaléia, antes da estimulacdo do STV, pode ser
administrada, por via intravenosa, albumina 25| ou azul de Evans, com a finalidade de verificar

a ocorréncia de extravasamento plasmatico durante o processo, que seria resultante da
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inflamagdo neurogénica. Para tal, é realizada a medida da quantidade dessas substancias fora
do espaco intravascular (Lizasoain e Leira, 2003; Spokes e Middlefell, 1995).

Entre os modelos neurovasculares, talvez o mais interessante sejam aqueles
relacionados a administracdo sistémica de nitratos organicos, que sdo potentes

vasodilatadores.

9. MODELO NEUROVASCULAR DE ATIVAGAO TRIGEMINAL POR ADMINISTRACAO DE
NITROGLICERINA, POR VIA SISTEMICA

O modelo animal de ativacao do sistema trigeminovascular pela administracao de
nitroglicerina baseia-se na observagdo, em seres humanos, de que este farmaco é capaz de
desencadear cefaléia similar aquelas apresentadas por individuos enxaquecosos, apds varias
horas de sua administracdo, além de reproduzir sintomas premonitérios associados a crises de
enxaqueca (lversen et al., 1989). Este composto também é capaz de desencadear a expressdo
de c-fos no complexo trigeminocervical, indicando ativacdo deste sistema nociceptivo da
regido cervical alta e cranio (Tassorelli e Joseph, 1995).

A nitroglicerina (trinitrato de glicerina; NTG) é um nitrato organico, de curta meia-vida
plasmatica — cerca de 1 a 4 minutos, que pode ser prolongada em tecidos lipofilicos, incluindo
o encéfalo. Este composto é rapidamente metabolizado intracelularmente em NO, que é
importante mensageiro neuronal, com diversas fungdes sinalizadoras, tanto em SNC, quanto
em Sistema Nervoso Periférico (Moncada et al.,, 1991, Bergerot et al., 2006). Sua
metabolizacdo é realizada pela enzima mitocondrial aldeido-D-hidrogenase (Michel, 2006).

Agindo em sistema cardiovascular, a nitroglicerina causa vasodilatacdo, acarretando
diminuicdo da pressao diastdlica e discreta reducdo em resisténcia vascular pulmonar e débito
cardiaco. Em altas doses, é capaz de gerar estase venosa, aumento da resisténcia arteriolar e
reducdo da pressdo arterial (sistolica e diastdlica) e débito cardiaco, podendo acionar

mecanismos autondmicos regulatérios das fungées cardiovasculares (Michel, 2006).
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Repetida ou continua exposi¢do a nitroglicerina pode levar a atenuag¢do da magnitude
de seu efeito farmacoldgico. Essa tolerancia é relacionada a dosagem e freqiiéncia de uso. Esse
fendmeno pode ser resultante de: (a) reducdo da capacidade da musculatura lisa converter
aquele composto em Oxido nitrico (Figura 6), o que é chamado de “tolerdncia vascular
verdadeira”, ou (b) de ativacdo de mecanismos extravasculares (pesudotolerancia). Alguns dos
possiveis mecanismos envolvidos na “tolerancia vascular” sdo: aumento de volume plasmatico,
ativacdo neuro-humoral, deplecdo celular de grupos sulfidrilas e geracdo de radicais livres. O
estresse oxidativo também pode estar relacionado a esse fen6meno, pois ocorre inativacdo da
enzima aldeido-D-hidrogenase mitocondrial nessa circunstancia (Michel, 2006). Fenémeno
interessante, associado a tolerancia a nitratos, é o surgimento de cefaléia cerca de uma
semana apds as primeiras manifestacdes da exposi¢do prolongada a esses compostos. E a
chamada Monday Disease (Marsh e Marsh, 2000; Michel, 2006).

A maioria dos estudos que utilizam nitratos organicos para ativacdo sistémica do
sistema trigeminovascular ndo explora o padrdao comportamental que os animais possam
apresentar (Tabela 3). Alguns utilizam o reflexo de retirada da cauda a estimulo térmico nocivo
(tail-flick latency) como medida nociceptiva, mas outros parametros comportamentais pouco
sdo explorados. Na maioria das vezes, os estudos se atém a medidas imunoistoquimicas, como
a expressdo de c-fos (Tassorelli e Joseph, 1995), ou a parametros eletrofisioldgicos e de fluxo

vascular (Bergerot et al., 2006).

10. DOR OROFACIAL INDUZIDA POR FORMALINA SUBCUTANEA

A regido orofacial é drea densamente inervada pelo nervo trigémeo e, muitas vezes, é
sitio freqliente de dores referida e cronica. Alteragdes clinicas no territdrio trigeminal, como
aumento da sensibilidade cutdnea e hiperalgesia, observadas em cefaléias primadrias e dores
orofaciais em geral, sdo muito sugestivas de anormalidades no sistema nociceptivo trigeminal

(Bartch et al., 2003).
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Existem poucos modelos comportamentais dedicados a avaliagdo de nocicep¢do nessa
area, especialmente no que se refere a sua relacdo com cefaléias. A maioria deles se baseia nas
medidas de limiares nociceptivos ou laténcias apds estimulos nocivos na regido orofacial ou
em estruturas cranianas profundas, como seios venosos e grandes artérias durais (Le Bars et
al., 2001; Lizasoain et al., 2003; Mitsikostas et al. 2001; Raboisson e Dallel, 2004).

Entre os modelos nociceptivos experimentais de dores orofaciais e cefalicas, o teste da
formalina é um dos mais relevantes e o mais preditivo, em termos de aplicabilidade clinica,
guando se estudam dores agudas. Ele avalia a nocicepgao trigeminal por meio da aplicagdo de
estimulo quimico (administracdo subcutanea de formalina) na regido orofacial. Esse modelo
constitui uma adaptacdo do teste da formalina administrada na superficie plantar de animais
(Clavelou et al., 1989; Dubuisson et al., 1977; Raboisson e Dallel, 2004; Raboisson et al., 2004).

A injecdo subcutanea de formalina na pata gera injuria tecidual, com conseqlientes
alteracdes comportamentais e resposta eletrofisiolégica que perduram por minutos até mais
de uma hora. Os achados caracteristicos da resposta comportamental a injecao de formalina (1
a 5%) em roedores é um padrdo nociceptivo bifasico (Pacdk e Palkovits, 2001). Imediatamente
apos a administracdo do estimulo quimico, hd uma fase aguda de nocicepcao, expressa por
resposta comportamental vigorosa (fase 1), que perdura por 3 a 5 minutos. Segue-se uma fase
silente (sem comportamento sugestivo de nocicep¢do), que se inicia 5 a 15 minutos apds a
injecdo e dura de 10 a 15 minutos. Na Ultima etapa (fase 2), ocorre reacao inflamatdria no
tecido periférico, caracterizada por intensa atividade nociceptiva, que perdura por 20 a 60
minutos (Clavelou et al., 1989; Dickenson e Sullivan, 1987; Pacak e Palkovits, 2001).

As principais respostas comportamentais observadas nesse modelo sdo: (1) medida do
numero de reflexos de auto-limpeza (grooming em inglés), dirigidos ao local da injecdo de
formalina, (2) vocalizagcdo espontanea, (3) tremores vigorosos do corpo (shaking em inglés),

associados ao ato de lamber as patas dianteiras e proteger vigorosamente o focinho, e (4)
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trismo. Todos estes comportamentos sdo potencialmente indicativos de dor e disestesia grave
(Anderson et al., 2003).

Segundo Dubuisson e colaboradores (1977), a dor, no modelo nociceptivo trigeminal,
seria inicialmente resultante da reacdo inflamatdria gerada pela ligacdo da formalina as
proteinas teciduais, por meio da formagdo de pontes primarias de carbono (propriedade
fixadora do tecido). Tal reacdo inflamatdria na drea de injecdo persiste por periodo
relativamente longo. Edema de labio superior, por exemplo, pode ser observado até 24 horas
apos. A resposta inicial (fase 1) possivelmente decorre da estimulac¢do direta dos nociceptores,
enquanto a segunda fase deve-se a inflamacdo e sensibilizacdo central (Ichinose et al., 1999).

Estudos eletrofisiolégicos demonstraram que os nociceptores das fibras periféricas Ad
e C, bem como os neurbnios nociceptivos convergentes do nucleo trigeminal espinhal, sdo
excitados pela administracdo de formalina no campo nociceptivo correspondente (Anderson et
al., 2003; Raboisson et al., 2004;).

Leong e colaboradores (2000) observaram que a inje¢do subcutdnea de formalina na
regido da face inervada pelo segundo ramo do nervo trigémeo induz a expressdao do proto-
oncogene c-fos (c-fos) nas laminas | e Il do nlcleo sensitivo trigeminal. Esta expressdo de c-fos
possivelmente seja mediada por dxido nitrico (Leong et al., 1999).

No modelo de injecdo plantar de formalina, receptores glutamatérgicos ionotrdpicos
ndao-NMDA (subtipo cainato GIuR5) parecem mediar a resposta nociceptiva a formalina em
neurdnios do corno dorsal da medula espinhal (Simmons et al., 1998). Ndo ha dados quanto ao
modelo de inje¢do orofacial desse composto.

Entre os principais parametros comportamentais medidos no modelo de administragao
de formalina na drea facial, estd o reflexo de auto-limpeza (grooming) (Raboisson e Dallel,
2004). O mesmo é dirigido para a regido orofacial com o uso do membro (anterior ou
posterior) ipsilateral ao do local da administracido de formalina. Outras medidas

comportamentais, como o numero de cruzamentos (crossings em inglés — medida de
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locomogdo) e o nimero de respostas de orientacdo (rearings em inglés — medida de
comportamento exploratério), e sua associacdo com medidas nociceptivas (tail-flick latency —

laténcia do reflexo de retirada da cauda), sdo pouco exploradas.

Sendo assim, essa Dissertacao teve como objetivo realizar estudos sobre a modulagao
da nocicepcdo mediada por vias trigeminais, em modelo animal correlacionavel com os
quadros de dores orofaciais e cefédlicas em seres humanos. Para tal, foi promovida a ativagado
do sistema trigeminovascular de modos periférico (dor orofacial induzida por formalina) e
sistémico (modelo neurovascular de ativacdo sistémica por administracdo de nitroglicerina).
Pela facilidade técnica e resultados prévios, foram selecionados os modelos descritos por
Clavelou e colaboradores (1989) e Tassorelli e colaboradores (1999) para emprego na presente

Dissertacao.
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Objetivos
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1. OBIJETIVO GERAL

Essa Dissertacdo teve como objetivo geral avaliar parametros comportamentais e
nociceptivos resultantes da associacdo de modelo de ativacdo periférica do sistema
trigeminovascular, baseado na administracdo subcutanea de formalina na regido orofacial,
com modelo neurovascular de ativacdo sistémica, baseado na administracdo intraperitoneal de
nitroglicerina. Para tal, aqueles parametros foram previamente avaliados em cada um dos
modelos propostos isoladamente. Procurou-se, assim, verificar a ocorréncia de uma possivel
sensibilizacao de vias medulares nociceptivas, por meio da avaliagao de respostas nociceptivas

comportamentais geradas por estimulo periférico e sistémico do sistema trigeminal.

2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

2.1. Avaliar parametros comportamentais em campo aberto — nimero de cruzamentos
(crossing), nUmero de respostas de orientacdo (rearing) e tempo gasto em reflexo de
auto-limpeza (grooming) — utilizando o modelo de dor orofacial induzida pela
formalina, a fim de verificar qual deles poderia melhor representar a resposta
nociceptiva nessa situagao.

2.2. Avaliar, no modelo neurovascular de ativagdo trigeminal por administracdo sistémica
de nitroglicerina, o padrao de resposta da medida comportamental previamente
selecionada como representativa de nocicep¢dao em campo aberto (objetivo 2.1).

2.3. Avaliar a resposta nociceptiva, por meio da medida do reflexo de retirada da cauda a
estimulo térmico nocivo (tail-flick latency), em experimento no qual se associam os
modelos de dor orofacial induzida pela formalina e neurovascular de ativacao

trigeminal por administracao sistémica de nitroglicerina.
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Materiais e Métodos
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1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados no estudo ratos Wistar, machos, com idade de 60 dias ao inicio dos
experimentos, pesando entre 200 e 300 gramas, provenientes do Centro de Reproducdo de
Animais de Laboratério (CREAL) do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Os animais foram mantidos em caixas-moradia confeccionadas em plexiglass, medindo
41 cm de altura, 34 cm de largura e 16 cm de profundidade, com fundo recoberto por
serragem. Foram submetidos a ciclo claro-escuro de 12 horas (periodo de luz das 7 h as 19 h),
recebendo ragdo padronizada e dgua ad libitum.

Os animais foram pesados e aleatoriamente distribuidos nos grupos propostos em
cada experimento.

Ao término dos experimentos, os animais foram eutanasiados em camara de gas

carbonico, sob os cuidados do CREAL do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude.

2. AVALIACOES COMPORTAMENTAIS

2.1.0BSERVAGCAO EM CAMPO ABERTO

Foi realizada em caixa de madeira recoberta por férmica (interna e externamente),
medindo 50 cm de altura, 60 cm de largura e 40 cm de profundidade, com face anterior de
vidro. O assoalho estava dividido em 12 retangulos de 15,0 x 13,3 cm, com linhas escuras

(Figura 7) (Netto et al, 1987; Spruijt et al., 1992).
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Figura 7. Caixa de madeira para observacdo em campo aberto, recoberta por formica
(interna e externamente), medindo 50 x 60 x 40 cm de profundidade, com face anterior de
vidro e assoalho dividido em 12 retangulos de 15,0 x 13,3 cm, com linhas escuras.

Cada animal foi gentilmente colocado no canto posterior esquerdo da caixa e deixado
livre para explorar o ambiente por 5 minutos, durante os quais foram realizadas as medidas
propostas. O registro do numero de respostas de orientacdo (rearings), do numero de
cruzamentos (crossings) e do tempo gasto realizando reflexos de auto-limpeza (groomings) foi
feito em diferentes periodos de tempo, de acordo com o experimento em questdo (Spruijt et
al., 1992, Nahas, 1999)(Figura 8). Foram obtidas medidas imediatamente antes (basal) e apds
0s animais serem submetidos ao tratamento estipulado.

O numero de cruzamentos foi medido em fun¢do do nimero total de retangulos que o

animal ultrapassou com as quatro patas. Na medida do nimero de reflexos de orientacéo, foi
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considerado o numero total de vezes que o animal se apoiou nas patas traseiras e assumiu a
posicdo ortostatica (Nahas, 1999). O tempo total (em segundos) em que o animal permaneceu
realizando o reflexo de auto-limpeza (grooming) na regido das vibrissas foi utilizado como

medida de comportamento nociceptivo (Clavelou et al., 1989).

Figura 8. Padrées comportamentais observados em campo aberto. (A) NUumero de
cruzamentos (crossings); (B) numero de respostas de orientagdo (rearings), (C) reflexos de
auto-limpeza (groomings).

2.2. AVALIAGAO DO REFLEXO DE RETIRADA DA CAUDA (TAIL-FLICK)

A resposta nociceptiva foi avaliada por meio do aparelho de tail-flick, conforme técnica
descrita por D’Amour e Smith (1941). Cada animal foi contido, empregando-se uma toalha de
tecido de algoddo, e colocado no aparelho, com a cauda imobilizada sobre uma fenda
delimitada por duas chapas de metal. Ligado o aparelho, feixe de luz fixa incidia 2-3 cm

rostralmente a porgdo mais distal da cauda. O acionamento da fonte luminosa disparava
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automaticamente um cronémetro digital. A deflexdo da cauda, motivada pelo calor irradiado
da fonte luminosa, interrompia sistema de fotocélula ligado ao feixe de luz, encerrando a
medida (com travamento do cronémetro). A intensidade da luz foi ajustada em 0,35 mA, a fim
de se obterem laténcias basais de retirada da cauda (tail-flick latency ou TFL em inglés) de 3 a 5
segundos no grupo controle. Limite de 10 segundos (teto) foi imposto as medidas para evitar

danos teciduais (D’Amour e Smith, 1941; Netto et al., 1987; Siegfried et al., 1987)(Figura 9).

Figura 9. Aparelho de medida de reflexo de retirada da cauda (tail-flick). Apds a cauda
ser imobilizada sobre uma fenda, o a aparelho foi acionado e feixe de luz fixa incidiu 2-3 cm
rostralmente a por¢do mais distal da cauda. O acionamento da fonte luminosa disparou
automaticamente um cronémetro digital. A deflexdo da cauda, motivada pelo calor irradiado
da fonte luminosa, interrompeu o sistema de fotocélula ligado ao feixe de luz e encerrou a
medida (Basal: 3-6 s / Teto: 10 s).
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Esse teste baseia-se no principio de que o calor produzido pela incidéncia de luz sobre
o animal provoca uma resposta nociceptiva, manifestada por meio do reflexo de retirada da
cauda (D’Amour e Smith, 1941; Netto et al., 1987, Siegfried et al., 1987). A laténcia para
retirada da cauda (TFL) representa o periodo de tempo (em segundos) que se estendeu desde
o inicio da contagem até a deflexdo da cauda.

O procedimento-padrao para obtencao dessas medidas constou das etapas a seguir.

(a) Vinte e quatro horas antes do experimento, os animais foram expostos ao
aparelho, para familiarizarem-se com o mesmo e com o procedimento a ser realizado, uma vez
gue a novidade pode induzir antinocicepgao (Netto et al., 1987).

(b) No dia do experimento, foram obtidas medidas imediatamente antes (laténcia de
base) e apds cada animal receber o tratamento proposto, em tempos especificos, conforme o

experimento em questao.

2.3. NOCICEPCAO OROFACIAL INDUZIDA PELA ADMINISTRACAO SUBCUTANEA DE
FORMALINA

No teste de dor orofacial induzida por formalina (Clavelou et al., 1989), foi realizada a
administracdo de agente irritante — solugdo de formalina 5% (50 pL) — ou de solugdo salina
(NaCl a 0,9%; 50 uL), por via subcuténea, no coxim direito das vibrissas de cada animal (figura

10)

Figura 10. Regido orofacial do rato em que é administrado formalina 5 % por via
subcutanea ( Adaptado de Raboisson e Dallel, 2004).
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Nesse teste, foi observado o comportamento de auto-limpeza (grooming), por meio do
ato de cocar com as patas dianteiras a regido em que foi feita a injecdo de formalina. Foi
cronometrado o tempo gasto pelo animal nesse comportamento. Para tanto, antes do
experimento, o animal foi colocado no campo aberto por periodo de 5 minutos (conforme
descrito no item 2.1), para que fosse registrado o tempo total de reflexo de auto-limpeza na
regido das vibrissas, além do nimero total de cruzamentos e de reflexos de orientacdo espacial

(medidas basais).

2.4. MODELO NEUROVASCULAR DE ATIVAGAO TRIGEMINAL POR ADMINISTRAGAO
SISTEMICA DE NITROGLICERINA

No modelo neurovascular de ativacdao trigeminal por nitroglicerina (Tassorelli, 1999),
foi realizada a administracdo, por via intraperitoneal, de trinitrato de glicerina (TRIDIL®,
solucdo de 5 mg/mL; dose de 10 mg/kg), veiculo (propilenoglicol 30%, etanol 30%, agua 40%)
ou solugdo salina (NaCl a 0,9%) (Tassorelli et al., 1999).

Uma vez que ndo hd estudos na literatura avaliando padrées comportamentais
relacionados a esse modelo, utilizou-se como base o delineamento experimental do modelo de
dor orofacial induzida pela formalina (Clavelou et al.,, 1989). Imediatamente antes (basal) e
apds a administracdo do tratamento proposto — trinitrato de glicerina, veiculo ou solugdo
salina, foi feita observacdao do animal por periodo de 5 minutos, durante o qual se registrou o
numero de segundos gastos na realizacao do reflexo de auto-limpeza (grooming) em campo
aberto. Os registros pds-tratamento foram feitos em diferentes periodos de tempo, de acordo
com o experimento em questao.

Também foram registradas as laténcias do reflexo de retirada da cauda a estimulo
térmico nocivo (tail- flick latency) antes (basal) e em distintos periodos apds o animal receber a
administracdo do tratamento proposto no modelo de ativacdo neurovascular de ativacdo

trigeminal.
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3. TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS

Foram administrados os farmacos e solugdes descritos a seguir.

(1) Solugdo salina (NaCl a 0,9%), administrada por via subcutdnea, em volume de 50
pL.

(2) Solugdo de formalina a 5% (Formol P.A.®; Labotatério Synth; diluido em solugdo
salina), administrada por via subcuténea, em volume de 50 pL.

(3) Veiculo, constituido por 30% de propilenoglicol, 30% de etanol e 40% de agua
destilada, administrado por via intraperitoneal.

(4) Trinitrato de glicerina (TRITIL®, Laboratdrio Cristalia; em solucdo de 5 mg/mL,
obtida a partir da diluicdo em veiculo), na dose de 10 mg/kg, administrada por via
intraperitoneal.

Foi utilizada solugdo salina para diluicao e obteng¢do da solugdo desejada de formalina.
Ambas as solu¢des foram administradas por via subcutdnea, em volume de 50 pL.

Para a diluicdo de trinitrato de glicerina, foi utilizado veiculo. As solu¢des de glicerina e
veiculo foram preparadas de modo a se injetar volume de 1 ml/kg por animal, por via
intraperitoneal.

As doses empregadas tiveram por base estudos prévios da literatura (Clavelou et al,,

1989; Tassorelli et al., 1999).

4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média (DPM).

Teste t de Student para amostras independentes ou ANOVA de uma via, seguida de
teste de comparacGes multiplas de Bonferroni quando indicado, foram utilizados para
compara¢do das medidas basais das laténcias de retirada da cauda (TFL), do numero de
respostas de orientacdo e cruzamentos e do tempo gasto em comportamento de auto-

limpeza, nos grupos experimentais propostos.
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Para comparacdo dos grupos quanto as laténcias de retirada da cauda (TFL), ao
numero de respostas de orientacdo e cruzamentos e ao tempo gasto em comportamento de
auto-limpeza, nos diferentes momentos de avaliacdo, foi utilizada ANOVA de medidas
repetidas, seguida de teste de comparacGes multiplas de Bonferroni, quando indicado.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas com probabilidades

de erro alfa iguais ou inferiores a 5% (P < 0,05).

5. ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos foram realizados em conformidade com a legislagdo vigente
no Brasil, Lei 6.638 (Diario Oficial da Unido - 08/05/1979), que estabelece normas para praticas
didatico-cientificas da vivissecgdo de animais, assim como regulamenta o registro dos Biotérios
e Centros de Experimentagao.

Todos os procedimentos operacionais realizados foram embasados nas publicacdes
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals - ILAR/EUA (1996) e Manual para Técnicos
em Bioterismo (COBEA/Brasil, 1996), estando de acordo com Ethical Guideline for
Investigations of Experimental Pain in Conscious Animals, como indicado por International
Association for the Study of Pain (IASP). Tais procedimentos sdo de uso habitual por
pesquisadores que trabalham e publicam na drea e obedecem as normas propostas pela
Declaragao Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO - 27 de janeiro de 1978) e Principios
Internacionais Orientadores para a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais (Council for
International Organizations of Medical Sciences - CIOMS) (Goldim e Raymundo, 1997).

Todos os procedimentos foram planejados para minimizar dor e desconforto.
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EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DE PARAMETROS COMPORTAMENTAIS E RESPOSTA
NOCICEPTIVA EM RATOS SUBMETIDOS A MODELO DE DOR OROFACIAL INDUZIDA POR

FORMALINA SUBCUTANEA

As regides orofacial e craniana sdo ricamente inervadas pelo nervo trigémeo.
Processos dolorosos nessas regides sdao muito sugestivos de anormalidades no sistema
nociceptivo trigeminal (Bartch et al., 2003).

Entre os modelos experimentais para o estudo de dores orofaciais, o teste da
formalina é um dos mais relevantes (Raboisson e Dallel, 2004). O principal parametro
comportamental medido nessa circunstancia é o reflexo de auto-limpeza (grooming)
(Raboisson e Dallel, 2004). Outras medidas comportamentais, como o nimero de cruzamentos
(crossings — medida de locomocdo) e o numero de respostas de orientacdo (rearings — medida
de comportamento exploratdrio), e sua associacdo com outras medidas nociceptivas (tail-flick
latency — reflexo de retirada da cauda), sdo pouco exploradas.

Esse experimento teve por objetivo avaliar parametros comportamentais associados
ao modelo de dor orofacial decorrente da administracdo subcutanea de formalina.

Foram utilizados ratos Wistar adultos, com 200 a 300 g de peso corporal, divididos em
dois grupos: SALINA e FORMALINA. Nos dias do experimento, foram obtidas as medidas basais
dos parametros comportamentais em estudo. Apds, foi feita a administragcdo, por via
subcutanea, de solu¢do de formalina a 5% (50 ulL) ou solucgdo salina (NaCl 0,9%) (50 uL), por
meio de agulha 30 x 0,5 mm, no centro da vibrissa direita. A seguir, foram mensuradas as
respostas pds-tratamento.

Para a avaliacdo da resposta nociceptiva a um estimulo térmico nocivo (tail-flick), os
animais foram submetidos a medidas do reflexo de retirada da cauda imediatamente antes
(basal), 30 minutos e 24 horas apds a administracdo subcutdnea de formalina ou salina (Figura

11).
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Para a avaliacdo das respostas motora (cruzamentos), de auto-limpeza (grooming) e de
exploragdo de um novo ambiente (respostas de orienta¢do), os animais foram colocados para
observacdo em campo aberto por periodo 5 minutos. Aqueles parametros foram mensurados
imediatamente antes (medidas basais), imediatamente apds (0 minuto), 15 minutos e 24 horas

apods a administracdo, por via subcutdnea, de formalina ou solugdo salina (Figura 8).

Vinte e quatro horas antes do experimento
e Alocagdo aleatoria dos animais nos grupos experimentais
e Habituacdo ao aparelho de retirada da cauda (tail-flick)

Dia do experimento
e Medidas basais da laténcia de retirada da cauda

e Medidas basais dos parametros comportamentais em campo aberto

GRUPO 1 GRUPO 2

Salina, via s.c. (50 pL) Formalina 5%, via s.c. (50 pL)

e Maedidas da laténcia de retirada da cauda em 30 min e 24 h
e Medidas dos parametros comportamentais em campo aberto, imediatamente ap6s (0
min) e depois de 15 min e 24 h da administra¢do do tratamento

Figura 11. Organizagdo geral do experimento 1. Esquema de administracdo do
tratamento proposto (agente irritante ou solugcdo controle) e tempos de medidas dos
parametros comportamentais em estudo.

Nesse experimento, ndo foi observada qualquer diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos SALINA e FORMALINA quanto as medidas basais dos parametros

comportamentais avaliados, seja no teste de tail-flick, seja na observacdao em campo aberto

(Teste t de Student para amostras independentes, P>0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4. Medidas dos pardmetros comportamentais em estudo, obtidas
imediatamente antes da administracdo subcutdnea de solugdo de formalina a 5% (50 pL) ou
solucdo salina (50 pL) na vibrissa direita dos ratos, em teste de tail-flick e durante a observagao
em campo aberto. Dados expressos como média + DPM.

Grupos Laténcia de Numero de Numero de Tempo gasto em
retirada da cruzamentos® respostas de reflexo de auto-
cauda (s)* orientacdo! limpeza (s)*
Salina (n=10) 4,45 + 1,20 39,60 + 26,87 18,20 + 9,61 29,09 + 17,94
Formalina (n=10) 4,16 £ 0,99 46,10 + 16,99 23,70+ 9,12 38,12 + 24,51

!Teste t de Student para amostras independentes, P>0,05.

Para a anadlise da resposta nociceptiva ao longo do tempo, por meio da medida da
laténcia do reflexo de retirada da cauda, utilizou-se ANOVA de medidas repetidas. Nao se
observaram diferengas estatisticamente significativas na comparacao entre os tempos, entre
0S grupos ou na interagdo entre tempos e grupos (F=0,09 para os tempos, P=0,77; F=0,99 para

os grupos, P=0,33; F= 3,05 para interagdo entre tempos e grupos, P=0,09) (Figura 12).
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Figura 12. Laténcia de retirada da cauda imediatamente antes (basal) e apds (30 min
ou 24 h) a administra¢do subcutanea de solucdo de formalina a 5% (50 pL) ou salina (50 pL), na
vibrissa direita dos ratos. Dados expressos como média + DPM.

Auséncia de diferengas significativas entre grupos, tempos ou interacdo grupos x
tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=0,99 para grupos, P=0,33; F=0,09 para tempos,
P=0,77; F= 3,05 para interagdo tempos x grupos, P=0,09).
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Para a andlise de comportamentos em campo aberto ao longo do tempo, foi utilizada
ANOVA de medidas repetidas, seguida do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni
guando indicado. Por meio daquela, observou-se reducdo significativa do numero de
cruzamentos com o decorrer do tempo, em comparacdao com a medida basal (ANOVA de
medidas repetidas; F=82,135, P=0,0001). Ndo se observaram diferencas significativas na
comparagdo entre os grupos ou quanto a interagdo entre os tempos e os grupos (ANOVA de
medidas repetidas; F=0,09 para grupos, P=0,77; F=2,50 para interacao tempos x grupos,
P=0,13). Verificou-se que, em todos os tempos obtidos apds a administracdo do tratamento
proposto, o nimero de cruzamentos mostrou-se diferente daquele considerado como basal
(teste de comparagbes multiplas de Bonferroni, P=0,0001). As medidas desse parametro,
obtidas imediatamente apds a administracdo dos tratamentos (0 minuto) e em 24 horas, ndo
diferiram entre si (teste de comparacdes multiplas de Bonferroni, P=0,48), mas ambas
mostraram-se significativamente diferentes daquelas obtidas aos 15 minutos (teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni, P=0,001 e P=0,042 respectivamente)(Figura 13).
Observou-se, assim, reducdo gradual dos cruzamentos em campo aberto, apds a administracdo
de quaisquer dos tratamentos propostos, por pelo menos 24 horas, sendo mais acentuada aos
15 minutos.

Quanto ao nimero de orientagdes espaciais observadas em campo aberto, evidenciou-
se que essas medidas variaram unicamente em fung¢do do tempo, ndo havendo diferencas
significativas entre os grupos ou na interacdo entre tempos e grupos (ANOVA de medidas
repetidas; F=71,55 para os tempos, P=0,0001; F=0,99 para os grupos, P=0,33; F=2,16 para
interacdo tempos x grupos, P=0,16). Observou-se que as respostas de orientacdo espacial, em
ambos os grupos, reduziram ao longo do tempo, diferindo significativamente, em todos os
momentos avaliados, daquelas obtidas no tempo basal (teste de comparacbes multiplas de
Bonferroni, P=0,0001). Observou-se, ainda, que a medida desse parametro obtida 15 minutos

apos a administracdo dos tratamentos propostos diferiu significativamente daquelas obtidas
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nos tempos 0 minuto e 24 horas (teste de comparagdes multiplas de Bonferroni, P=0,002 e

P=0,01 respectivamente)(Figura 14).
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Figura 13. Numero de cruzamentos em campo aberto antes (basal), imediatamente
ap6s (0 min) e depois de 15 min e 24 h da administragdo subcutanea de formalina a 5% (50 L)
ou solucdo salina (50 pL) na vibrissa direita dos ratos. Dados expressos como média = DPM.

Diferenca significativa entre os tempos e auséncia de diferenca significativa entre
grupos ou interacdo tempos x grupos (ANOVA de medidas repetidas; F=82,135 para tempos,
P=0,0001; F=0,09 para grupos, P=0,77; F=2,50 para interacao tempos x grupos, P=0,13).

*Diferenca significativa em relacdo as medidas basais e aquelas obtidas aos 15 min
(teste de comparagbes multiplas de Bonferroni, P <0,04), independentemente do tratamento
recebido.**Diferenca significativa em relacdo a todas as demais medidas (teste de
comparagoes multiplas de Bonferroni, P<0,04).

Também utilizando ANOVA de medidas repetidas para a avaliagdo do tempo gasto em
reflexo de auto-limpeza (grooming), observou-se diferenca significativa de comportamento
entre os grupos salina e formalina, ndo se observando o mesmo na comparagao entre os
tempos ou na interacdo entre tempos e grupos (F=22,29 para os grupos, P=0,0001; F=0,11 para
os tempos, P=0,75; F=0,18 para interacdo tempos x grupos, P=0,67). Logo apds a administracdo
subcutanea de formalina, o periodo gasto em auto-limpeza aumentou de modo significativo,

permanecendo assim por pelo menos 15 minutos (teste de comparagdes multiplas de

Bonferroni, P=0,0001). As medidas obtidas nesses dois momentos (0 e 15 minutos) ndo
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diferiram entre si (teste de comparagdes multiplas de Bonferroni, P>0,05). Em avaliagdo
realizada apds 24 horas, os valores do grupo formalina retornaram aos niveis das medidas
basais e do grupo salina (teste de comparacbes multiplas de Bonferroni, P>0,05). As medidas
de reflexo de auto-limpeza obtidas no grupo que recebeu solucdo salina ndo diferiram entre si

ao longo do tempo (Figura 15).
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Figura 14. Numero de respostas de orientacdo em campo aberto antes (basal) e apds
(0 min, 15 min ou 24 h) a administragdo subcutanea de formalina a 5% (50 pL) ou solugdo
salina (50 pL) na vibrissa direita dos ratos. Dados expressos como média + DPM.

Diferenca significativa entre os tempos e auséncia de diferenga significativa entre
grupos ou interagdo tempos x grupos (ANOVA de medidas repetidas; F=71,55 para os tempos,
P=0,0001; F=0,99 para os grupos, P=0,33; F=2,16 para a interagdo tempos x grupos, P=0,16).

*Diferenca significativa em relagdo as medidas basais e aquelas obtidas aos 15 min
(teste de comparagbes multiplas de Bonferroni, P<0,01), independentemente do tratamento
recebido.**Diferenca significativa em relacgdo a todas as demais medidas (teste de
comparag¢oes multiplas de Bonferroni, P<0,01).
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Figura 15. Tempo gasto em reflexo de auto-limpeza (grooming) em campo aberto
antes (basal) e apds (0 min, 15 min ou 24 h) a administragdo subcutanea de formalina a 5% (50
pL) ou solugdo salina (50 pL) na vibrissa direita dos ratos. Dados expressos como média + DPM.

Diferenca significativa entre os grupos e auséncia de diferenca entre os tempos ou
interacdo entre grupos e tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=22,29 para os grupos,
P=0,0001; F=0,11 para os tempos, P=0,75; F=0,18 para a intera¢do tempos x grupos, P=0,67).

*Diferenca significativa em relacdo ao grupo salina nos tempos assinalados (teste de
comparagOes multiplas de Bonferroni, P=0,0001) e em relacdo aos grupos salina e formalina
nos demais tempos (teste de comparagdes multiplas de Bonferroni, P<0,003).
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EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DO PADRAO TEMPORAL DO REFLEXO DE AUTO-LIMPEZA
(GROOMING) COMO MEDIDA INDICATIVA DE NOCICEPCAO EM RATOS SUBMETIDOS A

MODELO DE DOR OROFACIAL INDUZIDA POR FORMALINA SUBCUTANEA

No experimento 1, dentre os pardametros comportamentais estudados, o tempo gasto
no reflexo de auto-limpeza (grooming) foi aquele que se mostrou sensivel a administracdo de
formalina subcutanea. Sugere-se, assim, que este seja o parametro que melhor representa a
atividade nociceptiva trigeminal no modelo de dor orofacial induzida por aquele agente.

No classico estudo de Clavelou e colaboradores (1989), o reflexo de auto-limpeza
desencadeado pela administragdo de formalina 5% na regido do labio superior foi avaliado por
periodo de tempo de 45 minutos, em 15 blocos de 3 minutos cada um. A cada 6 minutos,
realizou-se a afericdo de grooming por periodo de tempo de 3 minutos. Aqueles autores
demonstraram que essa resposta nociceptiva comporta-se de maneira bifasica. Os animais
apresentaram exacerbacdo do reflexo de auto-limpeza durante os 3 primeiros minutos (fase 1)
e no tempo compreendido entre 18 e 42 minutos (fase 2) apds a administra¢do do tratamento.
No experimento 1 dessa Dissertacdo, as medidas foram obtidas em duas janelas de
observagao: uma entre 0 e 15 minutos e outra em 24 horas.

O presente experimento foi, entdo, delineado com a finalidade de estabelecer o
periodo de tempo durante o qual o reflexo de auto-limpeza pode permanecer alterado,
realizando avaliagbes em maior nimero de momentos, tanto logo apds a administragao,
guanto em longo prazo, o que poderia refletir sensibilizagdo de vias nociceptivas (Yaksh, 1999).

Para tal, utilizaram-se ratos Wistar adultos, com 200 a 300 g de peso corporal,
divididos em 2 grupos: SALINA e FORMALINA. A metodologia utilizada foi a mesma adotada no
experimento 1 (Figura 11). Nos dias do experimento, foram obtidas as medidas basais dos

parametros comportamentais em estudo. Apés, foi feita a administracdo, por via subcutanea,
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de solucdo de formalina 5% (50 pL) ou solugdo salina (50 uL), no centro da vibrissa direita. A
seguir, foram mensuradas as respostas pds-tratamento.

No campo aberto, foi avaliado apenas o tempo gasto com reflexos de auto-limpeza
(groomings) durante observacdo por 5 minutos. Este parametro foi mensurado imediatamente
antes (basal), 15 minutos, 30 minutos, 2 horas, 4 horas, 24 horas, 48 horas, 7 e 21 dias ap6s a
administracdo, por via subcutanea, de formalina ou solugdo salina.

Além de grooming, também foi feita a avaliacdo do padrdo temporal do reflexo de
retirada da cauda, com a finalidade de se verificar se o estimulo nociceptivo continuado,
gerado pela administracdo de formalina, por via subcutanea, seria capaz de ativar vias
medulares nociceptivas relacionadas a inervagdo trigeminal.

Para a avaliagdo da resposta nociceptiva a estimulo térmico nocivo, os animais foram
submetidos a medidas do reflexo de retirada da cauda imediatamente antes, 15 e 30 minutos,
2 horas, 4 horas, 24 e 48 horas, 7 e 21 dias apds a administracdo dos tratamentos propostos.

Nesse experimento, ndo foi observada qualquer diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos SALINA e FORMALINA quanto as medidas basais dos parametros
comportamentais avaliados, seja na observacdo em campo aberto, seja no teste de tail-flick

(Teste t de Student para amostras independentes, P>0,05) (Tabela 5).

Tabela 5. Laténcia de retirada da cauda e tempo gasto em auto-limpeza em campo
aberto, imediatamente antes (basal) da administracdo subcutanea de formalina 5% (50 pL) ou
solucdo salina (50 uL) na vibrissa direita de ratos. Dados expressos como média £ DPM.

Grupos Tempo gasto em reflexo de Laténcia para retirada da
auto-limpeza (s)* cauda (s)*
Salina (n=9) 14,03 + 10,19 5,01+1,09
Formalina (n=9) 13,67 + 06,06 511+1,23

!Teste t de Student para amostras independentes, P>0,05.
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Por meio de ANOVA de medidas repetidas, verificou-se que, nas observacées
realizadas nas primeiras 4 horas apdés a administracdo dos tratamentos em estudo, o
comportamento de auto-limpeza apresentou diferencas significativas, ao se compararem os
tempos e os grupos, ndo havendo interagdo entre ambos (F=10,92 para os tempos, P=0,004;
F=6,34 para os grupos, P=0,02; F=0,98 para a interacdo tempos x grupos, P=0,34).

Na comparacao dos grupos estudados, as medidas do tempo gasto em auto-limpeza 15
minutos apds a administracdo de formalina mostraram-se estatisticamente significativas
daquelas referentes aos periodos basal, 2 horas e 4 horas, nos animais que receberam esse
tratamento (teste de comparac¢Ges multiplas de Bonferroni; P=0,001, P=0,001 e P=0,005,
respectivamente). As medidas obtidas aos 15 minutos no grupo que recebeu formalina
também diferiram significativamente daquelas aferidas no grupo salina, em todos os periodos
propostos — basal, 15 minutos, 30 minutos, 2 horas e 4 horas (teste de compara¢des multiplas
de Bonferroni; P=0,002, P=0,006, P=0,001, P=0,001 e P=0,001, respectivamente). Sendo assim,
15 minutos apds a administracdo do agente irritante, os animais despenderam mais tempo
realizando comportamentos de auto-limpeza, em comparagdo com os controles (Figura 16).

Na comparag¢ao das medidas obtidas ao longo do tempo, independentemente do
grupo estudado, constatou-se que os valores referentes aos 15 minutos diferiram
significativamente daqueles referentes ao momento basal, as 2 horas e as 4 horas (teste de

comparagoes multiplas de Bonferroni; P=0,02, P=0,006 e P=0,02, respectivamente)(Figural6).
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Figura 16. Tempo gasto em reflexo de auto-limpeza no campo aberto, durante
observacdo realizada nas primeiras 4 horas apds a administragdo subcutanea de formalina 5%
(50 uL) ou solugao salina (50 L) na vibrissa direita dos ratos. Dados expressos em média *
DPM.

Diferenca significativa entre tempos e grupos e auséncia de interacdo tempos x grupos
(ANOVA de medidas repetidas; F=10,92 para tempos, P=0,004; F=6,34 para grupos, P=0,02;
F=0,98 para a interacdo tempos x grupos, P=0,34).

*Diferenca significativa em relacdo aos grupos salina, em todos os demais tempos
avaliados (teste de comparagbes multiplas de Bonferroni, P<0,006), e em relagdo aos grupos
formalina, nos tempos basal, 2 h e 4 h (teste de comparagcdes multiplas de Bonferroni,
P<0,006).

Por meio de ANOVA de medidas repetidas, verificou-se que, nas observacées
realizadas em periodo mais prolongado de tempo, estendendo-se de 1 dia (24 horas) a 14 dias,
apds a administragcdo dos tratamentos em estudo, o comportamento de auto-limpeza nao
diferiu significativamente, ao se compararem os tempos e os grupos e se avaliar a interagdo
entre ambos (F=4,29 para os tempos, P=0,05; F=1,82 para os grupos, P=0,19; F=0,03 para a

interacdo tempos x grupos, P=0,87)(Figura 17).

77




100 -
90 ~
80 -
70 ~
60 -
50 A

40 - B SALINA (n=9)

%g” II TT [L 17
'l m = Hl =

Basal 24 h 48h 7 DIAS 14 DIAS

FORMALINA (n=9)

TEMPO DE GOOMING (s)

TEMPO

Figura 17. Tempo gasto no comportamento de auto-limpeza em campo aberto,
medido antes (basal) e apds 24 h, 48 h, 7 dias e 14 dias da administracdo subcutdnea de
formalina a 5% (50 pL) ou solugdo salina (50 pL) na vibrissa direita dos ratos. Dados expressos
em média + DPM.

Auséncia de diferenca significativa entre tempos, entre grupos e na interacdo tempos x
grupos (ANOVA de medidas repetidas; F=4,29 para tempos, P=0,05; F=1,82 para grupos,
P=0,19; F=0,03 para a interagdo tempos x grupos, P=0,87).

Na analise das laténcias de retirada da cauda aferidas nas primeiras 4 horas apds a
administracdo de formalina ou solugdo salina, observaram-se diferencas entre os tempos, mas
nado entre os grupos ou na interacdo entre ambos (ANOVA de medidas repetidas; F=8,74 para
os tempos, P=0,009; F=0,16 para os grupos, P=0,70; F=0,07 para a interacdo entre tempos e

grupos, P=0,80) (Figura 18).
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Figura 18. Laténcia do reflexo de retirada da cauda (tail-flick latency) imediatamente
antes (basal) e em diferentes momentos durante as primeiras 4 horas seguintes a
administracdo subcutdnea de formalina a 5% (50 pL) ou solugdo salina (50 pL) na vibrissa
direita dos ratos. Dados expressos em média £+ DPM.

Diferenca significativa entre tempos, mas ndo entre grupos ou na interacdo grupos x
tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=8,74 para os tempos, P=0,009; F=0,16 para os
grupos, P=0,70; F=0,07 para a interacdo entre tempos e grupos, P=0,80).

*Diferenca significativa em relacdo aos tempos de 30 min e 2 h, independentemente
dos grupos avaliados (teste de comparacdes mdultiplas de Bonferroni, P=0,04 e P=0,01,
respectivamente)** Diferenca significativa em relacdo ao basal, independentemente dos
grupos avaliados (teste de comparagdes multiplas de Bonferroni, P=0,004).

Na comparag¢ao das medidas obtidas ao longo do tempo, independentemente do
grupo estudado, constatou-se que as laténcias de retirada da cauda aos 15 minutos diferiram
significativamente daquelas referentes aos 30 minutos e 2 horas (teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni; P=0,038 e P=0,011, respectivamente). As laténcias obtidas apds 2
horas de tratamento mostraram-se estatisticamente diferentes daquelas consideradas basais
(teste de comparacdes multiplas de Bonferroni; P=0,004) (Figura 18).

Avaliando-se as medidas de laténcia de retirada da cauda em periodo de tempo para
mais prolongado, estendendo-se de 1 dia (24 horas) a 14 dias apds a administracdo

subcutanea de formalina a 5% ou solugdo salina, ndo se observaram diferencgas significativas
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entre os tempos, entre os grupos ou na interagao entre grupos e tempos (ANOVA de medidas
repetidas; F=0,05 para tempos, P=0,82; F=0,01 para grupos, P=0,94; F=0,33 para a interacao

tempos x grupos, P=0,58)(Figura 19).
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Figura 19. Laténcia de reflexo de retirada da cauda imediatamente antes (basal), 24 h,
48 h, 7 e 14 dias apds a administragdo subcutanea de formalina 5% (50 pL) ou solugdo salina
(50 pL) na vibrissa direita de ratos. Dados expressos como média + DPM.

Auséncia de diferengas significativas entre grupos, tempos ou interacdo grupos x
tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=0,05 para tempos, P=0,82; F=0,01 para grupos,
P=0,94; F=0,33 para a interacdo tempos x grupos, P=0,58).
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EXPERIMENTO 3: PERFIL DO REFLEXO DE RETIRADA DA CAUDA (TAIL-FLICK LATENCY) E DO
REFLEXO DE AUTO-LIMPEZA (GROOMING) APOS A ADMINISTRAGAO SISTEMICA DE

NITROGLICERINA COMO MODELO EXPERIMENTAL DE CEFALEIA

Cefaléia vascular, um dos tipos de dores cranianas, € uma das principais reacdes
adversas observadas com a administracdo de nitroglicerina, fdrmaco vasodilatador utilizado
por pacientes no tratamento de cardiopatia isquémica. A cefaléia induzida por esse agente
possivelmente decorre de sua metabolizagcdo a éxido nitrico (Myers, 1999).

Estudos demonstram a existéncia de forte correlagdo entre os nitratos organicos,
como nitroglicerina, e a fisiopatologia das dores de cabeca (Olesen et al., 1993; lversen et al.,
1993). Paralelamente, ha evidéncias de que aquele potente vasodilatador pode ser ativador de
vias nociceptivas trigeminais (Kerin et al., 2001; Myers et al., 1999; Tassorelli e Joseph, 1995).

O reflexo de auto-limpeza é considerado como um dos melhores parametros
comportamentais para a avaliacdo de nocicep¢do aguda orofacial apds estimulo quimico agudo
(Anderson et al., 2003). Com base nisso e na caréncia de estudos dedicados a avaliacdo de
padroes de comportamento em modelos de ativacdo sistémica do sistema trigeminovascular
(STV), por meio do uso de nitratos organicos, delineou-se esse experimento com a finalidade
de avaliar aspectos comportamentais relacionados aos mesmos.

Para tal, foram utilizados ratos Wistar adultos, com 200 a 300 g de peso corporal,
divididos em dois grupos: NITROGLICERINA (n=20) e VEICULO (n=20). Inicialmente, os animais
foram pesados e aleatoriamente alocados em um dos dois grupos. Nos dias do experimento,
foram obtidas as medidas basais dos parametros comportamentais em estudo — reflexo de
auto-limpeza (grooming) e laténcia de retirada da cauda (tail- flick latency). Apds, foi feita a
administragdo, por via intraperitoneal (i.p.), de nitroglicerina a 0,05% (5 mg/ml), na dose de 10
mg/kg, ou veiculo (30% de etanol, 30% de propilenoglicol, 40% de agua). A seguir, foram

mensuradas as respostas pds-tratamento (Figura 20).
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Para a avaliagdo da resposta de auto-limpeza (grooming), os animais foram colocados
em campo aberto e aquele parametro foi mensurado imediatamente antes (basal) e em
distintos periodos apds a administracdo intraperitoneal de nitroglicerina ou veiculo — 5
minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 24 horas e 48 horas (Figura 20).

Para a avaliacdo da resposta nociceptiva ao estimulo térmico nocivo (tail-flick latency),
os animais foram submetidos as medidas do reflexo de retirada da cauda imediatamente antes
(basal), 30 minutos, 24 horas e 48 horas apds a administracdo intraperitoneal de nitroglicerina

ou veiculo (Figura 20).

Vinte e quatro horas antes do experimento
e Alocacdo aleatdria dos animais nos grupos experimentais
e Habituacdo ao aparelho de retirada da cauda (tail-flick)

Dia do experimento
e Medidas basais da laténcia de retirada da cauda
e Medidas basais do tempo gasto em reflexo de auto-limpeza (grooming)

Grupo 1 Grupo 2

Nitroglicerina Veiculo

Tempo gasto em reflexo de auto-limpeza Laténcia de retirada da cauda
(5 min, 30 min, 1 h,2h,4h,24 he48h) (30 min, 24 h e 48 h)

Figura 20. Organizagdo geral do experimento 3. Esquema de administracdo do
tratamento proposto (nitroglicerina ou veiculo) e mensuragdio dos parametros
comportamentais em estudo.

N3do foi observada qualquer diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
VEICULO e NITROGLICERINA quanto as medidas basais dos parametros comportamentais

avaliados, seja na observacdo em campo aberto, seja no teste de tail-flick (Teste t de Student

para amostras independentes, P>0,05) (Tabela 6).
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Tabela 6. Laténcia de retirada da cauda e tempo gasto em reflexo de auto-limpeza em
campo aberto, imediatamente antes (basal) da administracao intraperitoneal de nitroglicerina
0,05% (10 mg/mL) ou veiculo (30% de etanol, 30% de propilenoglicol, 40% de dgua) em ratos.
Dados expressos como média + DPM.

Grupos Tempo gasto em reflexo de auto- Laténcia para retirada da
limpeza (s)* cauda (s)*
Veiculo (n=20) 13,76 £ 05,54 5,07 +1,58
Nitroglicerina (n=20) 14,05 + 13,00 4,72 +£1,72

! Teste t de Student para amostras independentes, P>0,05.

Na andlise das medidas de tempo gasto em reflexo de auto-limpeza (grooming)
durante as primeiras 4 horas apds a administracdo de nitroglicerina ou veiculo, observou-se a
existéncia de diferencas significativas entre os tempos, ndo entre os grupos ou na interagdo
destes com os tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=6,61 para os tempos, P=0,01; F=0,55
para os grupos, P=0,46; F=0,125 para a interacdo tempos x grupos, P=0,73) (Figura 21).

Verificou-se que as medidas obtidas aos 5 minutos foram significativamente diferentes
das basais (teste de comparagdes multiplas de Bonferroni, P=0,007) e daquelas referentes aos
tempos de 1 hora, 2 horas e 4 horas (teste de comparacdes multiplas de Bonferroni, P=0,005,
P=0,0001 e P=0,013, respectivamente). O tempo gasto em reflexo de auto-limpeza na
avaliacdo de 30 minutos foi significativamente diferente daquele mensurado em 2 horas (teste
de comparagées multiplas de Bonferroni, P=0,014) (Figura 21).

Estudando-se o tempo gasto no comportamento de auto-limpeza (grooming), tendo
decorrido intervalo mais longo da administra¢do de nitroglicerina ou veiculo — 24 horas ou 48
horas, ndo se observou qualquer alteragao significativa (ANOVA de medidas repetidas; F=0,11
para os tempos, P=0,74; F=1,66 para os grupos, P=0,21; F=0,07 para a intera¢ao entre tempos

e grupos, P=0,80) (Figura 22).
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Figura 21. Tempo gasto em comportamento de auto-limpeza (grooming) no campo
aberto, imediatamente antes (basal) e apds 5 min, 30 min, 1 h, 2 h e 4 h da administragado
intraperitoneal de nitroglicerina a 0,05% (10 mg/kg) ou veiculo. Dados expressos como média
DPM.

Diferenca estatisticamente significativa na comparacdo entre os tempos, mas nao
entre os grupos ou na interagdo grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=6,61 para
os tempos, P=0,01; F=0,55 para os grupos, P=0,46; F=0,12 para a interagao tempos x grupos,
P=0,73).

*Diferenca significativa em relacdo aos tempos basal, 1 h, 2 h e 4 h (teste de
comparagOes multiplas de Bonferroni, P<0,013).**Diferenca significativa em relacdo ao tempo
de 2 h (teste de comparagGes multiplas de Bonferroni, P=0,01).
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Figura 22. Tempo gasto em comportamento de auto-limpeza (grooming) no campo
aberto, imediatamente antes (basal) e apds periodo mais prolongado de observacdo (24 h e 48
h), a partir da administracdo intraperitoneal de nitroglicerina a 0,05% (10 mg/kg) ou veiculo.
Dados expressos como média + DPM.

Auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre tempos, grupos ou na
interacdo grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=0,11 para tempos, P=0,74; F=1,66
para grupos, P=0,21; F=0,07 para a interacdo tempos x grupos, P=0,80).
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Nesse experimento, as medidas das laténcias de retirada da cauda também nao se
mostraram diferentes entre si (ANOVA de medidas repetidas; F=3,50 para tempos, P=0,07;

F=1,45 para grupos, P=0,24; F=0,79 para a intera¢do tempos x grupos, P=0,38) (Figura 23).
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Figura 23. Laténcia de retirada da cauda (tail-flick latency) imediatamente antes
(basal), depois de 30 min e apds periodo mais prolongado de observacéo (24 h e 48 h), a partir
da administragdo intraperitoneal de nitroglicerina a 0,05% (10 mg/kg) ou veiculo em ratos.
Dados expressos como média £ DPM.

Auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre tempos, grupos ou na
interacdo grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=3,50 para tempos, P=0,07; F=1,45
para grupos, P=0,24; F=0,79 para a interacdo tempos x grupos, P=0,38).
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EXPERIMENTO 4: AVALIAGAO DO MODELO DE DOR OROFACIAL INDUZIDA PELA FORMALINA
ASSOCIADO AO MODELO EXPERIMENTAL DE CEFALEIA, INDUZIDO PELO USO SISTEMICO DE
NITROGLICERINA — PROPOSICAO COMO MODELO COMPORTAMENTAL DE INTEGRAGAO

NOCICEPTIVA CENTRAL E PERIFERICA DO SISTEMA TRIGEMINAL.

Nos dois primeiros experimentos dessa Dissertacdo, observou-se que o tempo em que
0s animais permaneceram realizando o comportamento de grooming foi o melhor padrao
comportamental relacionado a atividade nociceptiva apds estimulacdo dolorosa na regido

inervada pelo nervo trigémeo.

Modelos experimentais com seres humanos demonstraram que compostos nitrosos,
como a nitroglicerina, quando utilizados sistemicamente, sdo capazes de desencadear crises de
cefaléia (Olesen et al., 1993; Iversen et al., 1993). Em animais de laboratdrio, a nitroglicerina é
capaz de induzir alteragdes bioquimicas e histo-fisiolégicas, como aumento da expressao de c-
fos e aumento da atividade de GMPc, porém o padrdao comportamental nociceptivo resultante
destas alteragGes tem sido pouco explorado (Torfgard et al., 1989; Torfgard e Ahnler, 1991;
Tassorelli e Joseph, 1995a; Tassorelli et al., 2004). No experimento 3 dessa Dissertagdo, ndo se
observou padrao comportamental diferenciado apds a administracdo de nitroglicerina (na
dose estudada) ou veiculo, tanto na avaliacdo de reflexo de auto-limpeza, quanto da laténcia

de retirada da cauda.

Com base nesses dados, delineou-se um quarto experimento, com a finalidade de
avaliar os reflexos de auto-limpeza e de retirada da cauda (como medidas de resposta
nociceptiva) em novo modelo proposto pelos autores dessa Dissertagao para estudo de dores
orofaciais e cranianas. O mesmo foi constituido pela associacdo de um modelo de ativacdo
periférica do sistema trigeminal (dor orofacial induzida pela administracdo subcutdanea de
formalina) com outro de ativacdo sistémica (pela administracdo intraperitoneal de

nitroglicerina).
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Para tal, foram utilizados ratos Wistar adultos, com 200 a 300 g de peso corporal,
divididos em seis grupos, conforme descrito a seguir.

Vinte e quatro horas antes do inicio do experimento, os animais foram pesados e
aleatoriamente alocados em cada um dos grupos. Foram, ainda, familiarizados com o aparelho
de medida do reflexo de retirada da cauda, conforme descrito em material e métodos.

O procedimento experimental foi dividido em trés semanas. No primeiro dia da
primeira semana (Dia 1 — inicio do experimento), foram obtidas as medidas basais dos
parametros comportamentais em estudo — reflexo de auto-limpeza (grooming) e laténcia de
retirada da cauda (tail- flick latency). Logo apds, foi feita a administracdo, por via subcutanea
(s.c.), de solugdo de formalina 5% (50 pL) ou solugdo salina (NaCl 0,9%) (50 pL), no centro do
coxim direito das vibrissas . A seguir, foi realizada a administrac¢do, por via intraperitoneal (i.p.),
de nitroglicerina a 0,05% (5 mg/mL), na dose de 10 mg/kg, ou veiculo (30% de etanol, 30% de
propilenoglicol, 40% de agua). Foram mensuradas, entdo, as respostas pos-tratamento da
primeira semana (Figura 24).

No primeiro dia de cada uma das duas semanas seguintes, correspondendo aos dias 8
e 15 do experimento, os animais receberam, por via intraperitoneal, nitroglicerina ou veiculo,
de igual modo ao da primeira semana e respeitando os mesmos grupos estabelecidos naquele
momento (Figura 21). Obtiveram-se, assim, os grupos experimentais a seguir.

GRUPO 1 — SS — Os animais receberam solu¢do salina, por via s.c., no dia 1 do
experimento, e solugao salina, por viai.p., nos dias 1, 8 e 15.

GRUPO 2 — SV - Os animais receberam solugao salina, por via s.c., no dia 1 do
experimento, e veiculo, por via i.p., nos dias 1, 8 e 15.

GRUPO 3 — SN — Os animais receberam solucdo salina, por via s.c.,, no dia 1 do
experimento, e nitroglicerina, por via i.p., nos dias 1, 8 e 15.

GRUPO 4 — FS — Os animais receberam solugdo de formalina 5%, por via s.c., no dia 1

do experimento, e solugdo salina, por via i.p., nos dias 1, 8 e 15.
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GRUPO 5 — FV — Os animais receberam solucdo de formalina 5%, por via s.c., no dia 1
do experimento, e veiculo, por via i.p., nos dias 1, 8 e 15.

GRUPO 6 — FN — Os animais receberam solucdo de formalina a 5%, por via s.c., no dia 1
do experimento, e nitroglicerina, por via i.p., nos dias 1, 8 e 15.

Em todas as trés semanas, antes de iniciar o experimento daquele periodo de tempo,
aferiu-se o peso de cada animal, assim como as medidas basais dos reflexos de retirada da
cauda e de auto-limpeza.

Para a avaliacdo da resposta nociceptiva a um estimulo térmico nocivo (tail-flick), os
animais foram submetidos a medidas do reflexo de retirada da cauda imediatamente antes
(basal), 15 minutos, 30 minutos, 2 horas, 4 horas, 24 horas e 48 horas apds a administragao
dos tratamentos propostos (Figura 24).

Para a avaliagdo do comportamento de auto-limpeza (grooming), os animais foram
colocados para observacdao em campo aberto por periodo 5 minutos. Aquele parametro foi
mensurado imediatamente antes (basal), 15 minutos, 30 minutos, 2 horas, 4 horas, 24 horas e

48 horas apés a administracdo dos tratamentos propostos (Figura 24).
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Vinte e quatro horas antes do inicio do experimento
e Alocacdo aleatoria dos animais nos grupos experimentais

® Habituagdo ao aparelho de retirada da cauda (tail-flick)

Primeiro dia da primeira semana de experimento (dia 1 — semana 1)
e Medidas basais da laténcia de retirada da cauda
e Medidas basais do tempo gasto em reflexo de auto-limpeza
e Administragdo dos tratamentos propostos: formalina 5% (F) ou solugéo salina (S), por via
subcuténea, ¢ nitroglicerina (10 mg/kg) (N) ou veiculo (V), por via intraperitoneal

Grupo 1 - Grupo 2 - Grupo 3 - Grupo 4 - Grupo 5 - Grupo 6 -
SS SV SN FS FV FN

Tempo gasto em reflexo de auto-limpeza
Laténcia de retirada da cauda
15 min, 30 min, 2 h,4h,24he 48 h

Primeiro dia das segunda e terceira semanas de experimento (dias 8 e 15 — semanas 2 e 3)
e Medidas basais da laténcia de retirada da cauda (tail-flick latency)
e  Medidas basais do tempo gasto em reflexo de auto-limpeza (grooming)

® Administragdo de nitroglicerina (10 mg/kg) (N) ou veiculo (V), por via intraperitoneal

Grupo 1 - Grupo 2 - Grupo 3 - Grupo 4 - Grupo 5 - Grupo 6 -
SS SV SN FS FV FN

Tempo gasto em reflexo de auto-limpeza
Laténcia de retirada da cauda
15 min, 30 min, 2 h,4h,24he 48 h

Figura 24. Organizacdo geral do experimento 4. Esquema de administracdo dos tratamentos
propostos e afericdo dos parametros comportamentais em estudo.

Nao foi observada qualquer diferenca estatisticamente significativa entre os seis
grupos quanto as medidas basais do comportamento de auto-limpeza, na avaliacdo realizada

no primeiro dia da primeira semana de experimento (ANOVA de uma via; F=0,40, P=0,85).
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Idéntico resultado foi observado na avaliagdo das medidas basais da laténcia de retirada da
cauda no teste de retirada da cauda (ANOVA de uma via; F=1,38, P=0,24) (Tabela 7).

Tabela 7. Tempo gasto em reflexo de auto-limpeza e laténcia de retirada da cauda em
campo aberto, imediatamente antes (basal) da administracdo subcutdnea de solucdo de
formalina 5% (50 pL) ou solucdo salina (50 pL) na vibrissa direita e da administracdo
intraperitoneal de nitroglicerina 0,05% (10 mg/mL) ou veiculo (30% de etanol, 30% de
propilenoglicol, 40% de agua), no primeiro dia da primeira semana de experimento. Dados
expressos como média £ DPM.

Grupos Tempo gasto em reflexo de Laténcia para retirada
auto-limpeza (s)* da cauda (s)?
Salina / Salina (n=12) 18,37 + 13,79 4,86+1,18
Salina / Veiculo (n=12) 19,60 + 11,81 4,95+1,01
Salina / Nitroglicerina (n=12) 14,30 + 14,39 5,80 + 2,06
Formalina / Salina (n=12) 17,78 £ 09,78 5,16 + 1,04
Formalina / Veiculo (n=16) 15,79 + 07,05 4,75 + 0,94
Formalina / Nitroglicerina (n=15) 16,91 + 05,33 5,59+1,43

' ANOVA de uma via; F=0,40, P=0,85.
? ANOVA de uma via; F=1,38, P=0,24.

Na analise das medidas de tempo gasto em reflexo de auto-limpeza (grooming),
obtidas nos periodos basais de cada uma das trés semanas de experimento, observou-se a
existéncia de diferencas significativas entre as semanas de tratamento (tempos), mas nao
entre os grupos ou na interacdo destes com os tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=9,83
para os tempos, P=0,002; F=0,73 para os grupos, P=0,60; F=0,65 para a interacdao tempos x
grupos, P=0,66) (Figura 25).

Os tempos despendidos no comportamento de auto-limpeza, no periodo basal da
segunda e da terceira semanas, mostraram-se similares entre si (teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni; P=0,20), mas foram significativamente diferentes daqueles
observados na primeira semana de experimento (teste de comparacbes mdultiplas de

Bonferroni; P=0,002 e P=0,007, respectivamente) (Figura 25).
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Figura 25. Tempo gasto em comportamento de auto-limpeza (grooming) em campo
aberto, nos periodos basais de avaliagdo, durante as trés semanas de experimento. Dados
expressos como média + DPM.

SS: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Diferenca estatisticamente significativa na comparagdo entre as semanas (tempos),
mas ndo entre grupos ou na interacdo grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=9,83
para tempos, P=0,002; F=0,73 para grupos, P=0,60; F=0,65 para interagao tempos x grupos,
P=0,66).

*Diferenca significativa em relacdo a primeira semana, independentemente dos grupos
estudados (teste de comparagdes multiplas de Bonferroni,P<0,007).

Utilizando-se ANOVA de medidas repetidas para a andlise do tempo despendido em
comportamento de auto-limpeza, 15 minutos apds a administracdo dos tratamentos
estipulados, observaram-se diferencas significativas entre as semanas estudadas (tempos),
entre os grupos e na interagao entre estes e os tempos (F=15,82 para os tempos, P=0,0001;
F=4,90 para os grupos, P=0,001; F=3,43 para a interacdo entre tempos e grupos, P=0,009)
(Figura 26).

Na comparagdo entre as semanas, independentemente dos grupos testados, houve

reducdo significativa do tempo gasto em auto-limpeza na segunda e na terceira semanas de

experimento, em relacdo a primeira (teste de compara¢es multiplas de Bonferroni; P=0,0001
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e P=0,001, respectivamente). Ndo se observou diferenca naquele parametro comportamental
ao se compararem as medidas das segunda e terceira semanas (teste de comparacdes
multiplas de Bonferroni; P=0,10) (Figura 26).

Na comparacdo entre os grupos testados, independentemente das semanas de
experimento, os animais que receberam formalina, por via subcutanea, e solucdo salina por via
intraperitoneal (Grupo 4 — FS), despenderam mais tempo realizando comportamento de auto-
limpeza, em relagdo aqueles que receberam os seguintes tratamentos: (a) solu¢do salina, por
via subcutanea, e veiculo, por via intraperitoneal (Grupo 2 — SV) (teste de comparacgles
multiplas de Bonferroni; P=0,012); (b) solucdo salina, por via subcutdnea, e nitroglicerina, por
via intraperitoneal (Grupo 3 — SN) (teste de comparac¢des multiplas de Bonferroni; P=0,002); (c)
formalina, por via subcutanea, e nitroglicerina, por via intraperitoneal (Grupo 6 — FN) (teste de
comparagoes multiplas de Bonferroni; P=0,03) (Figura26).

Na comparacdo no periodo de 15 minutos da administracdo, em que se levaram em
conta os grupos e as semanas de experimento (interacdo entre essas duas varidveis),
observou-se que, na primeira semana, os animais que receberam formalina, por via
subcutanea, e solugdo salina, por via intraperitoneal (Grupo 4 - FS), despenderam
significativamente mais tempo realizando comportamento de auto-limpeza, em relagdo
aqueles alocados em todos os demais grupos estudados (teste de comparagdes multiplas de
Bonferroni; P<0,02), exceto os do grupo que recebeu formalina, por via subcutanea, e veiculo,
por via intraperitoneal (Grupo 5 — FV) (teste de comparagées multiplas de Bonferroni; P=0,06).
Nas segunda e terceira semanas, todos os grupos diferiram significativamente apenas do grupo
gue recebeu formalina, por via subcutdnea, e solucdo salina, por via intraperitoneal (Grupo 4 —

FS) na primeira semana (teste de comparagGes multiplas de Bonferroni; P=0,0001) (Figura 26).
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Figura 26. Tempo gasto em comportamento de auto-limpeza (grooming) em campo
aberto, 15 minutos apés a administragdo dos tratamentos propostos, durante as trés semanas
de experimento. Dados expressos como média + DPM.

SS: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Diferenca estatisticamente significativa na comparacdo entre semanas (tempos),
grupos e na interacdo grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=15,82 para tempos,
P=0,0001; F=4,90 para grupos, P=0,001; F=3,43 para intera¢do tempos x grupos, P=0,009).

*Diferenca significativa das 22 e 32 semanas em relagdo a 12, independentemente dos
grupos estudados (teste de comparacbes multiplas de Bonferroni, P<0,001); diferenca
significativa de todos os grupos, nas semanas assinaladas, em relacdo ao grupo FS da 12
semana de experimento (teste de comparages multiplas de Bonferroni, P<0,0001).

**Diferenca significativa do grupo assinalado (FS) em relagdo aos grupos SV, SN e FN,
independentemente das semanas avaliadas (teste de compara¢des multiplas de Bonferroni,
P<0,03); diferenga significativa daquele grupo (FS) em rela¢do aos grupos SS, SV, SN e FN, na 12
semana do experimento (teste de comparag¢des multiplas de Bonferroni, P<0,02).

***Diferenca significativa do grupo assinalado (FS) em relagdo aos grupos SV, SN e FN,
independentemente das semanas avaliadas (teste de compara¢des multiplas de Bonferroni,
P<0,03).

A analise do tempo gasto no comportamento de auto-limpeza , no periodo de 30

minutos da administracdo, monstrou diferenca significativa entre os grupos, mas nao entre as

semanas de experimento (tempos) ou na interagdo entre os tempos e os grupos (ANOVA de

medidas repetidas; F=0,34 para os tempos, P=0,56; F=2,99 para os grupos, P=0,02; F=2,01 para

a interacdo entre os tempos e os grupos, P=0,09). Independentemente da semana avaliada, o
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grupo que recebeu salina, por via subcutanea, e nitroglicerina, por via intraperitoneal (Grupo 3
— SN), diferiu daquele que recebeu formalina, por via subcutdnea, e veiculo, por via
intraperitoneal (Grupo 5 — FV) (teste de compara¢des multiplas de Bonferroni, P=0,043),

embora essa diferenca ndo apresente significado bioldgico de interesse (Figura 27).
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Figura 27. Tempo gasto em comportamento de auto-limpeza (grooming) em campo
aberto, 30 minutos apds a administracao dos tratamentos propostos, durante as trés semanas
de experimento. Dados expressos como média + DPM.

SS: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c.,, em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Diferenca estatisticamente significativa entre grupos, mas ndo entre semanas (tempos)
ou na interagao grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=0,34 para tempos, P=0,56;
F=2,99 para grupos, P=0,02; F=2,01 para interagdo tempos x grupos, P=0,09).

*Diferenga significativa do grupo assinalado (SN) em relagdo ao grupo FV,
independentemente da semana de experimento (teste de comparagdes multiplas de
Bonferroni, P=0,043).

Na andlise do comportamento de auto-limpeza apds 120 minutos da administracdo
dos tratamentos propostos, ndo se observaram diferencas entre os grupos, semanas de

experimento (tempos) ou na interagdo entre grupos e tempos (ANOVA de medidas repetidas;
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F=0,62 para os tempos, P=0,44; F= 0,75 para os grupos, P=0,59; F=1,13 para a interagao entre

os tempos e os grupos, P=0,35) (Figura 28).
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Figura 28. Tempo gasto em comportamento de auto-limpeza (grooming) em campo
aberto, 120 minutos apds a administracdo dos tratamentos propostos, durante as trés
semanas de experimento. Dados expressos como média = DPM.

SS: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c.,, em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Auséncia de diferencas significativas entre grupos, semanas (tempos) e na interagdo
grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=0,62 para os tempos, P=0,44; F= 0,75 para
os grupos, P=0,59; F=1,13 para a intera¢do entre os tempos e os grupos, P=0,35).

Na observacdo realizada 240 minutos apds a administracdo dos tratamentos

propostos, ndo se verificam diferencas significativas no comportamento de auto-limpeza ao se

avaliarem os grupos, as semanas de experimento (tempos) e a interacdo entre os tempos e os

grupos (ANOVA de medidas repetidas; F=0,68 para os tempos, P=0,41; F=1,33 para os grupos,

P=0,26; F=0,92 para a interacdo entre os tempos e os grupos, P=0,48) (Figura 29).
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Por meio de ANOVA de medidas repetidas, observaram-se diferengas significativas
entre as semanas de experimento (tempos), mas ndo entre os grupos ou na interacdo entre os
grupos e os tempos, na avaliacdo do comportamento de grooming apds 24 horas da
administracdo dos tratamentos propostos (F=5,91 para os tempos, P=0,02; F=0,87 para os
grupos, P=0,51; F=0,68 para a interacdo entre os tempos e os grupos, P=0,64).
Independentemente dos grupos estudados, os animais despenderam tempos
significativamente diferentes realizando reflexo de auto-limpeza ao se compararem as segunda
e terceira semanas de experimento (teste de compara¢Ges multiplas de Bonferroni, P=0,001).
Aquele parametro apresentou padrdo similar ao se comparar a primeira semana com cada
uma das semanas seguintes (teste de compara¢des multiplas de Bonferroni, P=0,05 e P=1,0,

respectivamente) (Figura 30).
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Figura 29. Tempo gasto em comportamento de auto-limpeza (grooming) em campo
aberto, 240 minutos apds a administracdo dos tratamentos propostos, durante as trés
semanas de experimento. Dados expressos como média + DPM.

SS: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Auséncia de diferencas significativas entre grupos, semanas (tempos) e na interagdo
grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=0,68 para tempos, P=0,41; F=1,33 para
grupos, P=0,26; F=0,92 para interagcdo tempos x grupos, P=0,48).
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Figura 30. Tempo gasto em comportamento de auto-limpeza (grooming) em campo
aberto, 24 horas apds a administracao dos tratamentos propostos, durante as trés semanas de
experimento. Dados expressos como média £ DPM.

SS: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c.,, em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Diferenca estatisticamente significativa na comparacdo entre semanas (tempos), mas
nado entre grupos ou na interagdo grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=5,91 para
tempos, P=0,02; F=0,87 para grupos, P=0,51; F=0,68 para intera¢ao entre tempos x grupos,
P=0,64).

*Diferenga significativa em relagdo a segunda semana de experimento,
independentemente dos grupos estudados (teste de comparacdes multiplas de Bonferroni,
P=0,001).

Por meio de ANOVA de medidas repetidas, observaram-se diferencas significativas
entre as semanas de experimento (tempos), mas ndo entre os grupos ou na interagdo entre os
grupos e os tempos, na avaliacdo do comportamento de auto-limpeza apds 48 horas da
administracdo dos tratamentos propostos (F=7,13 para os tempos, P=0,009; F=1,48 para os
grupos, P=0,21; F=0,89 para a interacdo entre os tempos e os grupos, P=0,50).
Independentemente dos grupos estudados, os animais despenderam tempos
significativamente diferentes realizando reflexo de auto-limpeza ao se compararem as
primeira e terceira semanas de experimento (teste de compara¢des multiplas de Bonferroni,
P=0,028). Aquele pardmetro apresentou padrdo similar ao se comparar a segunda semana com
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cada uma das outras duas semanas (teste de compara¢des multiplas de Bonferroni; P=0,55
para a primeira semana; P=0,82 para a terceira semana) (Figura 31).

Foi realizada a analise das laténcias do reflexo de retirada da cauda em resposta a
estimulo térmico nocivo (tail-flick) de modo similar ao que foi feito para o comportamento de

auto-limpeza (Figura 24).

100

g 90

= 80

g % Zg mSS (n=12)

; E 0 SV (n=12)

§ § 40 * ] ® SN (n=12)

230 30 I ] ] mFS(n=12)

0

o 20 ] | ] T ] [ I ] T T ] ] ® FV (n=16)

E 10 -T -T Il I III . .II FN (n=15)
0

1 2 3

SEMANAS DE TRATAMENTO

Figura 31. Tempo gasto em comportamento de auto-limpeza (grooming) em campo
aberto, 48 horas apds a administracao dos tratamentos propostos, durante as trés semanas de
experimento. Dados expressos como média + DPM.

SS: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c.,, em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Diferenca estatisticamente significativa na comparacdo entre semanas (tempos), mas
nado entre grupos ou na interagdo grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=7,13 para
tempos, P=0,009; F=1,48 para grupos, P=0,21; F=0,89 para interagao entre tempos x grupos,
P=0,50).

*Diferenga significativa em relagdo a primeira semana de experimento,
independentemente dos grupos estudados (teste de comparacdes multiplas de Bonferroni,
P=0,03).
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Na avaliagdo do reflexo de retirada da cauda, ndo se observaram diferencas
significativas entre as semanas de tratamento (tempos), entre os grupos ou na interagdo
dessas duas varidveis, para as medidas obtidas nos periodos basal (ANOVA de medidas
repetidas; F=2,59 para os tempos, P=0,11; F=0,74 para os grupos, P=0,59; F=0,43 para a
interacdo entre os tempos e os grupos, P=0,83), 15 minutos (ANOVA de medidas repetidas;
F=1,12 para os tempos, P=0,30; F=1,16 para os grupos, P=0,34; F=1,67 para a intera¢ao entre
os tempos e os grupos, P=0,16) e 30 minutos (ANOVA de medidas repetidas; F=1,46 para os
tempos, P=0,23; F=0,88 para os grupos, P=0,50; F=1,38 para a interagdo entre os tempos e os

grupos, P=0,24) apds a administra¢do dos tratamentos propostos (Figuras 32 a 34).
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Figura 32. Laténcia de retirada da cauda (tail-flick) no periodo prévio a administragdo
dos tratamentos propostos (basal), durante as trés semanas de experimento. Dados expressos
como média £ DPM.

SS: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Auséncia de diferenca significativa entre semanas (tempos), grupos e na interagdo
grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=2,59 para tempos, P=0,11; F=0,74 para
grupos, P=0,59; F=0,43 para interagdo entre tempos x grupos, P=0,83).
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Figura 33. Laténcias de retirada da cauda (tail-flick) obtidas 15 minutos apds a
administracao dos tratamentos propostos, durante as trés semanas de experimento. Dados
expressos como média + DPM.

S$S: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Auséncia de diferenca significativa entre semanas (tempos), grupos e na interagdo
grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=1,12 para tempos, P=0,30; F=1,16 para
grupos, P=0,34; F=1,67 para interagdo entre tempos x grupos, P=0,16).

Na avaliacdo das laténcias de retirada da cauda obtidas apds 120 minutos da
administracdao dos tratamentos propostos, constataram-se diferengas significativas entre as
semanas do experimento (tempos), mas ndo entre os grupos ou na interagao entre os tempos
e os grupos (ANOVA de medidas repetidas; F=12,16 para os tempos, P=0,001; F=1,31 para os
grupos, P=0,08; F=0,77 para a interagdo entre os tempos e os grupos, P=0,57). Observou-se
aumento significativo das laténcias de tail-flick nas segunda e terceira semanas, em relacao as

obtidas na primeira semana (teste de comparag¢des multiplas de Bonferroni, P=0,04 e P<0,01,

respectivamente) (Figura 35).

100



=
(]

- 9
|
=4 8
)
£ 7
=z m SS (n=9)
4
= '*E-’ s = SV (n=9)
'_
B m SN (n=9)
w4
2 - 3 B FS(n=9)
> 2 mFV (n=12)
=
< 1 FN (n=11)
0 L S e sl SRS
1 2 3

SEMANAS DE TRATAMENTO

Figura 34. Laténcias de retirada da cauda (tail-flick) obtidas 30 minutos apds a
administracao dos tratamentos propostos, durante as trés semanas de experimento. Dados
expressos como média + DPM.

SS: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c.,, em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Auséncia de diferenca significativa entre semanas (tempos), grupos e na interagdo
grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=1,46 para tempos, P=0,23; F=0,88 para
grupos, P=0,50; F=1,38 para interagdo entre tempos x grupos, P=0,24).

Na avaliacdo das medidas do reflexo de retirada da cauda, ndo se observaram
diferengas significativas entre as semanas de tratamento (tempos), entre os grupos ou na
interacdo dessas duas varidveis, para as medidas obtidas 240 minutos (ANOVA de medidas
repetidas; F=1,87 para os tempos, P=0,18; F=0,60 para os grupos, P=0,70; F=1,02 para a
interacdo entre os tempos e os grupos, P=0,41), 24 horas (ANOVA de medidas repetidas;
F=0,29 para os tempos, P=0,59; F=0,22 para os grupos, P=0,95; F=0,48 para a interagao entre
os tempos e os grupos, P=0,79) e 48 horas (ANOVA de medidas repetidas; F=3,67 para os
tempos, P=0,06; F=0,86 para os grupos, P=0,51; F=0,60 para a interagdao entre os tempos e os

grupos, P=0,70) apds a administra¢do dos tratamentos propostos (Figuras 36 a 38).
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A andlise do peso corporal dos animais nesse experimento demonstrou a existéncia de
diferencas significativas entre os tempos e na interacdo entre os tempos e os grupos. Nao se
observaram diferencgas significativas entre os grupos (ANOVA de medidas repetidas; F=31,80
para os tempos, P=0,001; F=7,08 para os grupos, P=0,001; F=1,17 para a interagao entre os
tempos e os grupos, P=0,33). No decorrer do experimento, constatou-se que os animais
aumentaram gradualmente de peso corporal, de maneira independente do tratamento
instituido. Na terceira semana, os animais apresentaram-se mais pesados do que na primeira
semana e na segunda semana de experimento (teste de comparagdes multiplas de Bonferroni;

P=0,01 e P=0,01, respectivamente) (Figura 39).
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Figura 35. Laténcias de retirada da cauda (tail-flick) obtidas 120 minutos apds a
administracdo dos tratamentos propostos, durante as trés semanas de experimento. Dados
expressos como média + DPM.

SS: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Diferenca significativa entre semanas (tempos), mas ndo entre grupos ou na interacdo
grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=12,16 para tempos, P=0,001; F=1,31 para
grupos, P=0,08; F=0,77 para interagdo entre tempos x grupos, P=0,57).

*Diferenca significativa em relacdo a primeira semana de experimento,
independentemente dos grupos estudados (teste de comparagdes multiplas de Bonferroni,
P<0,04).
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Figura 36. Laténcias de retirada da cauda (tail-flick) obtidas 240 minutos apds a
administragao dos tratamentos propostos, durante as trés semanas de experimento. Dados
expressos como média + DPM.

SS: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Auséncia de diferenca significativa entre semanas (tempos), grupos e na interagdo
grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=1,87 para os tempos, P=0,18; F=0,60 para
os grupos, P=0,70; F=1,02 para a intera¢do entre os tempos e os grupos, P=0,41).
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Figura 37. Laténcias de retirada da cauda (tail-flick) obtidas 24 h apds a administracdo
dos tratamentos propostos, durante as trés semanas de experimento. Dados expressos como
média = DPM.

SS: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c.,, em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Auséncia de diferenca significativa entre semanas (tempos), grupos e na interagdo
grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=0,29 para tempos, P=0,59; F=0,22 para
grupos, P=0,95; F=0,48 para interagdo entre tempos x grupos, P=0,79).
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Figura 38. Laténcias de retirada da cauda (tail-flick) obtidas 48 h apds a administracdo
dos tratamentos propostos, durante as trés semanas de experimento. Dados expressos como
média + DPM.

SS: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c.,, em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Auséncia de diferenca significativa entre semanas (tempos), grupos e na interagdo
grupos x tempos (ANOVA de medidas repetidas; F=3,67 para tempos, P=0,06; F=0,86 para
grupos, P=0,51; F=0,60 para interagdo entre tempos x grupos, P=0,70).
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Figura 39. Peso corporal dos animais durante as trés semanas de experimento. Dados
expressos como média £ DPM.

SS: Salina, via s.c., no dia 1 do experimento (D1), e salina, via i.p., nos dias 1, 8 e 15 (D1,
D8 e D15). SV: Salina, via s.c., em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15. SN: Salina, via s.c.,
em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15. FS: Formalina 5%, via s.c., em D1, e salina, via
i.p., em D1, D8 e D15. FV: Formalina 5%, via s.c.,, em D1, e veiculo, via i.p., em D1, D8 e D15.
FN: Formalina 5%, via s.c., em D1, e nitroglicerina, via i.p., em D1, D8 e D15.

Diferenca significativa entre semanas de tratamento (tempos) e na interagao tempos x
grupos, mas ndo entre grupos (ANOVA de medidas repetidas; F=31,80 para tempos, P=0,001;
F=7,08 para grupos, P=0,001; F=1,17 para intera¢do entre tempos e grupos, P=0,33).

*Diferenga significativa em relagdo a 12 e 22 semanas de experimento (teste de
comparag¢oes multiplas de Bonferroni; P=0,01 e P=0,01, respectivamente).
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Discussao
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Ha vdrias teorias relacionadas a fisiopatogenia das dores cranianas, principalmente em
relacdo as cefaléias com importante envolvimento vascular, como a enxaqueca. Todavia, existe
consenso de que, nas dores cefdlicas, hd um envolvimento dos vasos cerebrais, de modo que a
informacdo nociceptiva vinculadas a eles é transmitida ao Sistema Nervoso Central (SNC)
através de fibras nervosas sensoriais do nervo trigémeo, por meio de neurotransmissores
(Moskowitz, 1984).

As cefaléias com componente vascular podem ser consideradas como uma alteragdo
neurobioldgica que reflete disturbios na interagdo entre o nervo trigémeo e o érgdo-alvo, que
seria o vaso sangiineo cerebral (Moskowtiz, 1984). As fibras trigeminais fazem parte de uma
intricada rede de comunicagdo que se projeta ao encéfalo. Estdo situadas na interface entre a
circulagdo sangiiinea e o SNC, envolvendo o vaso e estando em intimo contato com as trés
camadas vasculares. Ativacdao neural libera neurotransmissores vasoativos de seus processos
aferentes, que determinam alteragGes inflamatdrias perivasculares. Apds algum tempo,
resposta nociceptiva é transmitida ao SNC por meio de diversas vias nociceptivas e nucleos

(Figuras 4,40) (Moskowitz, 1984; Goadsby et al.; 2002).
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Figura 40. Ativacdo do Sistema Trigeminovascular durante episédio de dor de cabeca e
seu envolvimento com nucleos Talamicos, Hipotalamicos, do Tronco e Sistema Nervoso
Vegetativo (Parassimpatico)(Modificado de Goadsby et al.; 2002).

108



Modelos experimentais de nocicep¢do sdo fundamentais para o conhecimento dos
mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento, pela manutencdo e, por vezes, pela
perpetuacao da experiéncia dolorosa humana. Em sua maioria, estdo baseados em respostas
nociceptivas passiveis de serem reproduzidas, sendo que varios aspectos do comportamento
animal podem ser estudados.

Entre os modelos nociceptivos para o estudo das dores orofaciais e cefaléias, talvez os
mais estudados sejam aqueles que enfocam os mecanismos envolvidos na teoria da
inflamacdo neurogénica e vascular, principalmente os modelos de ativacdo do sistema
trigeminovascular. Esta ativacao pode estabelecer-se por meio de estimulacdo de ramos
periféricos do nervo trigémeo, que, através do reflexo axonal, reproduz o processo
fisiopatogénico das cefaléias vasculares (Moskowitz, 1984). Outra forma de ativagdo seria a
sistémica, em que uma substancia vasoativa, administrada sistemicamente, pode desencadear
dores de cabeca. Dentre esses farmacos, talvez o mais relevante sejam os compostos nitrosos.
E de dominio cientifico, desde o século XIX, que um dos principais efeitos adversos daqueles
compostos é o desencadeamento de cefaléia de padrao vascular: dor pulsatil, de média a forte
intensidade, com agravamentos por atividades de vida didrias e, as vezes, com sintomatologia
vegetativa associada (Marsh e Marsh, 2000). Estudos prévios sugerem que administracdo
sistémica de nitroglicerina ou histamina pode desencadear crises de cefaléia em pacientes
enxaguecosos, mais freqlientemente do que em normais (Krabbe e Olesen, 1980; Sicuteri et
al., 1987; Olesen e Thomsen, 1993; Lars e Olesen, 2001). Em estudos com animais, compostos
nitrosos, como trinitrato de glicerina (nitroglicerina), também sdo utilizados em modelos
experimentais de dores cefdlicas (Tassoreli et al., 2003; Bergerot et al., 2006). Nestes modelos,
guando se avaliam parametros nociceptivos, na maioria das vezes, utiliza-se a medida da
laténcia de retirada da cauda (Costa et al., 2005). Porém, pouca relevancia é dada a outros

parametros comportamentais, como o reflexo de auto-limpeza.
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A administragdo subcutanea de formalina na regido orofacial é um método
conveniente para a avaliacdo da nocicep¢ao na regido inervada pelo nervo trigémeo e,
possivelmente, para o estudo das cefaléias. Aquela administracdo determina uma primeira
fase aguda de nocicepcdo, com duracdo de 1 a 5 minutos. A esta se segue um periodo (5 a 15
minutos apds a injecdo) em que o animal ndo apresenta comportamento nociceptivo. E a
chamada fase silente. Na ultima etapa, denominada de fase ténica, ocorre reacdo inflamatéria
no tecido periférico, caracterizada por intensa atividade nociceptiva, que perdura por
aproximadamente 20 a 60 minutos (Dickenson e Sullivan, 1987; Clavelou et al., 1989; Pacak e
Palkovits, 2001). Nesta fase, ocorre liberagcdo de diferentes substancias mediadoras de dor e
sensibilizacdo central de vias nociceptivas (Télsen et al., 1922).

A administracdo de formalina determina lesdo tecidual dependente da concentragdo
empregada, ativacdo de nociceptores periféricos e ativacdo de fibras AS e C, que sdo as
principais fibras efetoras da via primdria nociceptiva trigeminal (Raboisson e Dallel, 2003).
Ortodromicamente, a ativacdo de nociceptores sensibiliza o primeiro neurdnio da via
(localizado no ganglio de Gasser) e, conseqientemente, o nucleo trigeminal caudal e as
estruturas nociceptivas superiores, por meio do trato trigeminotalamico (Pacak e Palkovits,
2001; Messlinger, 2006) (Figuras 1, 4, 41). Esta ativagdo também determina a ocorréncia do
reflexo trigeminovascular, que, por meio de transmissdo antidrémica, estimula a liberacdo de
substancias vasodilatadoras e pré-inflamatdrias. Esse fen6meno ndo sé seria responsavel pelo
desencadeamento de dor, como também por sua perpetuacdo (Bayliss, 1901; Moskowitz,
1984; Uddman, 1989; Vincent, 1998; May e Goadsby, 1999; Durnett e Vasko, 2002; Pietrobon,
2003; Edvinsson, 2005).

Partindo-se do pressuposto de que estimulo elétrico, quimico ou imunolégico aplicado
em um nervo sensitivo possa desencadear processo inflamatdrio neurogénico (Bayliss, 1901;
Durnett e Vasko, 2002; Lizasoain e Leira, 2003; Bergerot et al., 2006), o modelo de dor

orofacial induzido por formalina, administrada por via subcutdnea, ao ativar aferéncias
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trigeminais, teoricamente também pode funcionar como modelo neurovascular de ativagao
periférica do sistema trigeminovascular (figuras 4 e 40).

Estudos nociceptivos orofaciais, comumente baseados na administracao de formalina,
por via subcutanea, raramente avaliam outros parametros comportamentais que nao o reflexo
de auto-limpeza (grooming) ipsilateral a lesdo e a observacdo em campo aberto para aferigdo
dos mesmos (Anderson et al., 2003; Cadet et al., 1995; Clavelou et al., 1995; Eisenberg et al.,
1993; Eisenberg et al., 1996; Gilbert et al., 2001; Pelissier et al., 2002; Raboisson e Dallel, 2004;
Roveroni et al., 2001; Vos et al., 1998). Parametros comportamentais relacionados ao modelo
nociceptivo orofacial com formalina sdo pouco explorados. Neste modelo, segundo Anderson e
colaboradores (2003), o tempo gasto pelo animal no comportamento de grooming seria uma
das respostas comportamentais mais representativas de disestesia grave.

Assim, nos primeiro e segundo experimentos dessa Dissertacdo, procuraram-se avaliar
parametros comportamentais e nociceptivos relacionados a ativacdo periférica do sistema
trigeminal, por meio da utilizacdo do modelo de dor orofacial induzida pela administracdo
subcutanea de formalina. Além do comportamento de auto-limpeza, foram analisadas
locomocgdo (por meio do numero de cruzamentos ou crossings, em inglés) e atividade
exploratdria (por meio do nimero de respostas de orientagdo ou rearings, em inglés), em
campo aberto. SupOs-se que a nocicep¢do desencadeada pela administracdo de formalina
poderia repercutir sobre tais parametros, levando a eventual redu¢do de cruzamentos e
respostas de orienta¢do. Nesse caso, os mesmos poderiam servir como medidas indiretas de

nocicepgao.

Na avaliacdo dos parametros comportamentais explorados, observou-se, no campo
aberto, que os animais que receberam formalina apresentaram numero de cruzamentos
similar aos do grupo controle (Figura 13), ou seja, esse parametro ndo se mostrou sensivel a
administracdo do agente irritante. Paralelamente, observou-se rapida e precoce reducao dos

cruzamentos, independentemente do tratamento, em todos os tempos de observacdo
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propostos, em comparagdo com as medidas basais. Tal redugdo iniciou imediatamente apds a
administracdo das solucdes estudadas e manteve-se por pelo menos 24 horas, sendo mais
acentuada aos 15 minutos. Na figura 13, vé-se uma curva em U, em que as medidas daquele
parametro em 0 minuto e 24 horas ndo diferem entre si, mas o fazem daquelas obtidas aos 15
minutos. Este Ultimo periodo corresponde exatamente ao momento em que os animais que
receberam formalina, por via subcutanea, despenderam mais tempo no comportamento de
auto-limpeza. Isso poderia justificar a maior reducdo de cruzamentos. No entanto, tal efeito foi
observado também no grupo controle e se manteve por tempo superior ao do efeito sobre o
comportamento de grooming (pelo menos 24 horas versus 15 minutos, respectivamente).
Sugere-se que esse seja um efeito relacionado a manipulagdo dos animais durante a realizagdo
do estudo. Como ocorreu independentemente do grupo experimental, isso sugere que nao se
trata de resposta nociceptiva especifica a formalina. Ambos os grupos seguem o mesmo
padrdao comportamental ao longo do tempo. Idéntico raciocinio pode ser feito em relacdo ao
numero de respostas de orientacdo, que apresentou perfil similar de resultados (Figura 14).
Assim, concluiu-se que a administracdo subcutanea das solu¢des propostas, seja de formalina,
seja de salina, na area das vibrissas de ratos, determinou o mesmo tipo de efeito sobre
cruzamentos e respostas de orientagdo em campo aberto. Sugere-se que a redu¢ao dos
parametros estudados possa estar relacionada a habituacdo ao ambiente, depois de repetidas
exposi¢des ao mesmo.

Cruzamentos (crossings) e respostas de orientacdo (rearings) sdo pardametros
comportamentais exploratdrios, que refletem a resposta do animal a exposicdo a um novo

ambiente, representando, respectivamente, medidas de locomocdo e orientacdo no espaco.

A reducdo do nimero de cruzamentos e respostas de orientacdao ao longo do tempo
poderia ser justificada, pelo menos em parte, pelo fendmeno de habituacdo ao novo ambiente.
Acredita-se que essa seja uma das mais elementares formas de aprendizado, em que se

observa reducdo na atividade exploratéria em funcdo de repetidas exposicdes a0 mesmo
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ambiente (Thiel et al., 1998, 1999; Viana et al., 2001). Normalmente, é estudada em duas ou
mais sessdes de observacdo, em campo aberto ou em um mesmo local (Viana et al., 2001). No
experimento 1 dessa Dissertacdo, as repetidas exposicdes ao campo aberto, para a obtencao
das medidas ao longo do tempo, pode ter contribuido para o menor nimero de cruzamentos e
respostas de orientacdo em relagdo ao periodo basal (antes da administracdo dos tratamentos
propostos), mesmo apds 24 horas.

Curiosamente, associado a reducdo das medidas desses dois parametros exploratérios,
ha aumento concomitante do tempo gasto em auto-limpeza . E interessante se observar que
parece haver reducdo compensatdria das medidas exploratdérias em relagdo ao maior tempo
gasto em grooming. Em tempos em que se constata menor atividade exploratéria —
imediatamente apds (0 minuto) e depois de 15 minutos da administragdo dos tratamentos,
observa-se também maior atividade de grooming. No entanto, os padrdes temporais sdo
distintos. A atividade exploratéria estd reduzida em todos os momentos avaliados apés a
administracdo dos tratamentos propostos, sendo significativamente menor aos 15 minutos em
relacdo aos periodos de 0 minuto e 24 horas. J& o tempo gasto em auto-limpeza é
significativamente maior aos 0 e 15 minutos (ndo diferindo entre si), voltando aos niveis basais
em 24 horas. Também contraria a idéia do aumento de tempo gasto em auto-limpeza estar
influenciando a atividade exploratdria, é o fato dos animais que receberam soluc¢des de salina
ou formalina apresentarem mesmo padrdo de comportamento em relagdo a cruzamentos e
respostas de orientagao.

No campo aberto, ao inverso do que ocorreu com a atividade exploratdria, observou-
se aumento do tempo despendido pelos animais na realizacdo de comportamento de auto-
limpeza relacionado a administracdo de solucdo de formalina 5%. Este aumento iniciou
imediatamente apds a injecdo daquela solucdo e perdurou por pelo menos 15 minutos (Figuras
15 e 16). Aos 30 minutos, esse efeito comecou a desaparecer (Figura 16), de modo que, nesse

periodo, os valores do comportamento de grooming ocuparam uma posicao intermediaria —
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nao diferiram dos basais, nem dos valores obtidos aos 15 minutos. Aquele comportamento
retornou ao nivel observado previamente ao tratamento em 2 horas (Figura 16), mantendo-se
assim por pelo menos 14 dias (Figuras 15 e 16). Como tal resposta ndo foi detectada no grupo
controle, que ndo diferiu ao longo do tempo, pode-se propor que a mesma é especifica para o
grupo que recebeu formalina e, portanto, o comportamento de auto-limpeza mostrou-se
sensivel a administracdo do agente irritante nesse modelo. Concluiu-se, assim, que, dentre os
parametros comportamentais em estudo, o de auto-limpeza é o que melhor se correlaciona
com a atividade nociceptiva desencadeada pela formalina administrada por via subcutanea, na

regido orofacial, em observag¢des de campo aberto.

Esses dados confirmam resultados de Anderson e colaboradores (2003) e Clavelou e
colaboradores (1989). Reforcam evidéncias encontradas na literatura cientifica de que essa
atividade comportamental seria uma das mais preditivas da atividade nociceptiva orofacial
(Anderson et a./, 2003). Corroboram resultados de Clavelou e colaboradores (1989 e 1995),
gue demonstraram padrdao bifasico de resposta para a formalina, com aumento do
comportamento de auto-limpeza nos primeiros 3 a 5 minutos e no periodo entre 18 e 42
minutos apds a injecao. Os periodos de tempo aqui estudados, de 0 minuto a 14 dias, engloba

as duas fases relatadas por aqueles autores.

Em mamiferos, entre outras fungdes, como as reprodutivas e sociais, o
comportamento de auto-limpeza esta relacionado a remocdo de substancias aversivas, sendo
geralmente associado a injurias cutaneas. Paralelamente, situagdes que ha aumento do estado
de alerta dos animais, como na presenca de novidade ou agentes estressores externos
(atividade nociceptiva desencadeada por estimulo irritante), podem ser ativadores desse
comportamento (Spruijt et al.,, 1992), como foi observado nos experimentos 1 e 2 dessa

Dissertagao.
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Em termos eletrofisiolégicos, os estudos demonstraram que nociceptores de fibras
periféricas AS e C, bem como neurOnios nociceptivos convergentes do nucleo trigeminal
espinhal, sdo excitados pela administracdo de formalina no campo nociceptivo correspondente
(Anderson et al., 2003; Raboisson et al., 2004). Leong e colaboradores (2000) observaram que
a injecdo subcutanea de formalina na regido da face inervada pelo segundo ramo do nervo
trigémeo induz a expressdo do proto-oncogene c-fos (c-fos) nas ldaminas | e Il do nucleo
sensitivo trigeminal. Esta expressdo de c-fos possivelmente seja mediada por oxido nitrico
(Leong et al., 1999). Estudos adicionais demonstraram que estimulos nociceptivos em face e
polpa dentdria, por extracdo dentaria ou injecdo subcutanea de formalina, sdo capazes de
desencadear essa expressdao de c-fos no nucleo caudal do trigémeo (Strass et al, 1993;
Coimbra e Coimbra, 1994; Hou et al., 1997). Observou-se, ainda, que, no nucleo caudal do
trigémeo, a expressdo de c-fos esta presente predominantemente na lamina superficial (Leong
et al., 2000).

Uma vez demonstrado que o comportamento de auto-limpeza, avaliado em campo
aberto, foi o melhor parametro representativo de atividade nociceptiva da area inervada pelo
nervo trigémeo, por meio do teste de dor orofacial induzida pela formalina, administrada por
via subcutdnea, procurou-se estabelecer o seu perfil temporal por periodo de 2 semanas
(Experimento 2; Figuras 16 e 17). Apesar dos animais ja apresentarem comportamento
nociceptivo semelhante ao basal na avaliacdo feita em 24 horas, a lesdo tecidual provocada
pela formalina deve ter permanecido. Clavelou e colaboradores (1995), analisando a produgao
de fibrina, demonstraram que, 10 dias apds a administracdo de formalina, nas concentragdes
de 2,5% a 10%, ndo houve completa cicatrizacdo da lesdo. A degranulacdo mastocitaria, apds

aquela lesdo tecidual, permaneceu por cerca de 4 horas, e o edema, por cerca de 5 dias .

Outro fato interessante foi observado por Ichinose e colaboradores (1999). Estes
autores demonstraram, por meio de eletrencefalograma cortical, que ha uma discrepancia nos

resultados eletrencefalograficos sugestivos de comportamento nociceptivo, durante as
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distintas fases do teste de dor provocado pela formalina. Durante a fase silente, periodo em
gue teoricamente ndo ha atividade nociceptiva, hd achados de padrao de vigilia (altas
freqliéncias com baixas amplitudes, sugerindo atividade nociceptiva), e, na fase tonica (fase 2),
padrdo de ndo-vigilia (altas amplitudes e baixas freqiiéncias, sugerindo auséncia de atividade
nociceptiva). Assim, por mais que ndo haja comportamento nociceptivo caracteristico em certa
fase comportamental, pode haver atividade eletrencefalografica nociceptiva associada.

No segundo experimento, observou-se que, nas primeiras 4 horas apds a
administracdo de formalina, o periodo em que os animais permaneceram mais tempo
realizando auto-limpeza correspondeu ao dos 15 minutos. Neste periodo, o grupo exposto ao
agente irritante e o controle apresentaram diferencas significativas de comportamento, tanto
na comparagao entre si, quanto na compara¢ao com os valores basais (Figuras 16 e 17).

O tempo total de auto-limpeza parece ter correlacdio com a atividade nociceptiva
apenas durante os primeiros 15 minutos apds a administracao de formalina. A partir dos 30
minutos, as medidas desse pardametro comportamental apresentaram valores semelhantes
aqueles registrados no tempo basal. Todavia, Clavelou e colaboradores (1989) descreveram
gue essas alteracdes podem perdurar por até cerca de 45 minutos apds a administracao do
agente irritante.

Nos primeiro e segundo experimentos dessa Dissertacdo também foram avaliadas as
medidas de laténcia do reflexo de retirada da cauda. Esse teste de nocicepcao tem algumas
vantagens. Além de ser um método de simples aplica¢do, pode ser repetido por varias vezes,
apresenta pequena variabilidade para afericdo da atividade nociceptiva (King et al., 1997;Le
Bars et al., 2001) e reflete a ativacdo de vias nociceptivas centrais (Irwin et al., 1951;Le Bars et
al.,, 2001). Pretendia-se, assim, verificar se a estimula¢cdo nociceptiva determinada pela
formalina poderia ativar vias medulares nociceptivas relacionadas a inervacdo trigeminal.

Outra possibilidade seria a de que a administracdo daquele agente irritante poderia atuar
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como estressor, levando a ativagdo de sistemas antinociceptivos relacionados ao estresse
(analgesia induzida por estresse).

Esperava-se que a ativacdo periférica da via trigeminotaldamica pelo estimulo
nociceptivo, gerado pela administracdo subcutanea de formalina, desencadeasse uma reposta
nociceptiva capaz de ativar globalmente vias modulatérias descendentes (Figuras 2 e 3).
Todavia, a andlise das medidas do reflexo de retirada de cauda feita nos experimentos 1 e 2
nao corrobora essa hipétese. Ndo se observou, nos tempos de observacdo, qualquer alteracdo
significativa nos valores dessa medida nociceptiva, ao se compararem os grupos formalina e
salina (Figuras 12, 18 e 19). Essa discrepancia entre resultados esperados e encontrados pode
estar refletindo uma incapacidade de o agente irritante, administrado na regido das vibrissas
do animal, ativar indiretamente vias nociceptivas periféricas e/ou centrais, distintas das
trigeminais. Outra hipdtese seria a de que, embora atuando como um estressor para o
organismo, a intensidade do estimulo ndo seja suficiente para desencadear resposta
antinociceptiva mediada por vias modulatdrias descendentes da dor (como observado na
analgesia induzida por estresse).

Dose e concentracdo da formalina poderiam ser fatores aventados como tendo relacao
com a incapacidade de ativacdo das vias nociceptivas. Todavia, a solucdo de formalina
empregada — concentragdo de 5% e dose de 50 puL — é a mesma encontrada na descrigdo
original do modelo de dor orofacial com formalina, no cldssico estudo de Clavelou e
colaboradores (1989). Na literatura, aqueles parametros (concentracdo e volume) tém variado
de 0,02% a 15% e de 20 a 150 plL, conforme o estudo (Raboisson e Dallel, 2004).
Concentragoes de formalina até 1,5% tém sido utilizadas para melhorar a sensibilidade do
teste, além de diminuirem o sofrimento dos animais (Clavelou et al, 1995). Altas
concentragdes de formalina geram um paralelo agravamento da reagao inflamatdria tecidual e
da injuria tecidual (Raboisson e Dallel, 2004) e dessensibilizacdo de fibras nervosas periféricas

(Puig e Sorkin, 1995).

117



Possivel explicacdo para os resultados descritos no teste de laténcia de retirada da
cauda estaria relacionada as vias nociceptivas medulares que fazem a integragdo de estimulos
dolorosos periféricos com a atividade em niveis de controle superiores. Quando o estimulo
nociceptivo é aplicado abaixo da regido cervical, a principal via medular nociceptiva
integradora utilizada é o trato espinotalamico lateral, que ascende até o ndlcleo ventral
postero-lateral do talamo e, posteriormente, ao cortex somestésico primario (Pacdk e
Palkovits, 2001; Le Bars, 2001) (Figuras 1, 41 e 42). A ativacdo determinada pelo estimulo
térmico, provocado pela luz incandescente sobre a pele do animal durante o teste de tail-flick,
percorre essa via medular ascendente (Figura 42)(Le Bars, 2001). Todavia, quando o agente
irritante (no caso, solu¢do de formalina a 5%) é aplicado na regido orofacial, a estimulagao
nociceptiva aferente, transmitida ao nucleo caudal do nervo trigémeo, trafega pelo trato
trigeminotaldmico até o nucleo ventral pdstero-medial do tdlamo e, dai, ao cértex somestésico
primario (Figuras 1 e 41). Apesar de ambas as vias transportarem os mesmos tipos de
informagdes nociceptivas e terminarem na mesma drea cortical, ascendem de modo
independente, carreando informagdes de dareas diferentes do corpo (Figura 1, 41 e 42).
Possivelmente a ativacdo do trato trigeminotalamico ndo seja capaz de atuar sobre
mecanismos descendentes modulatérios relacionados a via espinotalamica lateral. (Bear et al.,
1996 Morgan e Mikhail, 1996; Chudler e Bonica, 2001; Pacdk e Palkovits, 2001; Terman e
Bonica, 2001; Messlinger, 2006, Schiinke et al., 2007)

No experimento 2, observaram-se diferengas significativas entre as laténcias de
retirada da cauda aferidas 15 minutos apds a administragcdo dos tratamentos propostos, em
comparacdo com as obtidas em 30 minutos e 2 horas. Nessa fase, depois dos 30 minutos, ha
gueda gradual nas medidas de tail-flick. Em 2 horas, foram encontradas as menores laténcias
de retirada da cauda, que se mostraram significativamente diferentes das obtidas no periodo
basal e em 15 minutos. Esse achado é compativel com o de um estado hiperalgésico. Todavia,

nao se evidenciou diferenca significativa entre os grupos (Figura 18).
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Figura 41. Vias nociceptivas da regido da cabeca e cervical alta. Essas vias seguem os
ramos do nervo trigémio (V1-V3). Os neurbnios aferentes primarios situam-se dentro do
ganglio trigeminal e seus ax6nios terminam no nucleo espinhal do nervo trigémeo. Os ax6nios
do 2° neurdnio cruzam a linha média e ascendem pelo trato trigeminotaldmico até o nucleo
ventral pdstero-medial do tdlamo. Dessa regido parte os axdnios do 3° neurdnio que
terminaram no cotex somestésico primario (Adaptado de Schiinke et al., 2007)
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Figura 42. Vias nociceptivas da regido do tronco e membros. Os axénios dos neurdnios
primarios terminam nos neurdnios de projecdao no corno posterior da medula. Os axénios
destes neurbnios cruzam a linha média e ascendem pelo trato espinotalamico e
espinomesencefalico até o tdlamo, mas ndo fazem conexdao com o nucleo ventral pdstero-
medial do tdlamo, como a via trigeminotaldmica. (Adaptado de Schiinke et al., 2007)

120



Essa hiperalgesia ndo parece estar relacionada ao processo nociceptivo desencadeado
pela formalina. Pode estar associada a um processo de modulacdo das vias nociceptivas,
gerado pelo numero de vezes que a cauda dos animais foi submetida ao estimulo
termoalgésico durante a realizacdo do teste de tail-flick. Seria um fenébmeno de habituacao,
decorrente da repetida exposicdo ao teste, fazendo com os animais passassem a retirar a
cauda mais rapidamente ao serem colocados no aparelho. Caso isso realmente tenha
acontecido, esse processo foi rapidamente modulado pelas vias antinociceptivas,
desaparecendo em 4 horas e assim permanecendo nos dias subseqiientes.

Em nenhum momento dos experimentos 1 e 2, foram observados achados
caracteristicos de analgesia. Esse fendbmeno poderia ter ocorrido secundariamente ao estresse
agudo gerado pelo procedimento experimental (Amir e Amit, 1978; Hayes et al., 1978; Bodnar,
1986). Esperar-se-ia que, durante o periodo de observacdo, ocorresse aumento das laténcias
de retirada da cauda, fato que ndo foi observado. Todavia, se isso ocorreu, deve ter sido
adequadamente modulado, pois, durante os primeiros 30 minutos de experimento, ndo foram
observadas alteracdes caracteristicas desse processo.

Por outro lado, como conseqiiéncia da lesdo gerada pela formalina, poderia ocorrer
um eventual estado hiperalgésico. Todavia, as medidas do tempo gasto em reflexo de auto-
limpeza, avaliadas em periodos curtos (15 minutos, 30 minutos, 2 horas e 4 horas) ou mais
prolongados (24 horas, 48 horas, 7 dias e 14 dias), ndo mostraram padrao diferenciado entre
os grupos (Figuras 12, 18 e 19).

Durante a fase de observagdo tardia do experimento 2 (em 24 horas, 48 horas, 7 dias e
14 dias), foi avaliado, no campo aberto, apenas o comportamento deauto-limpeza espontaneo
apresentado pelos animais. Nenhum estimulo direto ou indireto foi aplicado sobre eles nesse
periodo. Se a lesdo tecidual causada pela formalina foi capaz de alterar a funcionalidade
neuronal, a ponto de induzir meméria celular em nivel trigeminal, talvez isso se refletisse como

diminuicdo do limiar excitatdrio dessas células. Assim, seria necessario um estimulo subliminar
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para desencadear o comportamento nociceptivo tipico nesse modelo experimental. Contudo,
isso ndo foi observado (Figura 16).

Recentemente, foi documentado que a estimulacdo nervosa repetitiva pode induzir
potenciacdo de longa duragdo (long-term potentiation ou LTP, em inglés) na transmissdo
aferente primaria, mediada por fibras de tipo C, no nucleo caudal do nervo trigémeo (Liang et
al., 2005).

A capacidade de transformar experiéncias transitorias em memoria pelo cérebro tem
sido associada com alterac¢Ges sinapticas induzidas por uma transmissdo neuronal rapida e de
alta freqliéncia (long-term potentiation ou LTP), descoberta por Legmo (1966) e descrita por
Bliss e Lemo (1973). Estimulos rapidos e de alta freqliéncia (100 Hz) nas vias aferentes do giro
denteado do hipocampo pode induzir LTP. Esse fendmeno é a representacdo eletrofisioldgica
do postulado de Donald Hebb (1949), pelo qual, quando dois neurbnios sdo ativados
repetidamente por algum tempo, ocorre alguma interacdo entre eles, de modo que, ao final, a
atividade de um conduz a atividade do outro.

O processo de LTP envolve vias de transducdo celular dependente de calcio,
necessitando de um transitério, porém significante, aumento pds-sindptico da concentragao
de calcio intracelular (Rygh et al., 2002). O glutamato, agindo em receptores glutamatérgicos
metabotrdpicos, induz ativacdo de fosfolipase-C, com conseqiente liberacdo de diacilglicerol
(que, por sua vez, ativa proteinas quinases) e de inositol trifosfato (IP3) (que media a liberagao
do calcio intracelular para o citosol). Glutamato também age sobre receptores AMPA, abrindo
canais i6nicos de sddio. Esse influxo de sddio gera um potencial pds-sindptico despolarizante
capaz de expelir o ion magnésio do interior do canal de célcio NMDA, aumentando ainda mais
a concentracdo de calcio intracelular. Este aumento gera ativacao de proteinas quinases-C, que
fosforilam o canal de calcio, neutralizando os locais de fixacdo do ion magnésio, de modo a

manter o canal aberto e aumentar a excitabilidade do neuronio. Todo esse complexo
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mecanismo contribui para a facilitagdo ou potenciacdo sindptica, que é o substrato da
membdria celular (Hudspith, 1997; Basbaum, 1996; Woolf e Manion, 1999).

O processo de LTP foi exaustivamente estudado como um modelo celular de meméria
e aprendizado. Entretanto, recentes estudos demonstraram que mecanismos similares podem
ocorrer em vias nociceptivas, estando envolvidos com o aparecimento de hiperalgesia, alodinia
e analgesia (Sandkihler, 2000). Assim como no hipocampo, esse processo também pode
acontecer em neurdnios nociceptivos do corno dorsal da medula espinhal, podendo
representar uma primitiva forma somatossensorial de “memadria e aprendizado celular” na
circuitaria nociceptiva espinhal (Rygh et al., 2002).

N3o existem métodos experimentais que possam reproduzir a totalidade de um
fendmeno fisioldgico ou fisiopatogénico de determinada entidade nosolégica. No estudo das
dores cefalicas com componente vascular, principalmente de enxaqueca ou de cefaléia em
salvas, a ativacdo do sistema trigeminovascular é o principal evento fisiopatogénico envolvido
(Moskowitz, 1984). Todavia, a causa primadria e os fatores que levam a esta ativacdo nao sao
completamente esclarecidos. Acredita-se que tenha causa multifatorial, envolvendo desde
mecanismos geneticamente herdados (mutagdes nos genes CACNA1A no cromossomo 19p13 e
ATP1A2 no cromossomo 1g23, responsaveis por alteracdes em canais de cdlcio e sddio,
respectivamente) até influéncias ambientais e psicossomaticas (Pietrobon et al., 2003;
Moskowitz, 2007; Hargreaves, 2007).

Conforme ja mencionado, outra importante maneira de ativar o sistema
trigeminovascular é por meio da administracdo de nitroglicerina sistemicamente. Padrdes
comportamentais nociceptivos associados a esse modelo de ativacdo do sistema trigeminal sdo
pouco explorados. Por esse motivo, elaborou-se o experimento 3. Nele, observou-se
importante reducdo da atividade de auto-limpeza (grooming) nos dois grupos estudados, no
tempo de 5 minutos apds a administracao de nitroglicerina ou veiculo, em comparag¢ao com os

valores basais e aqueles obtidos em 1 hora, 2 horas e 4 horas (Figura 21). O tempo gasto pelos
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animais realizando aquele comportamento também se mostrou significativamente menor aos
30 minutos, em comparacdo com o que foi observado em 2 horas (Figura 21). Ndo foram
observadas alteracdes nos periodos de 24 e 48 horas (Figura 19). Concluiu-se, assim, que a
administracdo dos tratamentos propostos — nitroglicerina e veiculo — levou a rédpida diminuicdo
do tempo despendido no comportamento de auto-limpeza (aos 5 minutos). A partir dos 30
minutos, os valores desse parametro comecaram a voltar aos niveis basais, de modo que em 1
hora ndo mais diferiram daqueles obtidos antes da administracdo dos tratamentos propostos.
As medidas de tempo gasto em auto-limpeza aos 30 minutos assumiram posi¢ao
intermedidria, pois ndo foram diferentes daquelas obtidas aos 15 minutos, nem das
observadas em 1 hora. Os dados sugerem, portanto, que o comportamento de auto-limpeza
nao é sensivel aos efeitos da administracao de nitroglicerina.

No experimento 3, também foram avaliadas as laténcias de retirada da cauda apds a
administracdo de nitroglicerina e veiculo, em diferentes tempos (basal, 30 minutos, 24 horas e
48 horas), ndo tendo sido observadas diferencas significativas entre os grupos ou entre os
periodos de avaliacdo (Figura 23).

Desde as primeiras descrices de Sobrero (1846), se reconhece que dor de cabeca é
um dos principais efeitos adversos relacionados ao uso de nitratos organicos. Esses compostos,
guando metabolizados, sdo importantes doadores de éxido nitrico (Moncada et al.,, 1991;
Marsh e Marsh, 1997; Kerin et al., 2001; Bergerot et al., 2006).

Estudos de Olesen e colaboradores (1993) e Iversen e colaboradores (1993)
propuseram que a patofisiologia da enxaqueca estaria relacionada a hipersensibilidade ao
oxido nitrico. Em modelos experimentais de cefaléia em seres humanos, a administracdo de
nitroglicerina (NTG) é capaz de desencadear dor de cabeca mais proeminente em pacientes
com histdria prévia de cefaléia primaria do que nos controles (Krabbe e Olesen, 1980; Sicuteri
et al., 1987; Olesen e Thomsen, 1993; Lars e Olesen, 2001). Além disso, aquele farmaco ja foi

descrito como ativador de vias nociceptivas trigeminais, levando a maior expressao de c-fos
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em nucleo trigeminal caudal (Tassorelli e Joseph, 1995). Em modelos experimentais para o
estudo de cefaléia, uso de nitroglicerina é descrito como um modelo complexo, categorizado
como neurovascular de ativagdo trigeminal (Bergerot et al., 2006).

Com base nessas evidéncias, esperava-se que a nitroglicerina fosse capaz de
desencadear processo nociceptivo mediado pelo sistema trigeminovascular, caracterizado por
aumento nas medidas de auto-limpeza, parametro comportamental eleito como medida
nociceptiva relacionada a nocicep¢do trigeminal no primeiro experimento dessa Dissertacado.
Todavia, os resultados demonstraram, ao contrario, marcada reducdo daquelas medidas
comportamentais (Figura 21). Além disso, tanto os animais que receberam nitroglicerina,
guanto aqueles que receberam veiculo, nas doses e concentragdes estipuladas, apresentaram
0 mesmo padrao de resposta comportamental. Logo, o efeito observado ndo se mostrou
relacionado especificamente a administracdo do farmaco.

Tal resultado, inicialmente, apresenta estreita relacdo temporal com o periodo no qual
pode ocorrer hipotensdo arterial decorrente do uso de nitratos. Em experimentos com
animais, quando nitroglicerina é administrada sistemicamente, cerca de 1 a 4 minutos apds,
pode-se observar hipotensdo arterial sistémica (Michel, 2007). Além disso, a dose de
nitroglicerina empregada nos experimentos desta Dissertacdo é reconhecidamente capaz de
induzir hipotensdo, que pode perdurar por até 75 minutos (Needleman, 1970). Esse farmaco
induz hipotensao arterial por meio de vasodilatacdo mediada pelo éxido nitrico (Tassorelli e
Joseph, 1995a).

Nitroglicerina (trinitrato de glicerina ou NTG) é um nitrato organico. Apresenta meia-
vida plasmatica de cerca de 1 a 4 minutos, que pode ser prolongada em tecidos lipofilicos,
incluindo o cérebro. Esse composto é rapidamente metabolizado no meio intracelular em NO,
gue é um importante mensageiro neuronal, com diversas fun¢des sinalizadoras tanto no SNC,
guanto no Sistema Nervoso Periférico (Moncada et al., 1991; Bergerot et al., 2006). Sua

metabolizacdo é realizada pela enzima mitocondrial aldeido-d-hidrogenase (Michel, 2006).
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Agindo em sistema cardiovascular, causa vasodilata¢do, acarretando diminuicdo da pressdo
diastdlica e discreta reducdo em resisténcia vascular pulmonar e débito cardiaco. Em altas
doses, é capaz de gerar estase venosa, aumento de resisténcia arteriolar e reducdo de pressado
arterial (sistdlica e diastdlica) e débito cardiaco, podendo acionar mecanismos autonGmicos
regulatorios das fungdes cardiovasculares (Michel, 2006).

A administracdo de nitratos organicos desencadeia uma consistente e sustentada
ativacdo de 4dreas cardiovasculares centrais e regides envolvidas na percep¢do e na
transmissdo do processo doloroso (Tassorelli e Joseph, 1995a; 1995b; 1996; Tassorelli et al.,
1997).

Expressdo de c-fos é observada em varias regioes cerebrais apdés a administragao
sistémica de nitroglicerina. Esse fenOmeno é encontrado em algumas areas primariamente
envolvidas na resposta barorreceptora, onde os neurdnios sdo ativados em resposta a um
episdédio de hipotensdo (sub-nicleos medial e lateral do nucleo do trato solitario), assim como
no bulbo (por¢do ventro-lateral), que exerce papel fundamental na regulacdo fasica e tonica da
pressdo arterial (Tassorelli e Joseph, 1995a). Aumento de expressdo daquele pré-oncogene
também é observado em areas nao relacionadas as fungdes cardiovasculares, como em
nucleos comissurais, sugerindo que esse fen6meno ndo esteja estritamente relacionado ao
controle da pressdo arterial. Alguns dos locais que apresentam abundante expressdo de c-fos
apdés a administracdo de nitroglicerina apresentam intima relagdo com os processos
nociceptivos desencadeados por injdria tecidual subcutdnea, provocada pela injecdo de
formalina a 5% na regido orofacial (Tassorelli e Joseph, 1995a).

No nucleo caudal espinhal do nervo trigémeo, a maioria das células imunorreativas
para c-fos é encontrada na lamina |, que recebe aferéncia de fibras nociceptivas nao-
mielinizadas, e na lamina I, de onde as informacdes daquelas fibras sdo transmitidas para

centros rostrais (Tassorelli e Joseph, 1995a). Tais achados sugerem uma possivel ativacdo dos
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neurdnios envolvidos na sensibilidade de face, vasos sangliineos ou meninges (Nozaki et al.,
1992; Kaube et al., 1993).

A expressdo de c-fos observada nos nucleos caudal espinhal do trigémeo e comissural
do trato solitario pode ser diretamente afetada pelo efeito da nitroglicerina no sistema
trigeminovascular, onde ocorre a regulacdo dos mecanismos nociceptivos e vasculares
cerebrais. Wei e colaboradores (1992) demonstraram que a vasodilatacdo cerebral induzida
pela nitroglicerina é inibida por antagonista de receptores para CGRP, provavelmente o
principal regulador do sistema trigeminovascular, e que a denervacdo crbnica trigeminal
diminui a resposta das arteriolas cerebrais a esse nitrato organico.

Estudos demonstraram que existe importante aumento de GMPc no nucleo trigeminal
caudal entre 2 e 4 horas apés a administracdo de nitroglicerina, sendo que o maior valor é
observado no periodo de 4 horas (Torfgard et al., 1989; Torfgard e Ahnler, 1991;Tassorelli et
al., 2004). Esses achados predominaram nas fibras neuronais do nucleo caudal do trigémeo e
do trato trigeminoespinhal. Nos elementos vasculares associados, niveis aumentados de GMPc

ficaram restritos as paredes das pequenas arteriolas corticais e capilares. Possivelmente, o

Q-

aumento desse nucleotideo seja resultante de uma cascata de eventos secundarios
administracdo de NTG, que possivelmente inclui ativacdo de estruturas perivasculares e
neurdnios do tronco encefalico, seguida pela expressdo do gene de NOS;.

Esse fendmeno sugere que a nitroglicerina induz alteragdes especificas nas paredes de
microvasos, o que, por sua vez, ativaria as fibras trigeminovasculares originadas em ganglio de
Gasser. Esse composto seria responsavel por uma super-regulacdo de GMPc em arteriolas
corticais e neurOnios trigeminais nociceptivos. Paralelamente, a nitroglicerina induz
significativas alteracdes de fluxo sangiiineo em cdrtex somatossensorial, que perduram por
mais de 2 horas. Portanto, esse farmaco é capaz de induzir indiretamente alteracgdes

neuroquimicas no nucleo caudal do nervo trigémeo. Tais achados sugerem que a via NO-GMPc
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seja uma conexado entre os eventos vasculares e neuronais envolvidos no desencadeamento e
na manutencdo das dores cefdlicas, principalmente em enxaqueca (Tassorelli et al., 2004).

Se a maior expressdo de GMPc e a atividade algésica trigeminal desencadeada pela
administracdo de nitroglicerina sdo eventos que ocorrem de modo paralelo, teoricamente o
tempo entre 2 e 4 horas seria aquele em que maior registro de atividade nociceptiva seria
observada. Todavia, no experimento 3, o comportamento sugestivo de atividade nociceptiva
s6 foi observado nos primeiros 5 minutos apds o tratamento com aquele farmaco. Além disso,
ele foi de natureza conflitante ao resultado esperado — reducdo em vez de aumento do tempo
gasto em auto-limpeza (Figura 18). Possivelmente, se ocorreu processo algico secundario a
administracao de nitroglicerina, ele foi modulado adequadamente pelas vias descendentes de
dor ou o parametro de afericdo adotado (tempo de grooming) nao foi adequado para detecta-
lo.

Tassoreli e Joseph (1995a) demonstraram marcante expressdo de c-fos na por¢do
ventrolateral caudal da substancia cinzenta periaquedutal, que apresenta importante atuacao
nos mecanismos nociceptivos. Similar expressdao desse proto-oncogene naquela regido
também pode ser observada apds hipotensdo hipovolémica (Chan e Sawchenko, 1993). Para os
primeiros autores, é possivel que os mecanismos relacionados tanto a hipotensdo, quanto a
estimulacdo nociceptiva possam estar envolvidos, especialmente quando considerada a
ativagao dos neurénios no nucleo caudal do trigémeo, sendo que as proje¢des desta ultima
estrutura a substancia periaquedutal parece ter importante envolvimento nesse fendémeno.

Densa expressdo de c-fos em areas de integracdo das repostas vegetativa, endécrina e
comportamental também é observada apds tratamento com nitrato organico. S3o descritas
extensas conexdes entre nucleo parabraquial e regides de tronco e mesencéfalo, tais como
nucleo do trato solitario, medula ventrolateral, substancia periaquedutal cinzenta, hipotalamo
periventricular e nucleo central da amigdala (Tassoreli e Joseph, 1995a; Pacak e Palkovits,

2001). A porcdo ventrolateral do nucleo parabraquial recebe suas maiores aferéncias dos
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nucleos do trato solitdrio e drea pdstrema e projeta-se aos nucleos prosencefalicos com fungao
integradora autonémica (Herbet et al., 1990; Tassoreli e Joseph, 1995a; Pacak e Palkovits,
2001).

Outro importante local de expressdo de c-fos é o locus coeruleus, que possivelmente
ndo apresenta papel ativo na regulacdo vasomotora. Estudos demonstraram auséncia de
projecdes dos nucleos do trato solitdrio para essa estrutura, bem como que ela parece exercer
pouco ou nenhum efeito sobre a pressdo arterial (Anston-Jones et al., 1986; Valentino et al.,
1986). O locus coeruleus recebe aferéncias dos neurdnios da porg¢do ventro-lateral do bulbo e
as encaminha para areas prosencefdlicas e vasos cerebrais. Assim, aquela regido parece
exercer fungdo fundamental na sinaliza¢do e na coordenacgao da reposta global aos efeitos da
nitroglicerina (Valentino et al., 1980; Goadsby et al., 1982; Anston-Jones et al., 1986; Kachidian
et al., 1990; Pieribone et al., 1991).

O estudo conduzido por Tassoreli e Joseph (1995a) sugere que a nitroglicerina pode
ativar areas envolvidas com mecanismos neuroenddcrinos e vegetativos, uma vez que foi
observada intensa expressdo de c-fos nos nucleos paraventriculares hipotalamicos, que estdo
intrinsecamente envolvidos com aqueles mecanismos. Share (1988) também demonstrou
intensa expressdao desse proto-oncogene em nucleos supra-épticos, fato que pode estar
relacionado a secrecdo de vasopressina secundaria a hipotensdo gerada por aquele
nitrovasodilatador.

Grande nimero de neurbnios do nucleo central da amigdala também apresentou
intensa expressdo de c-fos apés a administracdo de nitroglicerina, o que estaria mais
relacionada aos fenémenos nociceptivos do que aos cardiovasculares propriamente ditos. As
conexdes daquela estrutura limbica com a substancia cinzenta periaquedutal reforgam o
vinculo entre os circuitos que coordenam as funcdes vegetativas e os eventos nociceptivos

(Tassoreli e Joseph, 1995a; Pacak e Palkovits, 2001).
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Além disso, extensa expressao de c-fos nas células do érgao subfornicial pode ocorrer
secundariamente ao uso de nitroglicerina. Esse fato pode estar relacionado ao acesso direto de
substancias circulantes (angiotensina e vasopressina) aos receptores neurais localizados no
interior daquele drgdo, o que seria resultante das respostas vegetativa, neuroenddcrina e
comportamental mediadas por suas conexdes com o nucleo paraventricular do hipotdlamo
(Tassorelli e Joseph, 1995a).

Assim como a nitroglicerina, o veiculo, por ter sua composicdo a base de alcodis
(mistura de etanol [30%], propilenoglicol [50%] e dgua [40 %]) também seria propicio a
desencadear relaxamento vascular e hipotensao arterial. Possivelmente, esses efeitos estariam
mais correlacionados ao etanol. Varios mecanismos foram propostos para justificar a
capacidade do etanol de desencadear hipotensdao (EI-Mas e Abdel-Rahman, 2007). Howe e
colaboradores (1989) atribuiram o efeito hipotensor do etanol as alteragcbes no controle
vegetativo cardiovascular, que podem ser abolidos apds o bloqueio. Outros fatores
relacionados a esse fendmeno incluem inibicdo do influxo de cdlcio para dentro do musculo
liso vascular (Turlapaty et al., 1979), promocgdo das atividades de prostaglandinas endoteliais e
oxido nitrico (Grennberg et al. , 1993), inducdo de depressdao miocardica (Kelbaek et al., 1985)
e aumento do relaxamento vascular, mediado por receptores de adenosina (Rekik et al., 2002).

As coincidentes medidas de auto-limpeza encontradas entre os grupos que receberam
nitroglicerina e veiculo podem estar relacionadas aos efeitos hipotensores que ambos os
compostos desencadeiam, por meio das vias Oxido-nitrérgicas, e ndao necessariamente
relacionadas ao desencadeamento de um processo nociceptivo propriamente dito. Além disso,
o efeito decorrente da nitroglicerina poderia ser potencializado pelos alcodis que compdem o
veiculo em que é diluida. Assim, poder-se-ia esperar valores intermediarios das medidas de
auto-limpeza nos animais do grupo controle, fato também ndo ocorrido.

A administracdo de nitroglicerina em individuos com enxaqueca ou cefaléia em salvas

desencadeia dor cefdlica mais proeminente do que naqueles previamente higidos.
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Possivelmente, isso estaria relacionado a uma hipersensibilidade ao éxido nitrico (Iversen et
al., 1993; Olesen et al., 1993). Outra possibilidade é a de que individuos com histdria prévia de
dor de cabeca apresentassem um sistema trigeminal sensibilizado, o que facilitaria o
desencadeamento da dor ou exacerbaria sua intensidade. Essa hipdtese corroboraria os
resultados observados no terceiro experimento, pois os animais apenas receberam
nitroglicerina por via sistémica, sem apresentar experiéncias nociceptivas mediadas pelo
sistema trigeminal previamente.

A associacdo de modelos nociceptivos abrangendo as mais variadas formas de ativacao
do sistema trigeminovascular seria interessante durante estudos experimentais relacionados
as dores orofaciais e cefalicas com componente vascular. Por isso, nessa Dissertacao, foi
proposto o experimento 4 com esse objetivo. Associou-se um modelo de ativagao periférica do
sistema trigeminal (dor orofacial induzida pela formalina) com outro de ativagdo sistémica
neurovascular, utilizando composto vasodilatador (nitroglicerina). Procurou-se avaliar as
medidas do tempo total gasto com o reflexo de auto-limpeza e de laténcia de retirada da
cauda.

Na analise do tempo despendido em comportamento de auto-limpeza, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos no primeiro dia da primeira semana,
imediatamente antes da administracdo dos tratamentos propostos (Tabela 7). Ao se
compararem as medidas basais de cada uma das trés semanas de experimento, observou-se
reducdo daquele tempo na segunda e na terceira semanas em relagdo a primeira,
independentemente dos grupos considerados (Figura 25). Esse achado pode estar relacionado
ao fendmeno de habituacdo. Como, durante o experimento, os animais foram submetidos ao
mesmo ambiente por varias vezes, ha tendéncia a reduzir os parametros comportamentais
com a familiarizagdo com o campo aberto (Thiel et al., 1998, 1999; Viana et al., 2001). E

importante ressaltar que todas essas medidas, independentemente da semana avaliada, foram
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obtidas antes da administracdo de qualquer tratamento, ndo estando, portanto, relacionadas a
injecdo das solucGes em estudo.

Na andlise do tempo despendido em grooming 15 minutos apds a administracdo dos
tratamentos propostos, novamente observaram-se diferencas significativas das segunda e
terceira semana em relacdo a primeira, independentemente dos grupos experimentais (Figura
26). Houve reducdo do comportamento de auto-limpeza, provavelmente como resultado da
habituacdo ao ambiente. Adicionalmente, foram também observadas diferengas entre os
grupos e interacdo entre estes e as semanas de avaliacdao. Na primeira semana, os animais que
receberam solucdo salina, por via subcutanea, e um dos trés tratamentos propostos para a via
intraperitoneal (solucdo salina, veiculo ou nitroglicerina, correspondendo, respectivamente,
aos grupos SS, SV e SN) ndo diferiram entre si (Figura 26). Concluiu-se, assim, que a
nitroglicerina ndo interferiu sobre o parametro comportamental nesse periodo de avaliacdo.
Esse resultado complementa o que foi visto no experimento 3, em que houve reducdo do
tempo gasto em auto-limpeza entre 5 e 30 minutos depois da administracdo de veiculo ou
nitroglicerina (Figura 21).

Ainda na primeira semana de avaliacdo, foi observado que a administracdo de
formalina, por via subcutdnea, associada a solucdo salina, por via intraperitoneal
(correspondendo ao grupo FS), levou ao aumento do tempo despendido no comportamento
de auto-limpeza, em relagdo ao grupo controle, que recebeu solugao salina tanto por via
subcutanea, quanto por via intraperitoneal, correspondendo ao grupo SS. De fato, aquele
grupo (FS) diferiu de todos aqueles que receberam solucgdo salina, por via subcutanea (SS, SV e
SN), e do que recebeu formalina, por via subcutanea, e nitroglicerina, por via intraperitoneal
(FN) (Figura 26). Tais dados confirmam aqueles obtidos nos experimentos 1 e 2 (Figuras 15 e
16).

O comportamento observado no grupo que recebeu solucdo formalina, por via

subcutanea, e veiculo, por via intraperitoneal (grupo FV), apresentou um padrdo
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intermedidrio, de modo que ndo diferiu do grupo que recebeu solugdo salina, por via
subcutanea, e veiculo, por via intraperitoneal (grupo SV), nem do grupo que recebeu solugdo
formalina, por via subcutdnea, e salina, por via intraperitoneal (grupo FS) (Figura 26). Isso
sugere que o veiculo pode apresentar certo efeito no modelo de dor orofacial induzida por
formalina, revertendo parcialmente o aumento do tempo gasto em auto-limpeza por aquela
substancia irritante.

Observou-se, ainda na primeira semana, que 0s animais para os quais foram
administradas formalina, por via subcutanea, e salina, por via intraperitoneal (grupo FS)
diferiram significativamente daqueles que receberam formalina, por via subcutdnea, e
nitroglicerina, por via intraperitoneal (grupo FN) (Figura 26). Os primeiros despenderam
significativamente mais tempo em auto-limpeza do que os segundos. Assim, embora a
administracdo de nitroglicerina (grupo SN) ndo tenha apresentado efeito por si so, foi capaz de
reverter o aumento do tempo gasto em auto-limpeza determinado pela formalina. Logo, no
primeiro dia da primeira semana de tratamento, 15 minutos apds receberem o nitrato, os
animais expostos ao modelo de dor orofacial pela formalina voltaram a apresentar
comportamento similar ao dos controles (que receberam salina, por via subcutanea, e um dos
trés tratamentos propostos para uso por via intraperitoneal, correspondendo aos grupos SS,
SV e SN) (Figura 23). Nas duas semanas seguintes, todos os grupos avaliados (correspondendo
asSs, SV, SN, FS, FV e FN) diferiram significativamente do grupo que recebeu formalina, por via
subcutanea, e solugdo salina, por via intraperitoneal (FS), na primeira semana de experimento.
De fato, nas segunda e terceira semanas, a solucdo de formalina ndo foi novamente
administrada. Isso pode explicar a auséncia do efeito observado na primeira semana, com
aumento do tempo de grooming. Como esse efeito ndo ocorreu aqui, a administracdo de
nitroglicerina também nado levou a altera¢des de comportamento em relacdo aos controles

(Figura 26). Concluiu-se que a nitroglicerina sé reverte o efeito agudo da administracdo da
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formalina, quando hd aumento do tempo em auto-limpeza (fase aguda do modelo de dor
orofacial). Ndo exerce efeito em longo prazo nesse modelo.

Por fim, 15 minutos apds a administracdo dos tratamentos propostos, nas segunda e
terceira semanas de experimento, observou-se reducdo do tempo despendido em auto-
limpeza, em comparag¢do com a primeira semana, independentemente dos grupos estudados,
sugerindo mais uma vez mais a habitua¢do ao ambiente (Figura 26) (Thiel et al, 1998 and 1999;
Viana et al, 2001).

Podem-se aventar algumas hipdteses para explicar a reversdo que a nitroglicerina
determinou sobre o aumento do grooming induzido pela formalina.

Por meio do tradicional modelo de dor desencadeada pela administragdo subcutanea
de formalina na pata dos animais, Okuda e colaboradores (2001) demonstraram que, com o
uso de alta concentracdo de agente irritante, formalina 10% , ndo hd producdo de efeito
maximo no comportamento nociceptivo, nem producdo de oxido nitrico ou liberacdo de
glutamato no corno dorsal da medula espinhal. Os autores sugerem que esse fato pode ser
decorrente da alta intensidade do estimulo nociceptivo gerado. Como resultado de aferéncia
nociceptiva persistente ou intensa, haveria maior ativacdo dos mecanismos descendentes
inibitérios de controle da dor, envolvendo varias estruturas supra-espinhais. Com isso, a
resposta final observada seria um efeito mais atenuado ao estimulo nocivo.

Como os modelos de dor orofacial induzida pela formalina e experimental de cefaléia
induzida por nitratos compartilham de processos fisiopatogénicos comuns, poder-se-ia supor
gue a nitroglicerina, agindo como um doador de dxido nitrico esteja atuando sinergicamente
com o agente irritante, potencializando seu efeito nociceptivo. Alguns autores referem que
aquele farmaco, um proé-formador de o6xido nitrico, influencia indiretamente o fen6meno
doloroso, especialmente o processo de sensibilizacdo dos nociceptores de segunda ordem em
nivel medular (Saito et al.,, 1994; Lin et al.,, 1999). Como conseqiiéncia da atuacdo pro-

nociceptiva dos dois compostos — formalina e nitroglicerina — em dois sitios distintos, ocorreria
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maior ativacdo das vias descendentes inibitdrias e esta, por sua vez, determinaria como
resultado final a atenuacdo da resposta comportamental, com retorno das medidas de tempo

gasto com o comportamento de auto-limpeza aquelas encontradas no periodo basal.

O Oxido nitrico esta envolvido em uma variedade de fungoes fisioldgicas nos SNC. Ha
evidéncias de sua atuagdo sobre respostas nociceptivas e inflamatdrias. Tem sido proposta,
por exemplo, uma complexa interacdo entre os sistemas oxido-nitrérgicos e opidides,
envolvendo paralelamente mecanismos GABAérgicos e glutamatérgicos de tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA) (Homayoun et al., 2002; Okuducu e Onal, 2005 ). Morfina e dxido nitrico
parecem atuar de forma acoplada em diversos processos (Ferreira et al.,, 1991; Gyires, K.,
1994; Kolesnikov et al, 1993; Bhargava, 1995; Dambisya e Lee, 1996). Morfina pode estimular
a liberacdo de dxido nitrico em diferentes tecidos, incluindo eminéncia media de ratos (Stefano
et al., 1997). Tem sido sugerido que a liberagdo de dxido nitrico induzida por morfina pode ser
mediada por receptores mu (Welters et al., 2000). Por outro lado, a administra¢cdo aguda de
substratos de NO altera a distribuicdo de morfina no encéfalo e na medula espinhal,
possivelmente por inibicdo da captacdo de morfina em sitios centrais (Bhargava et al., 1998).
Tais alteracOes tém sido implicadas na modulacdo da analgesia da morfina por NO (Bhargava
et al., 1998). Estudos propdem efeito modulador do sistema NO sobre a analgesia evocada por
receptores opidides, especialmente os de tipo mu (McDonald et al., 1994;Fidecka et al., 1997;

Capasso et al., 1998; Homayoun et al., 2003; Chena et al., 2006).

Conforme Spruijt e colaboradores (1992), em situacdes de estresse agudo, apds a
ativacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal, se observou importante aumento do
comportamento de auto-limpeza, mediado principalmente pela a¢do de ACTH (hormoénio
adrenocortrdpico). Também se observou papel de ADH, que foi capaz de desencadear tal
parametro comportamental por longos periodos. Segundo esses autores, existe uma série de

evidéncias associando o sistema opidide com o desencadeamento do comportamento de auto-

135



limpeza, principalmente por meio da a¢do de ACTH. E reconhecido que baixas doses de
morfina ou B-endorfina sdo capazes de gerar atividade de auto-limpeza. A administracao de
antagonista opidide, como naloxona, pode inibir esse comportamento, quando desencadeado
pela acdo de ACTH e peptideos opidides. Além disso, a administracdo de ACTH e B-endorfina
na substancia cinzenta periaquedutal pode resultar em excessivo aumento no reflexo de auto-
limpeza (Spruijt et al., 1992).

Assim, varios sistemas neuro-humorais relacionados a esse modelo experimental
podem estar influenciando, direta ou indiretamente, o padrdo comportamental de auto-
limpeza 15 minutos apds a administracdo associada de formalina e nitroglicerina, no primeiro
dia do experimento. Entretanto, mais estudos necessitam ser realizados para melhor
elucidagdo dessas observagdes. Antagonistas opidides poderiam ser utilizados com a finalidade
de avaliar o papel do sistema opidide nos efeitos observados quando da associacdo dos dois
modelos, de dor orofacial e neurovascular de cefaléia.

Na analise do tempo despendido em grooming 30 minutos, 120 minutos e 240 minutos
apos a administracdo dos tratamentos propostos, ndo se observaram diferencgas significativas,
quer entre os grupos, quer entre as semanas de observagao (Figuras 27, 28 e 29), confirmando
dados dos experimentos 2 e 3. Parece haver uma dissociacdo entre os tempos em que ha
maior producdo de éxido nitrico, representada pela atividade de GMPc durante os periodos
de 2 e 4 horas (Torfgard et al., 1989; Torfgard e Ahnler, 1991; Tassorelli et al., 2004), e a
medida comportamental em questao.

Quando da avaliagdo daquele parametro 24 e 48 horas apds a instituicdo dos
tratamentos em estudo, apareceram diferencas significativas entre as semanas,
independentemente dos grupos, de modo que o tempo gasto em auto-limpeza foi maior na
terceira semana do experimento, em comparagdo, respectivamente, com a segunda ou a

primeira.
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No experimento 4, também foram avaliadas as medidas de laténcia de retirada da
cauda (tail-flick). Ndo se observaram diferencas significativas, quer entre os grupos, quer entre
as semanas, nos periodos imediatamente antes (basal) e apds 15 minutos, 30 minutos, 240
minutos, 24 horas e 48 horas da administracdo dos tratamentos propostos (Figuras 32 a 34, 36
a 35). Apenas no tempo de 2 horas observou-se aumento significativo das laténcias de retirada
da cauda nas segunda e terceira semanas de observacdo em relacdo a primeira,
independentemente dos grupos experimentais. Tal resultado pode ser atribuido a habituacdo
dos animais a exposicdo ao aparelho, de modo que, com a repeticdo do teste, familiarizam-se
com o estimulo aplicado e passam a demorar mais para retirar a cauda.

Esses resultados diferem dos de Costa e colaboradores (2005), que relataram estado
hiperalgésico 2 a 4 horas apds a administracdo de nitroglicerina, por via intraperitoneal, na
dose de 10 mg/kg. Todavia, tal resultado poderia estar relacionado ao modelo utilizado por
estes autores, que além de diferir do proposto neste experimento, também apresenta técnicas
de inducdo a estresse crénico, com contencdo dos animais por longos periodos.

Por meio da observacao da evolucdo de peso corporal dos animais, é possivel supor
gue a exposicdo dos animais aos modelos propostos nao interferiu com seu estado de saude
geral. No decorrer das semanas, houve aumento gradual daquele peso, o que é o padrdo

habitual, esperado, para animais sadios.
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Conclusoes
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O numero de cruzamentos (crossings) em campo aberto, utilizando o modelo de dor
orofacial induzida pela formalina, ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle. Com base nesse achado, sugere-se que o nimero de cruzamentos ndo

é sensivel a administracdo de formalina por via subcutanea.

O numero de respostas de orientacdo (rearing) em campo aberto, utilizando o modelo
de dor orofacial induzida pela formalina, ndo se mostrou diferente daquele observado
no grupo controle. Com base nesse achado, sugere-se que o nimero de respostas de

orientacdo nao é sensivel a administracdo de formalina por via subcutanea.

O tempo gasto em reflexo de auto-limpeza (grooming), em campo aberto, utilizando o
modelo de dor orofacial induzida pela formalina, apresentou um valor superior ao
grupo controle durante os primeiros 20 minutos do experimento. Com base nesse
achado, sugere-se que esse deve ser considerado como o parametro representativo da
resposta nociceptiva no modelo de dor orofacial induzida pela formalina durante esta

janela temporal.

O tempo gasto em reflexo de auto-limpeza (grooming), em campo aberto, utilizando o
modelo neurovascular de ativagdo trigeminal por administracdo sistémica de
nitroglicerina, ndo apresentou diferenca em relagdo ao seu controle. Com base nesse
achado, sugere-se que o comportamento de auto-limpeza ndo é sensivel a

administracdo desse vasodilatador sistémico.

O tempo gasto em reflexo de auto-limpeza (grooming), em campo aberto, no modelo
associado de dor orofacial induzida pela formalina e ativacdo trigeminal por

administracdo sistémica de nitroglicerina, apresentou uma reducdo em relacdo ao
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grupo controle que recebeu apenas formalina por via subcutanea e salina por via
intraperitoneal. Com base nesse achado, sugere-se que a nitroglicerina é capaz de
reverter o aumento do comportamento de auto-limpeza induzido pela formalina

subcutanea.

A resposta nociceptiva, avaliada por meio da medida do reflexo de retirada da cauda a
estimulo térmico nocivo (tail-flick latency), no modelo de dor orofacial induzida pela
formalina, ndo apresentou alterac¢des significativas quando comparadas com o grupo
controle. Com base nesse achado, sugere-se que este método ndo é adequado para
avaliar resposta das vias nociceptivas relacionadas a ativacdo do trato

trigeminotalamico .

A resposta nociceptiva, avaliada por meio da medida do reflexo de retirada da cauda a
estimulo térmico nocivo (tail-flick latency), no modelo neurovascular de ativacdo
trigeminal por administracdo sistémica de nitroglicerina, ndo apresentou diferenca
com relacdo aos controles em nenhum momento do experimento. Com base nesse
achado, sugere-se que a nitroglicerina ndo é capaz de desencadear uma resposta
comportamental capaz de ser mensurada, ou este método ndo é sensivel para

avaliacdo nociceptiva neste modelo de nocicepgao.

A resposta nociceptiva, avaliada por meio da medida do reflexo de retirada da cauda a
estimulo térmico nocivo (tail-flick latency), no modelo associado de dor orofacial
induzida pela formalina e ativacdo trigeminal por administracdo sistémica de
nitroglicerina, apresentou alteracées sugestivas de analgesia apenas 2 horas apds
administrado o tratamento, durante a segunda e terceira semana de experimento,

porém o resultado ndo foi diferente do grupo controle. Com base nesse achado,
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sugere-se que as alteragOes relacionadas a esta resposta nociceptiva esta relacionada
a habituacdo e o mesmo ndo é sensivel para avaliacdo de atividade nociceptiva neste

modelo.
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Perspectivas
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Os estudos envolvidos nessa Dissertacdo contribuiram para a elaboracdo de dois

capitulos de livros didaticos:

1.

Ferreira MBC, Perla AS. Dores cronicas orofaciais. In: Wannmacher L,
Ferreira MBC, eds. Farmacologia Clinica para Dentistas. 3 ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan; 2007: 231-249.

Ferreira MBC, Perla AS. Farmacologia do Sistema Nervoso Central. In:
Wannmacher L, Ferreira MBC, eds. Farmacologia Clinica para Dentistas. 3

ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2007: 109-115.

A partir dos resultados obtidos dessa Dissertacdo, estdo sendo elaborados trés artigos,

gue estdo em fase de conclusdo e serdo encaminhados para as revistas Pain e

Cephalalgia.

1.

Estudo comportamental por meio da analise das medidas do reflexo de
auto-limpeza e retirada da cauda no modelo de ativacdo periférica

trigeminal secunddrio a administragdo de formalina subcutanea.

Avaliacdo da atividade nociceptiva por meio do estudo do tempo
dispendido no reflexo de auto-limpeza, apds ativagdo trigeminal sistémica

por administracao de nitroglicerina por via intraperitoneal.

Influéncia da adminstragdo sistémica de nitroglicerina no modelo orofacial

de formalina.
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Os resultados obtidos nessa Dissertacdo também servirdo de base para elaboracdo do
projeto de Doutorado. Procurar-se-a mapear as vias nociceptivas, com suas respectivas
estruturas, apds a ativacdo da via trigeminal, tanto perifericamente, pela
administracdo de formalina por via subcutanea, quanto sistemicamente, pela
administracdo de nitroglicerina, por meio de estudos imunoistoquimicos envolvendo
expressao de c-fos e neuropeptideos relacionados a fisiopatogenia das dores cefalicas,
como CGRP e Substancia P.

O mesmo processo também sera aplicado no modelo que associa os dois métodos de
ativacdo das vias trigeminais (central e periférico). Nele, também se estudara as vias
moduladoras descendentes da nocicep¢do, especialmente no que tange o
envolvimento das vias oxidonitrérgicas.

O maior conhecimento deste modelo podera torna-lo uma ferramente ultil para o

estudo de novos medicamentos no tratamento de dores orofaciais.
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