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RESUMO 
 

A neuralgia do trigêmeo, representa uma condição de dor neuropática trigeminal 
severa e incapacitante, pois, além de conviver com a dor, os portadores dessa 
condição sofrem com comorbidades, incluindo ansiedade e depressão. Estudos 
recentes demonstram que circuitos neurais específicos podem estar associados com 
a correlação entre dor e ansiedade, tal como a via dopaminérgica mesolímbica.  
Ademais, a maioria dos modelos animais para o estudo da dor envolve a aplicação de 
estímulos e avaliação das respostas comportamentais de dor evocada. Porém, sabe-
se que a dor espontânea e o componente afetivo da dor são de grande relevância em 
condições dolorosas crônicas. Por fim, é importante ressaltar que a maioria dos 
estudos pré-clínicos que avaliam a eficácia de substâncias com potencial analgésico 
utilizam ratos machos, a despeito da maior prevalência de várias condições dolorosas 
crônicas no sexo feminino. No presente trabalho, avaliou-se a influência da 
carbamazepina na nocicepção evocada e espontânea, no aspecto 
afetivo/motivacional da dor e no comportamento do tipo ansioso em ratos machos e 
fêmeas submetidos à constrição do nervo infraorbital (CCI-ION), um modelo pré-
clínico bem estabelecido de dor neuropática trigeminal. Na nocicepção evocada, 
avaliada pelo teste de Von Frey, a carbamazepina foi eficaz em reduzir a resposta de 
fêmeas e machos CCI-ION, também foi capaz de reduzir o comportamento de 
grooming, uma medida de nocicepção espontânea, sem influenciar a locomoção 
desses animais, avaliada no teste de campo aberto. Quanto à dor tônica, avaliada no 
teste de preferência condicionada ao lugar, apenas as fêmeas CCI-ION 
desenvolveram preferência à câmara pareada com a carbamazepina. As vocalizações 
ultrassônicas e o teste de labirinto em cruz elevado foram utilizados para avaliar o 
componente afetivo da dor e o comportamento do tipo-ansioso, respectivamente. 
Nossos resultados reforçam a teoria de que a presença de dor crônica provoca 
redução na emissão de vocalizações apetitivas (i.e. 50 kHz), porém o tratamento com 
a carbamazepina foi eficiente em restaurar esse comportamento apenas em machos. 
Também, no teste de labirinto em cruz elevado, apenas os machos CCI-ION 
apresentaram comportamento do tipo-ansioso, que não foi revertido pelo tratamento 
com a carbamazepina. Foram encontradas diferenças sexuais na concentração 
plasmática de carbamazepina, em que as fêmeas CCI-ION apresentaram uma 
concentração maior em relação aos machos do mesmo grupo. Por fim, a análise da 
concentração de dopamina no nucleo accumbens de machos e fêmeas submetidos à 
CCI-ION foi significativamente maior em relação aos animais falso-operados. As 
fêmeas apresentaram um aumento da dopamina na porção shell do nucleo 
accumbens, enquanto que os machos apresentaram esse aumento na porção core. 
Em ambos os casos o tratamento com a carbamazepina reverteu o aumento da 
dopamina. Esses resultados contribuem para ampliar a caracterização do modelo de 
CCI-ION em ratos machos e fêmeas, bem como fornecem evidências adicionais da 
eficácia da carbamazepina em parâmetros de dor que aumentam o valor translacional 
do modelo. 

Palavras-chave: dor neuropática; hiperalgesia mecânica; ansiedade; vocalizações 

ultrassônicas; anticonvulsivantes; dopamina.  



 
 

 
 

 

ABSTRACT 
 

Trigeminal neuralgia represents a condition of severe and disabling trigeminal 
neuropathic pain, and in addition to living with severe pain, patients suffer from 
comorbidities, including anxiety and depression. Recent studies demonstrate that 
specific neural circuits, such as the mesolimbic dopaminergic pathway, may be 
associated with the correlation between pain and anxiety, Furthermore, most animal 
models for the study of pain involve the application of stimuli and evaluation of 
behavioral evoked pain responses. However, it is well known that spontaneous pain 
and the affective component of pain are of great relevance in chronic painful conditions. 
Finally, it is important to emphasize that most preclinical studies that evaluate the 
efficacy of substances with analgesic potential use male rats, despite the higher 
prevalence of several chronic painful conditions in females. In the present study, we 
evaluated the influence of carbamazepine on evoked and spontaneous nociception, 
on the affective/motivational aspect of pain and on anxiety-like behavior in male and 
female rats submitted to infraorbital nerve constriction (CCI-ION), a well-established 
experimental model of trigeminal neuropathic pain. In evoked nociception, evaluated 
by the Von Frey test, carbamazepine was effective in reducing mechanical 
hyperalgesia of females and males CCI-ION.  Carbamazepine treatment also reduced 
the grooming behavior, a measure of spontaneous nociception, without influencing the 
locomotion of the animals, assessed in the open field test. As for tonic pain, evaluated 
in the conditioned place preference test, only CCI-ION females developed a preference 
for the chamber paired with carbamazepine. Ultrasonic vocalizations and the elevated 
plus maze test were used to assess the affective component of pain and anxiety-like 
behavior, respectively. Our results reinforce the idea that the presence of chronic pain 
causes a reduction in the emission of appetitive vocalizations (i.e. 50 kHz). Still, the 
treatment with carbamazepine was efficient in restoring this behavior, but only in 
males. As well as in the elevated plus maze test, in which only CCI-ION males showed 
anxious-like behavior, which was not reversed by treatment with carbamazepine. Sex 
differences were also found in the plasma concentration of carbamazepine, in which 
CCI-ION females had a higher concentration than males that received the same 
dosage. Finally, the analysis of dopamine concentration in the nucleus accumbens of 
males and females submitted to CCI-ION was significantly higher in relation to sham-
operated animals. Females showed an increase in dopamine in the shell portion of the 
nucleus accumbens, while males showed this increase in the core portion of the 
nucleus accumbens. In both cases, treatment with carbamazepine reversed this 
increase in dopamine in rats’ nucleus accumbens submitted to CCI-ION. These results 
contribute to broadening the characterization of the CCI-ION model in male and female 
rats, as well as to provide additional evidence of the effectiveness of carbamazepine 
in parameters that enhance the translational value of the model. 

Keywords: neuropathic pain; mechanical hyperalgesia, anxiety, ultrasonic 
vocalization; anticonvulsants; dopamine. 
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1. INTRODUÇÃO  
 

1.1 Processamento da dor na região orofacial  
Segundo a Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP, em inglês) a 

dor é definida como uma experiência sensorial e emocional desagradável associada 

a dano real ou potencial ao tecido. Ou seja, a dor é a composição de dois sistemas: 

sensorial e emocional. Existem evidencias de que a dor na região orofacial apresenta 

um componente emocional mais significativo em relação a outras regiões, isso devido 

à grande importância e significado da região orofacial em funções fisiológicas 

essenciais e na interação social (CHICHORRO; PORRECA; SESSLE, 2017).  

A inervação sensorial da região orofacial, demonstrada na figura 1, é 

dependente do sistema sensorial trigeminal. Este sistema é composto por estruturas 

periféricas, como  gânglio do trigêmeo (TG) e o nervo trigêmeo; e estruturas centrais 

como o complexo sensorial do tronco cerebral (TERRIER; HADJIKHANI; 

DESTRIEUX, 2022). O nervo trigêmeo, também denominado como quinto (V) par de 

nervo craniano, possui três divisões: o ramo oftálmico (V1), responsável por inervar a 

córnea e íris, pálpebras, nariz e as meninges (SHANKLAND, 2001a); o ramo maxilar 

(V2) que inerva todas as estruturas dentro e ao redor do osso maxilar como o lábio 

superior, membrana mucosa da nasofaringe, seio maxilar, palato mole, tonsila 

palatina, região gengival maxilar, assim como dentes da arcada superiores 

(SHANKLAND, 2001b); e o ramo mandibular (V3) é responsável pela inervação 

sensorial de todos os dentes e gengiva da mandíbula, lábio inferior, língua e assoalho 

da boca, além de inervação motora dos músculos envolvidos na mastigação como 

masseter e  temporal (SHANKLAND, 2001c). Dessa maneira, o ramo V1 e V2 são 

puramente sensoriais, já o ramo V3 possui componentes sensoriais e motores 

(GAMBETA; CHICHORRO; W. ZAMPONI, 2020).  

As fibras que inervam a região trigeminal são classificadas em fibras 

nociceptivas (Aδ e C) e os mecanorreceptores de baixo limiar (Aα e Aβ), responsáveis 

pela propriocepção. Das fibras nociceptivas, a fibra C não possui mielina e por isso, 

sua velocidade de condução é reduzida em comparação com as fibras Aδ, que 

possuem bainha de mielina (SESSLE, 2011). A porcentagem de fibras mielinizadas 

envolvidas no toque e na propriocepção é maior na raiz do trigêmeo (50%) do que na 
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raiz dorsal dos nervos espinhais (20-30%), justamente devido à alta discriminação tátil 

da região orofacial (SAMII and JANNETTA, 1981).  

 

FIGURA 1: Sistema Trigeminal. O nervo trigêmeo é constituído por três ramificações que inervam a 
face e cabeça: o ramo oftálmico (V1), o ramo maxilar (V2) e o ramo mandibular (V3). Os corpos 
neuronais se encontram no gânglio do trigêmeo, do qual emergem as projeções centrais que conectam 
principalmente com o subnúcleo caudalis. Por sua vez, a partir do subnúcleo caudalis, a informação 
nociceptiva é transmitida por neurônios de projeção para o tálamo, que funciona como um centro de 
distribuição da informação para diferentes estruturas cerebrais. Produzido com biorender.com. 

 

As fibras Aδ e C possuem receptores sensíveis a temperatura, estímulos 

químicos e pressão mecânica. Assim, estímulos dessa natureza ativam as fibras 

nociceptivas, que conduzem a informação gerada na periferia até o complexo 

sensorial do trigêmeo, (TERRIER; HADJIKHANI; DESTRIEUX, 2022) principalmente 

para o subnucleus caudalis. Além do caudalis, o complexo sensorial trigeminal é 

constituído dos subnúcleos oralis e interpolaris. Dentre eles, o subnúcleo caudalis é 

considerado uma extensão do corno dorsal da medula espinhal, mantendo inclusive 

sua organização laminar. Assim, quando ativado, transmite a informação nociceptiva, 

para o tálamo via trato trigemino-espinotalâmico (CHICHORRO; PORRECA; SESSLE, 

2017). O tálamo possui uma grande conexão com o córtex somatosensorial - 

associado à discriminação da dor - e também com o sistema límbico e córtex cingulado 

anterior - associada ao componente afetivo da dor (YOU; LEI; PERTOVAARA, 2022). 
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1.2 Neuralgia do Trigêmeo  
A neuralgia do trigêmeo (NT) é caracterizada por dor orofacial unilateral breve 

e recorrente, semelhante a um choque elétrico de início e término abruptos. A dor é 

restrita a uma ou mais regiões inervadas pelo trigêmeo e pode ser desencadeada por 

estímulos sensoriais inócuos, como por exemplo, falar, comer, pentear o cabelo e 

escovar os dentes (ARAYA et al., 2019). A NT é uma doença considerada rara, com 

prevalência variando de 0,03% a 0,3% na população mundial com predominância do 

sexo feminino, sendo a proporção de 3:1 entre mulheres e homens (DE TOLEDO et 

al., 2016).   

Inúmeros mecanismos têm sido propostos para a dor na NT. No que se refere 

à neuralgia clássica, que abrange 80-90% dos casos, a causa mais aceita é a 

compressão das raízes do nervo trigêmeo pela artéria cerebelar superior antes da sua 

entrada na ponte, resultando na desmielinização das fibras nervosas, que então 

começam a disparar ectopicamente, o que justifica a característica de dor em 

paroxismos (ARAYA et al., 2019; GAMBETA; CHICHORRO; W. ZAMPONI, 2020).  

Também, foi observado que a compressão do nervo trigêmeo está associada 

ao decréscimo do número de fibras nervosas, que resultam nos episódios dolorosos 

com grande perda axonal (DEVOR; GOVRIN-LIPPMANN; RAPPAPORT, 2002). Além 

disso, tem sido descrito uma up-regulation da expressão dos canais de sódio voltagem 

dependentes (Nav), principalmente do tipo Nav 1.3, contribuindo para a sensibilização 

das fibras nociceptivas (CHEN et al., 2022). 

Baseado no proposto por Vos (1994), Chichorro e colaboradores (2006) 

propuseram um modelo animal de dor orofacial crônica de origem neuropática como 

modelo de dor neuropática trigeminal, o qual reproduz características dessa condição, 

inclusive hiperalgesia térmica e mecânica. Nesse modelo, é realizada a constrição do 

nervo infraorbital (CCI-ION), principal ramo da divisão maxilar, através de um acesso 

na face. Esse modelo foi amplamente caracterizado em estudos anteriores do nosso 

grupo (ARAYA et al., 2021; CHICHORRO et al., 2006; CLAUDINO et al., 2018; 

GAMBETA et al., 2018; GOMES et al., 2018; TURNES et al., 2022).  

1.2.1 Tratamento farmacológico para a neuralgia do trigêmeo 
A primeira linha de tratamento para a NT são os bloqueadores de canais de 

sódio, principalmente  a carbamazepina (CBZ), sendo eficaz em cerca de 70% dos 

casos (CRUCCU et al., 2008; NURMIKKO; ELDRIDGE, 2001). Seu mecanismo de 
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ação envolve a estabilização do estado inativo do Nav, que diminui o disparo neuronal 

e por consequência, reduz os paroxismos (ARAYA et al., 2022). Porém, os efeitos 

adversos que incluem sonolência, tontura, enjoo, rashs cutâneos e tremores, limitam 

sua utilização terapêutica, e resultam em altas taxas de descontinuação do tratamento 

(BRICK, 2011; CRUCCU et al., 2008). As características farmacocinéticas da CBZ são 

importantes, pois podem influenciar a resposta ao tratamento. Após a administração 

oral, a CBZ atinge o pico de concentração em meia hora após a administração e 

apresenta tempo de meia-vida de aproximadamente 3 horas e meia, sendo 

metabolizada por processos oxidativos do citocromo P450, principalmente pela 

enzima CYP3A4 (FORTUNA et al., 2013). A utilização repetida de CBZ promove um 

aumento na expressão da CYP3A4 no fígado, favorecendo seu metabolismo, num 

processo chamado de autoindução enzimática. Como consequência o tempo de meia-

vida da CBZ é reduzida e a dose inicial pode perder a eficácia com 2-3 semanas após 

o início do tratamento (ARAYA et al., 2022).  

Juntamente com a CBZ, têm se utilizado a oxcarbamazepina, que possui 

mecanismo de ação semelhante a CBZ sem a característica de autoindução. Dessa 

forma, necessita de uma concentração menor, o que garante menos efeitos colaterais 

(GAMBETA; CHICHORRO; W. ZAMPONI, 2020). Os agentes de segunda linha 

incluem o anticonvulsivante lamotrigina e o relaxante muscular baclofeno, assim como 

os anticonvulsivantes mais novos, incluindo gabapentina, pregabalina e topiramato 

(ARAYA et al., 2019). 

Em estudos pré-clínicos, a eficácia da CBZ foi avaliada e o tratamento foi capaz 

de reduzir dor espontânea, hiperalgesia térmica e hiperalgesia mecânica, em modelos 

de dor neuropática trigeminal, corroborando a validação farmacológica do modelo 

(ARAYA et al., 2022b; DESEURE and HANS, 2017; JEON et al., 2012; 

KOPRUSZINSKI et al., 2012).  

1.3 Ansiedade e dor crônica 
A correlação existente entre dor e ansiedade, principalmente em condições 

crônicas já é bem descrito na literatura (NARITA et al., 2006; PLOGHAUS et al., 2001; 

ZHUO, 2016). Inclusive, a NT é associada a transtornos depressivos e ansiosos e 

redução da qualidade de vida. Foi relatado que o sofrimento dos pacientes está 

relacionado a atrasos no diagnóstico, medo da recorrência repentina da dor, efeitos 

adversos dos medicamentos e falta de apoio psicológico (MELEK; DEVINE; RENTON, 
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2018). Cerca de metade dos pacientes afetados desenvolve ansiedade, 

representando a condição de dor orofacial mais debilitante. Há evidências de que a 

NT  leva a alterações psicológicas que podem ser expressas em tentativas de suicídio, 

por exemplo (MAČIANSKYTE et al., 2011; ZAKRZEWSKA et al., 2017).  

Corroborando os dados clínicos, no modelo proposto por Chichorro e 

colaboradores (2006) somente os animais hiperalgésicos apresentam comportamento 

do tipo-ansioso que se desenvolve 15 dias após a CCI-ION (GAMBETA et al., 2018), 

sugerindo uma relação temporal entre dor e ansiedade.  No entanto, o alívio breve da 

dor pelo bloqueio nervoso periférico com lidocaína não foi capaz de interferir com o 

comportamento do tipo ansioso, bem como o alívio da ansiedade com midazolam não 

resultou no alívio da dor, quando já estabelecida (ARAYA et al., 2022).  

Essa possível causalidade foi observada em outros modelos de dor orofacial. 

Gambeta e colaboradores (2016) demonstraram que animais com tumor na região 

facial desenvolveram hiperalgesia térmica facial e comportamento do tipo ansioso, 

novamente o alívio da dor pelo bloqueio nervoso periférico com lidocaína não foi capaz 

de interferir com o comportamento do tipo ansioso, bem como o alívio da ansiedade 

com midazolam não resultou no alívio da dor, porém ambas as condições foram 

revertidas com a administração do anticonvulsivante pregabalina. Também, o 

comportamento do tipo-ansioso foi observado como consequência da dor persistente 

em animais submetidos ao teste de formalina orofacial e em modelo de dor pós-

operatória (ARAYA et al., 2020). Esses dados vão de encontro com a literatura (LI et 

al., 2010; NARITA et al., 2006; SEMINOWICZ et al., 2009; ZHANG et al., 2017) e 

reforçam a teoria que a dor crônica leva ao desenvolvimento da ansiedade, de maneira 

que o estabelecimento dessa correlação em modelos animais contribui para o 

aumento da capacidade translacional. Apesar da alta incidência de ansiedade em 

pacientes que sofrem com NT, não existem evidencias de que a CBZ seja capaz de 

afetar esse parâmetro em estudos clínicos e pré-clínicos. 

Com essas informações, é possível sugerir que um controle satisfatório da dor 

poderia contribuir para uma redução no estado de ansiedade do paciente. Os 

mecanismos responsáveis pela possível interação entre dores crônicas e ansiedade 

ainda não foram totalmente estabelecidos, mas sabe-se que projeções 

dopaminérgicas via área tegmental ventral modulam comportamento tipo-ansiosos em 

camundongos (DEGROOT et al., 2017), o que demonstra um envolvimento do 

neurotransmissor dopamina (DA) tanto na dor como no comportamento tipo-ansioso.   
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1.4 Sistema mesolímbico dopaminérgico  
A DA é um neurotransmissor do sistema nervoso central (SNC) com 

propriedades modulatórias, que tem sua síntese limitada pela enzima tiroxina-

hidroxilase. A DA é armazenada em vesículas que são liberadas na fenda sináptica 

(DAUBNER; LE; WANG, 2012). Esse neurotransmissor é responsável por muitas 

funções no cérebro, incluindo ações e percepções, movimentos voluntários, punição 

e recompensa, inibição da produção de prolactina, sono, humor, atenção, memória de 

trabalho e aprendizagem (CHEN et al., 2020).  

Recentemente tem se demostrado o papel da DA na modulação da dor, 

principalmente pelo sistema mesolímbico. Esse sistema participa do circuito do SNC 

no qual entradas dopaminérgicas da área tegmental ventral inervam regiões cerebrais 

envolvidas em funções executivas, afetivas e motivacionais, (FARMER; BALIKI; 

APKARIAN, 2013; SERAFINI; KERRI; ZACHARIOU, 2021) incluindo o córtex pré-

frontal, amígdala e núcleo accumbens (NAc). Baliki e colaboradores (2013) 

observaram que a conectividade via dopaminérgica do Nac com o córtex pré-frontal 

prediz a persistência da dor, sugerindo que esse circuito contribui para transição para 

a dor crônica. A figura 2 esquematiza as conexões e estruturas cerebrais envolvidas 

na via mesolímbica dopaminérgica. Outros achados evidenciaram que estados de dor 

crônica diminuem o metabolismo pré-sináptico da DA na área tegmental ventral, 

corroborando assim com a hipótese da participação do sistema dopaminérgico 

mesolímbico na fisiopatologia da dor crônica (WOOD et al., 2007).  

 

Figura 2: Representação esquemática das conexões e ligações envolvidas no sistema 
mesolímbico dopaminérgico. A área tegmentar ventral (VTA) realiza conexões dopaminérgicas com 
a amígdala (AM), o núcleo accumbens (Nac), córtex cingulado anterior (ACC) e córtex pré-frontal (CPF). 
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A via mesolímbica está envolvido com recompensa e motivação, além disso, estudos demonstram 
modulação dessa via em condições de dores crônicas. Produzido com biorender.com. 

Como citado, uma estrutura de importância na modulação dopaminérgica da 

dor é o Nac que é responsável pela motivação e recompensa (IKEDA et al., 2019). 

Em um estudo clínico, pacientes com NT idiopática apresentavam alterações na 

substância cinzenta no Nac, associada com um maior volume da estrutura (DESOUZA 

et al., 2013). Evidências pré-clínicas também confirmam essa relação através da 

demonstração que a expressão de tirosina-hidroxilase estava  reduzida em modelos 

de dor aguda e crônica orofaciais, o que sugere um decréscimo da atividade da via 

dopaminérgica descendente, favorecendo a instalação do processo doloroso (ARAYA 

et al., 2020; ARAYA et al., 2022a). 

Quando se trata de dores orofaciais, um grupo de células dopaminérgicas 

chamadas de núcleo A11, que se localizam no hipotálamo posterior, têm grande 

importância na nocicepção, pois enviam projeções inibitórias diretamente para o 

subnúcleo caudalis, que recebe os aferentes trigeminais ativados por estímulos 

nocivos (AKERMAN; HOLLAND; GOADSBY, 2011; LIU et al., 2016). Ademais, 

estudos apontam que a modulação do sistema dopaminérgico pode contribuir para o 

efeito  da CBZ (POST et al., 1986). 

A DA tem seus efeitos em associação com cinco diferentes receptores 

metabotrópicos acoplados à proteína G (D1-D5) que se organizam em duas 

subfamílias D1 (D1 e D5) e a subfamília D2 (D2, D3 e D4) (MISHRA; SINGH; SHUKLA, 

2018). Com exceção do receptor D3, todos os outros se encontram presentes no 

complexo trigeminal, inclusive o receptor D2 é o mais expresso no subnúcleo caudalis, 

o qual foi observado como o responsável pela excitação dos neurônios 

dopaminérgicos A11, resultando na atenuação da dor neuropática trigeminal 

(CHARBIT et al., 2009; CHEN et al., 1991; LIU et al., 2016). Além disso, estudos em 

ratos observaram que a administração crônica de CBZ regula negativamente a 

sinalização cerebral do ácido araquidônico via receptores do tipo D2 (BASSELIN et 

al., 2008), o que demonstra o envolvimento da CBZ com o receptor dopaminérgico 

D2, mecanismo que pode participar do efeito analgésico desse fármaco. 

1.5 Investigação do componente emocional associado a dor 
A dor é definida como uma experiência subjetiva e, portanto, os estudos 

animais avaliando dor também devem avaliar nocicepção não evocada.  Alguns dos 
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testes em que é possível avaliar os componentes afetivos relacionados com a dor são 

o teste de preferência condicionada ao lugar (CPP), utilizado para avaliar a dor tônica 

e motivação do animal pela busca do alívio da dor, e a avaliação das vocalizações 

ultrassônicas (USVs) que pode refletir o componente emocional dos animais 

(JOHANSEN; FIELDS; MANNING, 2001; VIERCK; HANSSON; YEZIERSKI, 2008). 

1.5.1 Teste de CPP 
O alívio da dor é recompensador, por essa afirmativa, os agentes analgésicos 

que não são recompensadores na ausência de dor, tornam-se na presença de dor 

tônica, isto é dor contínua, não evocada. Para avaliar e determinar a presença de dor 

tônica em ratos e a eficácia dos agentes que promovem seu alívio, têm-se utilizado o 

CPP (KING et al., 2009), que se baseia na premissa de que a redução de um estado 

aversivo, como no caso o alívio da dor, induz um aprendizado associativo, como 

reforço negativo. Assim os animais devem abordar pistas contextuais previamente 

associadas ao alívio da dor (JOHANSEN; FIELDS; MANNING, 2001). 

Vários estudos já validaram o emprego do CPP em condições de dores 

crônicas. Nesse sentido, King e colaboradores (2009), utilizando o modelo de ligadura 

do nervo espinhal em ratos demonstraram, pela primeira vez, que as drogas que 

comprovadamente aliviam a dor neuropática em humanos poderiam reverter a 

alodinia tátil evocada e, concomitantemente, produzir CPP.  

A ativação dos neurônios dopaminérgicos na área tegmental ventral é 

relacionada com o comportamento de recompensa, quando um estímulo nocivo está 

presente essa via é inibida. Isso levanta a hipótese de que o alívio da dor ativaria os 

neurônios dopaminérgicos, fornecendo uma conexão entre os circuitos moduladores 

de recompensa e dor (FIELDS, 2004). Ademais, em modelo de dor pós-cirúrgica 

orofacial foi demonstrado que a morfina induz CPP e que a liberação de dopamina no 

NAc  é um dos mecanismos subjacentes ao seu efeito (ARAYA et al., 2020).   

1.5.2 Vocalizações Ultrassônicas  
Ratos adultos emitem vocalizações em frequência ultrassônica como um papel 

comunicativo, por exemplo, para estabelecer hierarquias de dominância, durante 

encontros agressivos, durante comportamento sexual, alimentação, defesa de 

território e outras situações que necessitem de uma regulação social 

(SCHWEINFURTH, 2020). Essas USVs são classificadas de acordo com a frequência 

de emissão e possuem mecanismos neurais diferentes. As USVs de 22 kHz são 
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frequentemente emitidas em situações estressantes e/ou dolorosas, apresentam uma 

frequência sonora entre 20 e 35 kHz e não possuem modulação de frequência, 

enquanto que as USVs de 50 kHz estão relacionadas a estímulos apetitivos e 

interação social. A figura 3 demonstra a classificação, de acordo com o 

espectrograma, em flat (por serem planas) que possuem função de coordenação 

social e as de frequência modulada – mixed, step e trill - que refletem um estado 

afetivo positivo (PEREIRA et al., 2014; SIMOLA; GRANON, 2019).  

 

FIGURA 3: Representação das USVS emitidas por ratos adultos. Ratos adultos emitem dois tipos 

de USVs as de 22 kHz, emitidas em situações aversivas e as de 50 kHz, emitidas em situações 

apetitivas. As USVs de 50 kHz são classificadas em subtipos de acordo com o espectrograma em flat, 

mixed, step e trill. Produzido com biorender.com. 

Quando se trata de modelos animais de dor, a relação entre USVs ainda não é 

totalmente elucidada, porém, o aumento das USVs de 22 kHz é observado em estados 

de dor aguda (ARAYA et al., 2020; BARROSO et al., 2019), enquanto que, a redução 

das USVs de 50 kHz é evidenciado em estados de dor crônica (ARAYA et al., 2022b; 

BURGDORF et al., 2019). Apesar dessas observações, as USVs estão relacionadas 

com o componente afetivo associado a dor e não como resposta direta à própria dor 

(BRUDZYNSKI, 2021).  
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1.6 Diferença Sexual no Processamento da Dor Crônica 

Em diversas condições de dores crônicas, incluindo a NT, as mulheres são as mais 

afetadas (MOGIL, 2020). Essa observação tem sido justificada por uma variedade de 

diferenças sexuais, incluindo a maior busca por atendimento médico pelas mulheres, 

sendo que elas reportam melhor a dor comparado com os homens (KANNAN; 

VEAZIE, 2015). Além disso, as mulheres são biologicamente mais suscetíveis a 

desenvolver dores crônicas, com maior sensibilidade à dor e maior resistência aos 

tratamentos farmacológicos (MOGIL; BAILEY, 2010).  

De fato, o processamento doloroso envolve não só fatores biológicos, mas também 

sociais, econômicos, culturais e psicológicos. Por conta disso, os experimentos pré-

clínicos com animais têm grande importância, visto que, é possível observar 

puramente o fator biológico envolvido na diferença sexual à dor, ou seja, o mecanismo 

nociceptivo envolvido no processamento doloroso (MOGIL, 2020). Por exemplo, 

evidências indicam que a sinalização neuronal essencial para a hipersensibilidade na 

dor crônica possui mecanismos distintos entre os sexos. Em animais machos é 

relatado que a comunicação entre micróglia e neurônio é importante para o 

desenvolvimento da dor crônica, porém, em fêmeas a hipersensibilidade neuronal é 

decorrente da interação com os linfócitos T (SORGE et al., 2015).  

Logicamente, a influência dos hormônios sexuais no processamento da dor é de 

grande importância. Estudos sugerem que a testosterona atua aumentando o limiar 

de dor, com um papel protetor (MOGIL, 2012). A literatura evidência que a 

testosterona limita a produção de citocinas pró-inflamatórias e diminui a sinalização 

intracelular dependente de TRPV1 (LENERT et al., 2021).  Enquanto que em 

mulheres, a sensibilidade a dor pode variar de acordo com a fase do ciclo menstrual 

que se encontra, estudos reportam que as mulheres durante a fase folicular têm um 

limiar de dor aumentado em relação às outras fases do ciclo menstrual (ATHNAIEL et 

al., 2023). Assim, baixos níveis de estrógeno estão associados com o aumento das 

respostas pró-inflamatórias, porém a terapia hormonal em mulheres não tem 

evidenciando resultados promissores em diminuir a resposta inflamatória (LENERT et 

al., 2021). Esse dimorfismo sexual biológico evidencia, mais uma vez, que os machos 

não podem ser considerados um representante de fêmeas em pesquisa sobre dor. 
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JUSTIFICATIVA 
 

A NT, representa a condição de dor orofacial mais debilitante, pois, além de 

conviver com a dor, os portadores dessa condição sofrem com comorbidades, 

incluindo ansiedade e depressão. Além disso, a incidência de NT é maior em mulheres 

(3:1) do que homens. Apesar dessas observações, a pesquisa em dor nos animais 

geralmente se limita à avaliação da nocicepção, negligenciando os componentes 

afetivos e emocionais. Ademais a grande maioria desses estudos avalia apenas 

animais machos, o que pode reduzir o aspecto translacional da pesquisa básica, 

devido às evidências de que várias condições dor crônica são mais prevalentes em 

mulheres e de que existem diferenças sexuais nos mecanismos fisiopatológicos.  

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram que em modelos de dor 

orofacial persistente (i.e dor pós-operatória, dor associada a carcinoma orofacial e dor 

neuropática trigeminal) é possível investigar o componente emocional da dor através 

do paradigma do CPP e da avaliação da emissão de USVs. Além disso, também 

demonstramos que esses modelos permitem a avaliação do comportamento do tipo 

ansioso, que se desenvolve em consequência da dor persistente. 

Diante disso, o presente estudo teve a finalidade de caracterizar o efeito da CBZ 

nas respostas sensoriais e os comportamentos associados ao aspecto afetivo da dor 

em modelo animal de NT em ratos machos e fêmeas. O melhor entendimento do efeito 

da CBZ em diversos parâmetros associados a NT pode contribuir na determinação do 

seu benefício clínico de acordo com as características individuais dos pacientes.  
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2. OBJETIVO  

2.1 Objetivo geral 
 

O presente trabalho teve como objetivo investigar a influência do tratamento com CBZ 

em aspectos sensoriais e afetivos da NT em ratos machos e fêmeas.  

 

2.2 Objetivos específicos  
 

 Avaliar o efeito da CBZ na hiperalgesia mecânica facial induzida por CCI-ION 

em ratos machos e fêmeas; 

 

 Avaliar o efeito da CBZ na dor tônica induzida por CCI-ION em ratos machos e 

fêmeas; 

 

 Avaliar o efeito da CBZ na emissão de USVs e no comportamento do tipo 

ansioso em ratos machos e fêmeas submetidos à CCI-ION;  

 

 Avaliar uma possível diferença sexual na concentração plasmática de CBZ em 

ratos submetidos à CCI-ION; 

 

 Investigar a influência da CBZ no conteúdo de DA no Nac de ratos machos e 

fêmeas submetidos à CCI-ION. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Animais 
Em todos os experimentos foram utilizados ratos Wistar, machos e fêmeas, 

com sessenta dias de idade, provenientes do Biotério do Setor de Ciências Biológicas 

da Universidade Federal do Paraná (UFPR), mantidos em condições controladas de 

temperatura e umidade (21 ±2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas e livre acesso 

a ração e água. 

  Os animais foram trazidos do biotério e organizados em, no máximo, 4 animais 

por caixa e permaneceram no laboratório por pelo menos 48 horas para ambientação, 

antes do início dos experimentos. Os experimentos foram realizados em sala 

silenciosa, mantendo o controle da temperatura (21 ±2°C) e sempre durante a fase 

clara do ciclo. Todos os protocolos utilizados neste estudo foram aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/BIO) da UFPR sob o número de registro 

1445. O n amostral foi determinado com base em estudos prévios do grupo (ARAYA 

et al., 2021; BARROSO et al., 2019; GAMBETA et al., 2018; KOPRUSZINSKI et al., 

2018) em adição com o software GPower 3.1, definindo um tamanho de efeito de F= 

0.5; poder de 0.8 e α=0.05 e estimando 8 a 12 ratos por grupo nos diferentes designs 

experimentais.  

 

3.2 Drogas e Soluções 
Para a anestesia: Cloridrato de Cetamina (60 mg/kg, i.p.) - Cetamina®, Vetnil; 

Louveira, São Paulo, Brasil; Cloridrato de Xilasina (7 mg/kg, i.p.) - Xilasin®, Syntec 

Santana de Parnaíba, São Paulo, Brasil; diluídas em solução salina estéril a 0,9%. 

Tratamentos: CBZ (10 e 30 mg/Kg, i.p.) – Santa Cruz, Dallas, Texas, EUA- que foi 

dissolvida no veículo (VEI) que corresponde à uma solução em dimetil sulfóxido, 

propileno glicol, álcool etílico e acetona em uma proporção de 42:42:15:1, 

respectivamente (CAIN et al., 2009; DESEURE; HANS, 2017). 
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 3.3 Modelo de NT 
Para a indução da NT foi realizada a CCI-ION conforme o método proposto 

anteriormente por Vos (1994) e modificado por Chichorro (2006). Nesse modelo, os 

animais foram anestesiados com solução cetamina e xilasina e foi realizada a 

assepsia da face com álcool iodado. Após o estabelecimento da anestesia, foi feita 

uma incisão na pele abaixo do olho direito, aproximadamente 3 mm posterior à região 

de inserção das vibrissas de modo que a porção rostral do nervo infraorbital foi 

exposta. O nervo infraorbital foi dissecado dos tecidos adjacentes e, em seguida, 

foram realizadas duas amarras frouxas, separadas aproximadamente 2 mm, com fio 

de seda 4.0 ao redor do feixe nervoso. Os tecidos foram suturados com o mesmo tipo 

de fio usado para a confecção das amarras. Os animais do grupo falso-operado (FO) 

foram submetidos ao mesmo procedimento cirúrgico, com exceção das amarras. Ao 

término da cirurgia os animais foram mantidos em sala aquecida até sua completa 

recuperação da anestesia. 

3.4 Avaliação da Hiperalgesia Mecânica 
A fim de avaliar a hiperalgesia mecânica foram utilizados os filamentos de Von 

Frey (VF). Antes de cada sessão de teste ou seleção os animais foram colocados 

individualmente em caixas de observação, por um período de 2 horas para a 

ambientação. Primeiramente, foi realizada uma seleção que consiste na aplicação 

crescente de 8 filamentos de VF (Semmes- Weinstein monofilaments, Stoelting, USA: 

0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 g). Os filamentos foram aplicados na face 

direita dos animais, próxima à região de inserção das vibrissas, sendo que cada 

filamento foi aplicado 3 vezes, com um intervalo de 3 segundos entre cada aplicação. 

O limiar de resposta desse teste foi considerado quando o estímulo mecânico do 

filamento evocou, por duas vezes, comportamentos como retirada rápida da cabeça e 

reações de ataque/escape (CHICHORRO et al., 2006). Nessa fase, foram 

selecionados os animais que não apresentarem comportamentos nociceptivos após 

aplicação dos 8 filamentos, ou seja, os animais que apresentaram limiar basal de 

resposta à estimulação mecânica igual a 8 g. Na sessão teste, os animais passaram 

pelos mesmos procedimentos da seleção, sendo que uma redução significativa do 

limiar basal de resposta à estimulação mecânica foi considerada como indicativo de 

hiperalgesia mecânica facial.  
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3.5 Teste do CA 
O teste de campo aberto (CA) foi utilizado para avaliar a atividade locomotora 

dos animais, bem como para corroborar a avaliação do comportamento tipo-ansioso. 

Os animais foram colocados individualmente no centro de uma arena quadrada de 

madeira (30 × 60 × 60 cm), cujo piso foi dividido por linhas em seis pequenos 

quadrados. O deslocamento dos animais foi gravado durante 5 minutos. Nesse tempo, 

foi contado manualmente os cruzamentos entre os quadrantes. Somente quando o 

animal colocava suas duas patas dianteiras no próximo quadrado e avançava com as 

duas patas traseiras, o quadrado foi considerado cruzado (CHAVES et al., 2020; 

CLAUDINO et al., 2018). Ademais, foi avaliado o tempo de permanência e o número 

de entradas no quadrante central, número de rearing (i.e. número de vezes que o 

animal permaneceu sob as patas traseiras) e o número de grooming (i.e. número de 

vezes que o animal esfregava a face com as duas patas dianteiras), para avaliação 

do comportamento do tipo-ansioso (ORUMIYEHEI et al., 2022).                                                    

3.6 Teste de CPP  
O protocolo de CPP foi realizado de acordo com  King e colaboradores (2009). 

O equipamento utilizado foi uma caixa de madeira composta de três câmaras 

diferentes, separadas por duas divisórias móveis com e sem aberturas (10 x 7 cm) 

que permitiam, ou não, o livre acesso dos animais entre os compartimentos. Os dois 

compartimentos de condicionamento (36,5 x 31 x 25 cm) apresentam diferentes pistas 

visuais e táteis que são separados por um compartimento central “neutro” (31 x 10 x 

25 cm) de cor preta e que permanece iluminado.  

Os experimentos foram realizados em três fases: pré-condicionamento, 

condicionamento e teste. No primeiro dia (pré-condicionamento), os animais foram 

colocados individualmente no compartimento neutro e permaneceram com livre 

acesso entre os compartimentos durante 15 min. Ao final de cada sessão, os animais 

retornaram para suas caixas e o equipamento foi higienizado com álcool diluído à 

10%. Foi registrado com auxílio de uma câmera de vídeo o tempo que cada animal 

permaneceu em cada uma das câmaras para verificar a inexistência de preferência 

pré-condicionamento. Foram eliminados os animais que permaneçam mais do que 

720 ou menos do que 180 segundos em uma única câmara. Na sequência, os dados 

foram contrabalanceados (para garantir que a média dos tempos de permanência 

entre as câmaras não tinham diferença entre os grupos) e os animais foram 
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designados às respectivas câmaras para pareamento com CBZ. No segundo dia 

(condicionamento), durante o período da manhã, os animais receberam VEI (1 mL/kg, 

i.p.) e foram imediatamente colocados no compartimento correspondente por 1 hora 

(sem livre acesso entre os compartimentos). Quatro horas mais tarde, os animais 

receberam CBZ (30 mg/kg; i.p.) e imediatamente foram colocados na câmara oposta 

por 1 hora. O mesmo procedimento foi repetido no terceiro dia. No quarto dia, os 

animais foram colocados na câmara neutra e permaneceram por 15 min, com livre 

acesso entre as câmaras. O tempo de permanência de cada animal foi registrado e 

posteriormente analisado para determinar se o tratamento foi capaz de produzir CPP. 

A figura 4 retrata o design experimental e a caixa designada para o CPP.  

 

Figura 4: Esquematização do protocolo experimental do CPP. Inicialmente o animal passa por uma 
sessão pré-teste de 15 minutos, os animais que apresentarem preferência prévia foram excluídos do 
experimento. O condicionamento, conduzido por dois dias seguidos, compreende o pareamento da 
câmara com a carbamazepina (CBZ). Pela manhã o animal recebe uma injeção intraperitoneal de salina 
e permanece na cabine confinado por uma hora, à tarde, o mesmo animal recebe CBZ e permanece 
por uma hora na câmara oposta. No último dia é realizado à sessão teste, em que o animal é gravado 
por 15 minutos com livre acesso à ambas as cabines. Produzido com biorender.com.  
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Um aumento no tempo de permanência, no dia teste, na câmara pareada com 

CBZ comparado ao tempo de permanência nesta mesma câmara no pré- 

condicionamento indica preferência condicionada. Uma redução neste tempo indica 

aversão (CPA). A não alteração no tempo de permanência na câmara pareada com a 

droga indica ausência de CPP ou CPA. A diferença de escore foi calculada subtraindo 

o tempo de permanência na câmara pareada com a CBZ no pós-condicionamento do 

tempo de permanência no pré-condicionamento.  

3.7 Avaliação das vocalizações ultrassônicas 
A avaliação da emissão de USVs foi realizada de acordo com protocolos 

previamente descritos pelo grupo (ARAYA et al., 2020; BARROSO et al., 2019). Foi 

registrada a emissão de USVs na categoria de 22-27 kHz (aversivas) e 50 kHz 

(apetitivas) em um período de 10 minutos utilizando um microfone ultrassônico (CM16 

Avisoft Bioacoustics, Berlin, Alemanha) sensível a frequências entre 15-180 kHz, o 

qual foi colocado a uma distância de 45 cm do chão da caixa de movimentação, 

utilizando o programa Avisoft Recorder (versão 2.95; Avisoft Bioacoustics). 

A gravação foi então transferida para o software AvisoftSASLab Pro (versão 

4.34 AvisoftBioacoustics) que produziu um espectrograma (com frequência de 488 

kHz e resolução 0,512 ms) das USVs emitidas pelo animal, e foi posteriormente 

analisado de forma manual (PEREIRA et al., 2014). O número total de USVs de 22 

kHz e 50 kHz foi determinado, bem como os subtipos de USVs apetitivas. 

3.8 Avaliação do comportamento do tipo-ansioso  
Para a avaliação do comportamento do tipo-ansioso em ratos foi utilizado o 

teste de labirinto em cruz elevado (LCE), que consiste em um aparato de madeira, 

elevado a 50 cm do chão, o qual apresenta 4 braços, sendo 2 abertos e 2 fechados e 

no cruzamento entre os braços forma-se uma área central de 10 cm². Para a 

realização desse teste, os animais foram colocados individualmente no centro do 

aparato por 10 minutos, sendo que a exposição ao aparato ocorreu somente no dia 

do teste. Todos os testes foram filmados. Os parâmetros avaliados foram: percentual 

de tempo nos braços abertos; percentual de tempo nos braços fechados; número de 

entradas no braço aberto; número de entradas no braço fechado e o percentual de 

tempo gasto na porção final dos braços abertos. Sendo que a entrada ou permanência 

nos braços foi considerada quando o animal ultrapassou com as 4 patas as 
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delimitações de cada braço. Após avaliação de cada animal , o aparato foi limpo com 

uma solução de etanol a 10% (HOGG, 1996; WALF; FRYE, 2007). 

3.9 Dosagem de DA e DOPAC  
Os animais não anestesiados foram decaptados e os cérebros foram 

imediatamente removidos e o NAc dissecado, congelado em nitrogênio líquido e 

armazenado a -80°C. As amostras de tecido foram homogeneizadas em um sonicador 

e em ácido perclórico 0,1 M contendo metabissulfito de sódio a 0,02% e padrão 

interno. Após centrifugação a 10000 × g por 30 minutos a 124 °C, 20 μL do 

sobrenadante foram injetados no cromatógrafo. A fase móvel (pH 4,0) foi composta 

de ácido cítrico monohidratado (Merck), de sal de sódio do ácido octano-1-sulfônico 

(Merck), ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Sigma) e 900 ml de água deionizada 

e filtrada através de um filtro de 0,45 μm. Em seguida foi adicionado metanol (Merck) 

para uma composição final de 10% de metanol (v/v). A concentração de dopamina, 

DOPAC foi avaliada por HPLC de fase reversa com detecção eletroquímica. O sistema 

consiste em uma coluna de fase reversa Synergi Fusion-RPC-18 (150 × 4,6 mm i.d., 

tamanho de partícula de 4 μm) equipada com uma pré-coluna de 4 × 3,0 mm 

(SecurityGuard Cartridges Fusion-RP); um detector eletroquímico (detector 

eletroquímico ESA Coulochem III) equipado com uma célula guarda (ESA 5020), com 

o eletrodo ajustado em 350 mV e uma célula analítica de eletrodo duplo (ESA 5011A); 

e uma bomba LC-20AT (Shimadzu) equipada com um injetor Rheodyne 7725 manual 

com um loop de 20 μL. A coluna foi mantida dentro de um forno com temperatura 

controlada (25 ° C, Shimadzu). A célula possui duas câmaras em série: cada câmara 

incluía um eletrodo colorimétrico de grafite poroso, um contra-eletrodo duplo e um 

eletrodo de referência duplo. Os potenciais oxidantes foram estabelecidos em 100 mV 

para o primeiro eletrodo e em 450 mV para o segundo eletrodo. A DA e o DOPAC 

foram detectados no segundo eletrodo. As áreas de pico dos padrões foram usadas 

para quantificar os picos da amostra. Os dados foram expressos em ng/g de tecido 

com base em estudos anteriores (CHAVES et al., 2020; MOREIRA et al., 2012; 

VERGARA et al., 2020). 

3.10 Dosagem plasmática de CBZ 
Os animais foram anestesiados profundamente com cetamina e xilasina, e 

posicionados em decúbito dorsal para realização de toracotomia e acesso à veia cava.  

Com uma agulha 24 g (20 x 0,55 mm) a veia cava foi puncionada e 5 ml de sangue 
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foram coletados. Logo após a coleta, a amostra de sangue foi armazenada em um 

tubo de coleta de sangue com ativador de coágulo e os animais foram eutanasiados. 

Em seguida, as amostras foram enviadas ao laboratório LANAC-PR que realizou a 

dosagem plasmática de CBZ por quimiluminescência de micropartículas em 

suspensão. 

3.11 Protocolos Experimentais 
Cada protocolo experimental foi realizado em grupos independentes de animais 

machos e fêmeas. Foram utilizadas duas doses de CBZ (10 e 30 mg/kg, i.p.), a menor 

dose foi utilizada em testes que dependem da integridade motora do animal, 

confirmada pelo teste de CA, enquanto que a maior dose foi utilizada nos testes de 

CPP, dosagem plasmática de CBZ e dosagem de DA no Nac. A representação 

esquemática dos protocolos experimentais pode ser encontrada acima das figuras 

correspondentes na seção de Resultados.  

1) Avaliação do efeito da CBZ no componente sensorial da dor e locomoção em ratos 

machos e fêmeas submetidos à CCI-ION  

Primeiramente, foi avaliada a eficácia da CBZ em promover redução da 

hiperalgesia mecânica induzida pela cirurgia de CCI-ION. Para tanto, os animais 

passaram pela sessão de seleção com os filamentos de VF. Os animais selecionados 

foram submetidos à cirurgia de CCI-ION. Quinze dias após a cirurgia, os animais 

passaram por uma nova avaliação da hiperalgesia mecânica pelo VF e então 

receberam o tratamento com CBZ (10 mg/kg, i.p.) ou VEI (1 mL/kg, i.p.). Foi avaliado 

o limiar mecânico dos animais 30 minutos após o tratamento e de hora em hora até 

completar 4 horas. Ao final da medida de uma hora após a injeção, os animais foram 

colocados no CA, onde foram gravados para posterior análise dos comportamentos 

exibidos durante 5 minutos. A partir desse experimento, foi estipulado o tempo de uma 

hora após a injeção de CBZ como o pico do efeito antinociceptivo da droga. 

2) Avaliação do efeito da CBZ no paradigma de CPP após CCI-ION em ratos machos 

e fêmeas 

Após 12 dias da cirurgia de CCI-ION, os animais foram expostos ao aparato do 

CPP com livre acesso entre as câmaras e o tempo de permanência em cada 

compartimento foi contabilizado. No 13º e 14º dia ocorreram as sessões de 
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condicionamento em que pela manhã o animal recebeu VEI (1 mL/kg, i.p.) e ficou 

confinado à uma das câmaras e à tarde recebeu CBZ (30 mg/kg, i.p.) e ficou confiando 

na câmara oposta, por uma hora. No 15º dia após a cirurgia, novamente os animais 

foram expostos à câmara com livre acesso aos compartimentos e foram gravados 

durante 15 minutos para posterior análise. 

3) Avaliação do efeito da CBZ nas USVs e no LCE após CCI-ION em ratos machos e 

fêmeas 

Quinze dias após a CCI-ION, os animais receberam o tratamento com CBZ (10 

mg/kg, i.p.) ou VEI (1 mL/kg, i.p.) e após uma hora foram expostos ao microfone 

ultrassônico para gravação da emissão espontânea de USVs durante 10 minutos. 

Imediatamente após esse registro, os animais foram colocados no LCE e foram 

gravados para posterior análise dos comportamentos durante 5 minutos.   

4) Dosagem plasmática de CBZ e coleta do Nac após a cirurgia de CCI-ION em ratos 

machos e fêmeas  

Para realizar a dosagem de CBZ plasmática, os animais foram primeiramente 

submetidos à CCI-ION e passados quinze dias foram tratados com CBZ (30 mg/kg, 

i.p.). Uma hora após o tratamento, os animais foram anestesiados com cetamina e 

xilasina para coleta do sangue, o qual foi enviado para dosagem. 

Um grupo independente de animais recebeu tratamento com CBZ (30 mg/kg, 

i.p.) ou VEI (1 mL/kg, i.p.) no 15º dia após CCI-ION. Uma hora após o tratamento os 

animais foram eutanasiados com guilhotina e imediatamente após foi realizada a 

coleta do Nac dividido na porção shell e core. As amostras foram congeladas à -80ºC 

e posteriormente foram analisadas por cromatografia líquida de alta performance 

(HPLC) para dosagem de DA e DOPAC. 

3.12 Análise estatística 
Para a análise dos dados  de hiperalgesia mecânica, da emissão de USVs e  

dosagem de DA e DOPAC foi utilizada Análise de variância (ANOVA) de duas vias 

seguida do teste post hoc de Bonferroni (ARAYA et al., 2020; GAMBETA et al., 2018; 

VERGARA et al., 2020). Já para a análise dos resultados do teste de CA, LCE e AUC 

foi utilizado ANOVA de uma-via com teste de post hoc de Bonferroni (CLAUDINO et 

al., 2018; PRUT; BELZUNG, 2003). Os resultados da dosagem plasmática de CBZ 

foram avaliados através do teste t de Student não pareado, assim como para o teste 
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do CPP, utilizados para avaliar o score de diferença entre o tempo de permanência 

antes e depois do condicionamento. Também foi utilizado o teste t de Student pareado 

a fim de observar diferenças em relação ao número de entradas na câmara pareada 

e o tempo de permanência no teste de CPP (JESUS et al., 2022). Os dados foram 

apresentados como média ± e.p.m. e valores de P < 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 

 

4. RESULTADOS 
 
4.1 Efeito da CBZ na hiperalgesia mecânica e no teste de CA em ratos machos e 
fêmeas submetidos à CCI-ION  

As Figuras 5A e 6A representam o timeline dos protocolos experimentais. Em 

fêmeas (Figura 5), a CCI-ION induziu hiperalgesia mecânica evidenciada no 15º dia 

após a cirurgia, que perdurou durante toda a avaliação, já os animais FO tratados com 

VEI ou CBZ (10 mg/kg; i.p.) não apresentaram nenhuma alteração no limiar mecânico 

basal (Figuras 5B). As fêmeas CCI-ION tratadas com CBZ apresentaram uma redução 

significativa da hiperalgesia mecânica 30 minutos após o tratamento e com o pico da 

resposta na primeira hora após a administração, quando comparados com o grupo 

CCI-ION tratado com VEI com uma porcentagem de aumento de 83% (Figura 5B). Na 

segunda hora após a administração de CBZ essa diferença no limiar mecânico não foi 

mais observada. Para os machos (Figura 6), a CCI-ION também provocou redução 

acentuada no limiar mecânico desses animais durante todo o experimento, além disso 

não foram observadas alterações significativas no limiar de animais FO tratados com 

VEI ou CBZ (Figura 6B), já os machos CCI-ION tratados com CBZ apresentaram um 

aumento no limiar de resposta apenas após uma hora do tratamento com CBZ, uma 

porcentagem de aumento de 66% (Figura 6B). Com isso, podemos observar que a 

reversão da hiperalgesia mecânica foi maior em fêmeas CCI-ION tratados com a CBZ 

do que machos do mesmo grupo. 

Quanto ao teste de CA, nas fêmeas não foi observado alteração no número de 

cruzamentos (Figura 5C) demonstrando que nem a CCI-ION nem o tratamento com 

CBZ (10 mg/kg; i.p.) foi capaz de provocar alterações de locomoção, além disso, foi 

observado um aumento no comportamento de grooming das fêmeas CCI-ION tratadas 

com VEI e o tratamento com CBZ foi capaz de restaurar esse comportamento (Figura 
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5D). Foram analisados também outros três comportamentos: o número de 

cruzamentos no quadrante do centro, tempo de permanência no centro e número de 

rearing, em ratos fêmeas (Figura 5E, 5F, 5G), porém não foram encontradas nenhuma 

diferença significativa entre os grupos. Para os machos, não houve diferenças 

estatísticas entre os grupos no número de cruzamento no teste de CA, evidenciando 

que o tratamento com a CBZ (10 mg/kg; i.p.) não produziu sedação (Figura 6C). Assim 

como nas fêmeas, foi observado o aumento no comportamento de grooming dos 

machos CCI-ION tratados com VEI e novamente o tratamento com a CBZ foi capaz 

de impedir esse aumento no comportamento de grooming (Figura 6D). Em relação 

aos demais parâmetros analisados, não foram observadas diferenças estatísticas 

entre os grupos no número de entradas no centro (Figura 6E), tempo de permanência 

no centro (Figura 6F) e número de rearing (Figura 6G). A fim de observação, foi 

avaliado efeito do tratamento com CBZ (30 mg/kg;i.p.) no teste de CA, nossos 

resultados (Figura 7) sugerem uma possível sedação desses animais, visto que os 

animais machos e fêmeas CCI-ION tratados com a CBZ (30 mg/kg;i.p.) apresentaram 

uma redução significativa no número de cruzamentos no teste de CA. 

Na tentativa de fornecer uma comparação da hiperalgesia mecânica entre os 

sexos, foi realizada a análise de área sob a curva (AUC). Foram comparados os 

valores de AUC entre os grupos FO tratados com VEI e CCI-ION tratados com VEI ou 

CBZ entre machos e fêmeas no período entre 0 e 4 horas após o tratamento com a 

CBZ no teste de VF (Figura 8). Nas fêmeas foi observado uma redução da AUC no 

grupo CCI-ION em comparação com o seu controle (FO). O tratamento com a CBZ 

produziu um aumento na AUC significativa em relação aos animais que receberam 

VEI. Quantos aos machos, também observamos uma redução na AUC dos animais 

CCI-ION em comparação aos FO, porém o tratamento com a CBZ não foi capaz de 

produzir um aumento significativo na AUC. Além disso, foi realizado um teste t entre 

fêmeas e machos do mesmo grupo, essa análise mostrou diferenças sexuais entre o 

grupo CCI-ION tratado com CBZ (p=0.024), evidenciando que as fêmeas possuem 

uma AUC maior que os machos do mesmo grupo. Esses dados sugerem que a CBZ 

foi mais eficaz nas fêmeas em relação aos machos.  
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Figura 5. Efeito da CBZ (10mg/kg) na hiperalgesia mecânica e teste de CA em ratos fêmeas 
submetidas à CCI-ION.  Timeline do protocolo experimental (A). No 15º dia pós CCI-ION ou falso 
operado (FO) os animais foram tratados com carbamazepina (CBZ: 10 mg/kg; i.p.) ou veículo (VEI:1 
mL/Kg), e o limiar mecânico (VF) foi avaliado 30 minutos e de hora em hora até a quarta hora após os 
tratamentos (B). Após 1 hora do tratamento os animais foram expostos ao campo aberto (CA), onde 
foram gravados por 5 minutos. Foram avaliados o número de cruzamentos totais (C), o número de 
grooming (D), o número de cruzamentos no quadrante central (E), o tempo de permanência no centro 
(F) e o número de rearing (G). Os valores representam a média ± e.p.m. (n= 8). * p<0,05 quando 
comparado ao grupo FO– VEI, e # indica p<0,05 quando comparado ao grupo CCI-ION – VEI. ANOVA 
de duas-vias seguido de teste post hoc de Bonferroni para a avaliação da hiperalgesia mecânica e 
ANOVA de uma-via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni para a avaliação do teste de CA. 
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Figura 6. Efeito da CBZ (10mg/kg) na hiperalgesia mecânica e teste de CA em ratos machos 
submetidos à CCI-ION.  Timeline do protocolo experimental (A). No 15º dia pós CCI-ION ou falso 
operado (FO) os animais foram tratados com carbamazepina (CBZ: 10 mg/kg; i.p.) ou veículo (VEI:1 
mL/Kg), e o limiar mecânico (VF) foi avaliado 30 minutos e de hora em hora até a quarta hora após os 
tratamentos (B). Após 1 hora do tratamento os animais foram expostos ao campo aberto (CA), onde 
foram gravados por 5 minutos. Foram avaliados o número de cruzamentos totais (C), o número de 
grooming (D), o número de cruzamentos no quadrante central (E), o tempo de permanência no centro 
(F) e o número de rearing (G). Os valores representam a média ± e.p.m. (n=7-8). * p<0,05 quando 
comparado ao grupo FO– VEI, e # indica p<0,05 quando comparado ao grupo CCI-ION – VEI. ANOVA 
de duas-vias seguido de teste de Bonferroni para a avaliação da hiperalgesia mecânica e ANOVA de 
uma-via seguido do teste de post-hoc de Bonferroni para a avaliação do teste de CA.  
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Figura 7. Efeito da carbamazepina (30mg/kg) no teste de campo aberto. No 15º dia pós CCI-ION 
ou falso operado (FO) os animais foram tratados com carbamazepina (CBZ: 30 mg/kg; i.p.) ou veículo 
(VEI:1 mL/Kg). Após 1 hora do tratamento os animais foram expostos ao campo aberto (CA), onde 
foram gravados por 5 minutos. Foram avaliados o número de cruzamentos totais. Os valores 
representam a média ± e.p.m. (n= 8- 10). * p<0,05 quando comparado ao grupo FO– VEI. ANOVA de 
uma-via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni para a avaliação do teste de CA. 
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Figura 8. Comparação da AUC entre os sexos. A análise da AUC foi realizada com os valores da 
hiperalgesia mecânica avaliada entre 0 e 4 horas após os tratamentos entre os grupos falso-operado 
(FO) tratado com veículo (VEI) e CCI-ION tratados com VEI ou carbamazepina (CBZ :10 mg/kg;i.p.) 
entre machos e fêmeas. Os valores representam a média ± e.p.m. (n=7-8). * p<0,05 quando comparado 
ao grupo FO– VEI, e # indica p<0,05 quando comparado ao grupo CCI-ION – VEI. ANOVA de uma-via 
seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni da AUC entre os grupos. 

 

  



40 
 

 

4.2 Efeito do tratamento com CBZ no CPP após CCI-ION em ratos machos e 
fêmeas 

As Figuras 9A e 10A representam o timeline dos protocolos experimentais. Na 

Figura 6B está representada a diferença estatística encontrada do tempo de 

permanência na câmara pareada com a CBZ depois e antes do condicionamento em 

ratos fêmeas FO e CCI-ION. As fêmeas CCI-ION tiveram um resultado positivo da 

diferença da permanência na cabine pareada com CBZ, indicando um CPP somente 

nos animais CCI-ION (Figura 9B). Esse dado evidência que a CBZ não provoca CPP 

por si só. Quando são comparados os valores brutos de permanência na câmara 

pareada com a CBZ, os animais CCI-ION fêmeas apresentaram um aumento na 

permanência após o pareamento (Figura 9C). Também, foram analisados os valores 

brutos de tempos de permanência das fêmeas FO no pré-teste e teste, mas não foram 

encontradas diferenças significativas (Figuras 9D). Além disso, foi contabilizado o 

número de entradas dos animais CCI-ION na câmara pareada com a CBZ. As fêmeas 

não apresentaram diferenças no número de entradas na sessão pré-teste e teste 

(Figura 9E). 

Já, quanto aos animais machos, não foram encontradas diferenças 

significativas entre os escores de diferença na permanência na cabine pareada 

(Figura 10B). Também, não foram observadas diferenças no tempo de permanência 

nos machos CCI-ION (Figura 10C) e FO (Figura 10E). Foi observado uma redução no 

número de entradas na cabine pareada com a CBZ em machos no teste em relação 

ao pré-teste (Figura 10E).  
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Figura 9. Efeito do tratamento com CBZ no CPP após CCI-ION em fêmeas. Timeline dos protocolos 
experimentais (A). Os parâmetros avaliados foram: a diferença temporal entre a medida basal e o teste 
(B), o tempo de permanência apresentado na mesma câmara antes e após o pareamento com a CBZ 
(30 mg/kg; i.p.) nos animais CCI-ION (C), o tempo de permanência apresentado na mesma câmara 
antes e após o pareamento com a CBZ nos FO (D) e o número de entradas na cabine antes e depois 
o pareamento com a CBZ (30 mg/kg; i.p.) em animais CCI-ION (E). Os valores representam a média ± 
e.p.m.. * indica P<0,05, versus grupo FO e ao pré-teste (n= 11). Teste t de Student pareado (9B) e não 
pareado (9C,9D,9E).  
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Figura 10. Efeito do tratamento com CBZ no CPP após CCI-ION em machos. Timeline dos 
protocolos experimentais (A). Os parâmetros avaliados foram: a diferença temporal entre a medida 
basal e o teste (B), o tempo de permanência apresentado na mesma câmara antes e após o 
pareamento com a CBZ (30 mg/kg; i.p.) nos animais CCI-ION (C), o tempo de permanência 
apresentado na mesma câmara antes e após o pareamento com a CBZ nos animais FO (E) e o número 
de entradas na câmara antes e depois o pareamento com a CBZ (30 mg/kg; i.p.) em animais CCI-ION 
(D). Os valores representam a média ± e.p.m. (n= 19 -20) * indica P<0,05, versus grupo FO e ao pré-
teste, segundo o teste t de Student pareado (10B) e não pareado (10C,10D,10E).   
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4.3 Efeito do tratamento com CBZ na emissão de USVs e no comportamento do 
tipo ansioso após CCI-ION em machos e fêmeas 

A Figura 11A e 12A ilustram o timeline dos protocolos experimentais. A análise 

da emissão de USVs revelou que no 15 dia após CCI-ION ratos fêmeas e machos do 

grupo controle (i.e., FO-VEI) emitiram majoritariamente USVs de 50 kHz, 

especialmente do subtipo flat (Figuras 11B e 12B, respectivamente). Em fêmeas CCI-

ION tratadas com VEI foi observado uma redução na emissão de vocalizações de 50 

kHz, porém o tratamento com CBZ (10 mg/Kg; i.p.) não foi capaz de reverter esse 

comportamento em animais CCI-ION e reduziu as vocalizações totais das fêmeas FO 

tratados com CBZ em relação as tratadas com VEI (Figura 11B). Foi detectado um 

número muito baixo de USV de 22 kHz em fêmeas, sem diferença entre os grupos 

(Figura 11B). Quanto aos machos, assim como as fêmeas, foi observado uma redução 

significativa na emissão de USVs de 50 kHz e o tratamento com a CBZ (10 mg/kg; 

i.p.) foi capaz de reverter a redução no número total de vocalizações emitidas, sem 

diferenças entre os animais FO tratados com VEI ou CBZ. Não foram detectadas 

USVs de 22 kHz em ratos machos.  

Na análise do comportamento do tipo-ansioso pelo LCE, no 15 dia após a CCI-

ION, as fêmeas não apresentaram nenhum comportamento associado ao tipo-

ansioso. Já os ratos machos CCI-ION apresentaram uma redução da porcentagem do 

tempo gasto nos braços abertos (Figura 12C), bem como do número de entradas nos 

braços abertos (Figura 12D) do LCE, porém o tratamento com a CBZ não foi capaz 

de reverter esse comportamento. A atividade locomotora foi determinada pelo número 

de entradas nos braços fechados do LCE, e os resultados mostraram que não houve 

diferenças significativas entre os grupos, em ambos os sexos (Figuras 11E e 12E). 
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Figura 11. Efeito da CBZ nas USVs e no comportamento do tipo ansioso após CCI-ION em 
fêmeas. Timeline dos protocolos experimentais (A). Quantificação e analise dos subtipos de USVs 
durante 10 min 1 hora após o tratamento com CBZ (10 mg/kg; i.p.) ou VEI em ratos fêmeas submetidas 
à CCI-ION ou FO  (B).  Parâmetros Avaliados no LCE:  porcentagem do tempo de permanência nos 
braços abertos (C); porcentagem do número de entradas nos braços abertos (D); número de entradas 
nos braços fechados para avaliação da atividade locomotora (E). Os valores representam a média ± 
e.p.m. * indica P<0,05, versus grupo FO-VEI, e # indica P < 0,05 versus o grupo CCI-ION tratado com 
CBZ (n= 9-11). Para análise das USVs foi utilizada ANOVA de duas vias seguida do teste de post hoc 
de Bonferroni, enquanto que para o LCE foi utilizada ANOVA de uma via seguida do teste de post hoc 
de Bonferroni.   
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Figura 12. Efeito da CBZ nas USVs e no comportamento do tipo ansioso após CCI-ION em 
machos. Timeline dos protocolos experimentais (A). Quantificação e analise dos subtipos de USVs 
durante 10 min 1 hora após o tratamento com CBZ (10 mg/kg; i.p.)  ou VEI em ratos machos submetidos 
à CCI-ION ou FO  (B).  Parâmetros Avaliados no LCE:  porcentagem do tempo de permanência nos 
braços abertos (C); porcentagem do número de entradas nos braços abertos (D); número de entradas 
nos braços fechados para avaliação da atividade locomotora (E). Os valores representam a média ± 
e.p.m.(n= 8)* indica P<0,05, versus grupo FO-VEI, e # indica P < 0,05 versus o grupo CCI-ION tratado 
com CBZ. Para análise das USVs foi utilizada ANOVA de duas vias seguida do teste de post hoc de 
Bonferroni, enquanto que para o LCE foi utilizada ANOVA de uma via seguida do teste de post hoc de 
Bonferroni. 
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4.4 Dosagem plasmática de CBZ após CCI-ION em ratos machos e fêmeas  
A Figura 13A ilustra o timeline do protocolo experimental. Foi comparada a 

concentração plasmática de CBZ dosada 1 hora após o tratamento no 15º dia pós 

CCI-ION entre as fêmeas FO e CCI-ION, porém não foi encontrada diferença 

significativa (Figura 13B). Da mesma maneira, não houve diferenças na concentração 

plasmática de CBZ em ratos machos FO e CCI-ION (Figura 13C). A Figura 13D 

demonstra que ratos machos e fêmeas do grupo FO não apresentam diferença na 

concentração plasmática de CBZ. Por outro lado, a Figura 13E mostra que ratos 

machos submetidos à CCI-ION apresentam concentração plasmática de 

carbamazepina significativamente inferior àquela detectada nas fêmeas submetidas à 

CCI-ION.   
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Figura 13. Dosagem plasmática de CBZ após CCI-ION em ratos machos e fêmeas. Timeline do 
protocolo experimental (A). Concentração plasmática de CBZ em fêmeas (B). Concentração plasmática 
de CBZ em machos (C). Diferença da concentração plasmática de CBZ entre machos e fêmeas, em 
animais FO (C).  Diferença da concentração plasmática de CBZ entre machos e fêmeas, em animais 
CCI-ION (E). Os valores indicam a média ± e.p.m. da variação na concentração plasmática de CBZ 
(mcg/ mL) (n = 5 -6). * p < 0,05 quando encontrado diferença significativa entre machos e fêmeas, 
segundo o teste t de Student não pareado.  
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4.5 Efeito da CBZ no conteúdo de DA e DOPAC no NAc Shell e Core de ratos 
fêmeas e machos após CCI-ION. 
 A Figura 14A ilustra o timeline do protocolo experimental. As fêmeas FO 
tratadas com VEI ou CBZ não apresentaram diferenças na concentração de DA no 
NAc shell e core. Já, as fêmeas CCI-ION tratadas com VEI em comparação às fêmeas 
FO tratadas com VEI apresentaram um aumento significativo na concentração de DA, 
somente na porção do NAc shell. O tratamento com CBZ foi capaz de reverter esse 
aumento (Figura 14B).  

Quanto aos machos, também não houve diferenças significativas na dosagem 
de DA nos animais FO tratados com VEI e CBZ. Porém, machos CCI-ION tratados 
com VEI apresentaram uma concentração elevada de DA em relação ao grupo 
controle apenas da porção core do Nac. O tratamento com a CBZ foi capaz de reverter 
esse aumento (Figura 14C). A dosagem do metabólito da DA, o DOPAC, não foi 
diferente entre os grupos, em ambos os sexos (Figura 14D e 14E). 
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Figura 14. Efeito da CBZ no conteúdo de DA e DOPAC no NAc Shell e Core de ratos machos e 
fêmeas após CCI-ION. Timeline do protocolo experimental (A). Influência da CBZ (30 mg/kg; i.p.) na 
concentração de DA no NAc shell e core de fêmeas (B) Influência da CBZ na concentração de DA no 
NAc de machos (C).  Influência da CBZ na concentração de DOPAC no NAc de fêmeas (D). Influência 
da CBZ na concentração de DOPAC no NAc de machos (E).  Os valores indicam a média ± e.p.m. da 
variação na concentração da monoamina (ng/ tecido) (n = 10). * p < 0,05 quando encontrado diferença 
significativa entre FO-VEI e #p < 0,05 quando encontrado diferença entre CCI-ION-VEI. ANOVA de 
duas vias para medidas repetidas seguida do teste post hoc de Bonferroni. 
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5. DISCUSSÃO   

5.1 Efeito da CBZ na hiperalgesia mecânica e no teste de CA em ratos machos e 
fêmeas submetidos à CCI-ION  

No presente estudo, a CCI-ION foi capaz de induzir hiperalgesia mecânica, 15 

dias após o procedimento e perdurou durante toda a avaliação, em ratos machos e 

fêmeas. Essa constatação vai de acordo com dados prévios da literatura (ARAYA et 

al., 2020, 2021; CLAUDINO et al., 2018; DESEURE; HANS, 2017; 

KOPRUSZINSKI;2012; PINEDA-FARIAS et al., 2021), inclusive, estudos do grupo 

demonstraram que ratos submetidos à CCI-ION desenvolvem hiperalgesia mecânica 

tardiamente (10 dias após a CCI-ION) e que perdura por pelo menos três meses 

(CHICHORRO et al., 2006), além de evidenciar o desenvolvimento de sensibilização 

central e a participação de projeções descendentes facilitatórias na manutenção da 

dor crônica nesse modelo (NONES et al., 2017) .  

Considerando que a CBZ é a primeira linha de escolha para o tratamento da 

NT, diversos estudos pré-clínicos já evidenciaram o efeito da CBZ em modelos de dor 

neuropática trigeminal em ratos (DESEURE; HANS, 2017; KOIZUMI et al., 2021; WEI 

et al., 2022). Nossos dados estão de acordo com o encontrado na literatura e 

evidenciam que uma injeção intraperitoneal de CBZ (10 mg/kg) é capaz de diminuir a 

hiperalgesia mecânica induzida por CCI-ION em ratos machos e fêmeas. Em fêmeas, 

o efeito anti-hiperalgésico se deu logo após 30 minutos da injeção e perdurou até a 

primeira hora, enquanto que, em machos, o efeito se restringiu à primeira hora. Esse 

dado corrobora uma publicação prévia do nosso grupo em que foi demonstrado o 

efeito anti-hiperalgésico da CBZ em ratos machos submetidos a CCI-ION apenas na 

primeira hora após a administração, mesmo com a utilização de uma dose maior, 30 

mg/kg (ARAYA 2022b).  

A fim de avaliar as possíveis diferenças sexuais na resposta à CBZ na 

hiperalgesia mecânica, foi realizado a análise da AUC que evidenciou melhor efeito 

da CBZ nos ratos fêmeas em comparação com os machos.  

A diferença sexual do efeito da CBZ já foi explorada na literatura, Pineda-Farias e 

colaboradores (2021) avaliaram o efeito da CBZ em dois modelos de dor neuropática 

– constrição do nervo infraorbital e constrição do nervo ciático – em ratos machos e 

fêmeas. A CBZ foi eficaz na redução da hiperalgesia mecânica apenas no modelo de 

CCI-ION, o que está de acordo com sua indicação clínica que se restringe a dores 
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neuropáticas trigeminais. Ademais, o efeito cumulativo da CBZ (50mg/kg; i.p.) na 

sensibilidade mecânica orofacial (30 minutos até a 3 hora) medida pelo Orofacial Pain 

Test (i.e. teste automatizado para avaliação da hiperalgesia orofacial) foi maior em 

fêmeas do que em machos, corroborando nossos achados. 

O teste de CA é realizado para avaliar a locomoção, sedação e também 

comportamento do tipo-ansioso de ratos (BÖRCHERS et al., 2022; PRUT; BELZUNG, 

2003). Sabe-se que a CBZ provoca sedação e alterações no controle motor 

(KAUSSNER et al., 2010), portanto analisamos o efeito da CBZ no teste de CA em 

ratos submetidos à CCI-ION. Tanto em fêmeas quanto em machos não houve 

alteração de locomoção após a CCI-ION, assim como o tratamento com a CBZ (10 

mg/kg; i.p.) não foi capaz de alterar os parâmetros de locomoção em ambos os sexos.  

O tratamento com CBZ (30 mg/kg; i.p.) reduziu o número de cruzamentos em 

machos e fêmeas evidenciando uma possível sedação desses animais e, por isso, a 

dose de 10 mg/kg foi considerada em todos os testes que dependem da integridade 

locomotora do animal (i.e., VF, USVs e LCE). Assim como já demonstrado em machos 

pelo nosso grupo (CLAUDINO et al., 2018; GAMBETA et al., 2018), no presente 

estudo  evidenciamos que a CCI-ION não promove comprometimento motor em ratos 

machos e fêmeas. Para avaliar o comportamento do tipo ansioso no CA, foram 

registrados quatro comportamentos: número de rearing, número de grooming, 

cruzamentos no centro do CA e tempo de permanência no centro do CA (BÖRCHERS 

et al., 2022; DOMONKOS et al., 2017). Dentre os parâmetros avaliados, apenas o 

número de comportamento de grooming mostrou diferença entre grupos. Em fêmeas 

e machos, os animais CCI-ION tratados com VEI apresentaram um aumento no 

comportamento de grooming e o tratamento com a CBZ foi capaz de reverter essa 

diferença. Geralmente, esse comportamento é associado à ansiedade (ORUMIYEHEI 

et al., 2022), porém o comportamento de grooming também é considerado uma 

medida  de dor espontânea em diversos modelos de dor orofacial (NAGAKURA; 

NAGAOKA; KUROSE, 2021). Além disso, o efeito ansiolítico da CBZ é controverso na 

literatura, mas dados do nosso grupo comparam o efeito da CBZ e do midazolam em 

ratos CCI-ION no teste do LCE (ARAYA, et al., 2022). Diferentemente do controle 

positivo midazolam, a CBZ não foi capaz de impedir o desenvolvimento de 

comportamento tipo-ansioso. Com essas considerações, o aumento do número de 

grooming parece indicar nocicepção. Já foram observados um aumento do grooming 

espontâneo em modelo de CCI-ION (DESEURE; HANS, 2017; NONES et al., 2017; 
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VOS; STRASSMAN; MACIEWICZ, 1994). E o tratamento com a CBZ foi capaz de 

reverter esse comportamento, Deseure e Hans (2017) avaliaram o comportamento de 

grooming em animais submetidos à CCI-ION em diferentes dias após a cirurgia. O 

pico do comportamento de grooming se deu na primeira semana após CCI-ION e a 

diferença estatística permaneceu até o final da avaliação (i.e., 26 dias). Deseure e 

Hans observaram que o tratamento com a CBZ (30 mg/kg; i.p.) foi capaz de reduzir o 

comportamento de grooming dos animais CCI-ION no decorrer de toda a avaliação.  

Com isso, a CBZ é eficiente em reduzir tanto a dor evocada (i.e. dependente 

de uma resposta à estímulo externo, como o VF) como a dor espontânea (i.e. 

determinada pelo comportamento espontâneo do animal, como a contagem de 

grooming) em ratos machos e fêmeas submetidos à CCI-ION. 

5.2 Efeito do tratamento com CBZ no CPP após CCI-ION em ratos machos e 
fêmeas 

O CPP foi originalmente desenvolvido para observar o efeito aditivo de drogas 

de abuso, justamente por avaliar o componente motivacional associado à recompensa 

(MCKENDRICK; GRAZIANE, 2020). Posteriormente, estudos utilizaram o CPP como 

parâmetro para avaliar o componente de dor tônica (GEE et al., 2020; KING et al., 

2009; PORRECA; NAVRATILOVA, 2017), partindo do princípio que o alívio da dor é 

recompensador, assim, drogas que não são recompensadoras na ausência de dor, 

podem se tornar na presença dela (KING et al., 2009). Além das crises paroxísticas 

de dor, a dor tônica na NT afeta cerca de metade dos pacientes com a doença 

(MAARBJERG; BENOLIEL, 2021). Por isso, utilizamos o CPP para avaliar a presença 

de dor tônica no modelo de CCI-ION e a eficácia da CBZ nesse parâmetro.  

 Pineda-Farias e colaboradores (2021) já demonstraram a presença de CPP em 

animais CCI-ION tratados com CBZ, porém machos e fêmeas foram avaliados 

conjuntamente. No presente estudo, dados dos animais machos e fêmeas foram 

analisados separadamente, indicando que a CBZ induz CPP apenas nas fêmeas. 

Pelas nossas pesquisas, essa é a primeira demonstração de diferenças sexuais no 

CPP em animais tratados com CBZ. Tomados em conjunto, nossos resultados 

indicam melhor eficácia da CBZ na dor evocada e na dor tônica em fêmeas e reforçam 

a importância de avaliar possíveis diferenças na eficácia clínica da CBZ na NT em 

homens e mulheres. 
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Em machos FO tratados com CBZ, foi observado uma redução no número de 

entradas na câmara associada à CBZ. Esse resultado não foi esperado e necessita 

de maiores investigações. Porém, não podemos considerar um efeito sedativo pois os 

animais são testados na ausência da droga.  

Biologicamente, a motivação direcionada à recompensa é associado ao 

sistema mesolímbico dopaminérgico, pela a ativação dos neurônios dopaminérgicos 

da área tegmentar ventral que partem para o NAc, o que nos leva à crer que o alívio 

da dor ativaria essa via (KING et al., 2009). De fato, a dor crônica está associada à 

uma redução da dopamina nessa via, e por isso, pacientes com essa condição são 

mais propícios à desenvolverem dependência (PORRECA; NAVRATILOVA, 2017). 

Com isso, nossos resultados sugerem que o mecanismo recompensador/ 

motivacional participa, de maneira mais significativa em fêmeas CCI-ION. Parte da 

justificativa pode estar relacionada às diferenças hormonais entre os sexos, visto que 

o estradiol tem efeito modulador  no sistema mesolímbico dopaminérgico (CALIPARI 

et al., 2017).  

5.3 Efeito do tratamento com CBZ na emissão de USVs e no comportamento do 
tipo ansioso após CCI-ION em machos e fêmeas 

Nossos resultados confirmam relatos prévios da literatura de que  a presença 

de dor neuropática reduz a emissão de USVs de 50 kHz em ratos (ARAYA et al., 2021; 

BURGDORF et al., 2019)  e ampliam essas observações com a demonstração de que 

fêmeas também apresentam essa redução .  

De fato, as fêmeas CCI-ION tratadas com VEI apresentaram uma redução no 

número de USVs de 50 kHz, porém o tratamento com CBZ (10 mg/kg; i.p.) não foi 

capaz de reverter esse comportamento. As fêmeas FO tratadas com CBZ 

apresentaram uma redução significativa no número total de USVs de 50 kHz 

significativa quando comparada com os animais FO tratados com VEI. Essa 

observação é uma limitação do nosso estudo, pois a CBZ por si só foi capaz de reduzir 

a emissão de vocalizações. Isso pode estar relacionado com os efeitos colaterais da 

CBZ, visto que o animal FO não apresenta dor. Essa redução é melhor visualizada 

em fêmeas, o que pode ser justificada pela oscilação hormonal nas diferentes fases 

do ciclo estral. É sabido que os hormônios esteroidais e o ciclo estral podem interferir 

na emissão de USVs de ratos fêmeas, evidenciando que períodos de alto estrógeno 

estão relacionados com uma maior emissão de vocalizações em ratos fêmeas 
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(LENELL; JOHNSON, 2017). Essa também pode ser uma justificativa para não 

encontramos diferenças significativas no tratamento com a CBZ em fêmeas, visto que 

diferenças no ciclo estral podem ter contribuído para a grande variabilidade intergrupo 

da análise da USVs. Além disso, é possível observar que as fêmeas vocalizam mais 

que os machos, o que pode dificultar a detecção do efeito da CBZ em fêmeas.  

Os machos CCI-ION apresentaram uma redução na emissão de USVs de 50 

kHz, quando comparados com os animais FO. O tratamento com a CBZ (10 mg/kg) 

foi capaz de reverter a emissão de USVs ao padrão normal. Esse resultado foi 

publicado no artigo analisando a emissão das USVs como modelo de avaliação da 

dor emocional (ARAYA et al., 2022b), foi observado que o alívio da dor tanto com a 

utilização da CBZ ou da lidocaína, restaura o padrão de USV em animais CCI-ION. Já 

o tratamento com midazolam não promove alterações nos animais CCI-ION, mas 

reduz as vocalizações dos animais FO. Com isso, nesse trabalho foi discutida a 

participação do sistema dopaminérgico na emissão de USVs de 50 kHz, visto  que um 

aumento na concentração de DA no NAc é associado à emissão de 50 kHz 

(BRUDZYNSKI, 2009; BURGDORF; PANKSEPP, 2001). 

De fato, é amplamente discutido  na literatura que o sistema colinérgico 

mesolímbico inicia o estado aversivo de ansiedade com emissão das vocalizações de 

22 kHz, enquanto o sistema dopaminérgico mesolímbico inicia o estado apetitivo de 

hedonia com emissão das vocalizações de 50 kHz (BRUDZYNSKI, 2021). Estudos do 

nosso grupo comprovam essa observação, já que a administração de drogas 

psicoestimulantes dopaminérgicas como as anfetaminas aumentam as USVs de 50 

kHz em animais CCI-ION (ARAYA et al., 2021). Assim, é possível inferir que a redução 

de vocalizações de 50 kHz em animais CCI-ION está relacionada à diminuição da 

atividade dopaminérgica da via mesolímbica, como resultado do estado de dor 

crônica. Além disso, é possível inferir que o estado de dor crônica afeta a interação 

social desses animais, visto que as vocalizações do tipo flat têm a função de 

coordenação social (WÖHR et al., 2008). Ademais, não foram detectadas 

vocalizações de 22 KHz de relevância em machos e fêmeas, o que está de acordo 

com um estudo prévio do grupo (ARAYA et al., 2022). Tem sido sugerido que o 

aumento significativo da emissão de vocalizações de 22 kHz está associado à  dor 

aguda, pois indica um sinal de alerta,  e a o aumento da emissão desse tipo de USV 

não foi detectado em modelos de dor orofacial persistente (ARAYA et al., 2022; 

BARROSO et al., 2019).  
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O teste de LCE é utilizado para avaliar comportamento do tipo-ansioso e se 

baseia no princípio do roedor evitar locais abertos (BÖRCHERS et al., 2022). Nosso 

grupo já demonstrou o desenvolvimento de comportamento tipo ansioso, porém não 

depressivo, em animais machos submetidos a CCI-ION (GAMBETA et al., 2018). Os 

dados do presente estudo revelam que, enquanto as fêmeas não apresentaram 

diferenças significativas entre os grupos, os machos CCI-ION permaneceram menos 

tempo no braço aberto em relação ao respectivo controle, demonstrando um 

comportamento do tipo-ansioso. Segundo nossas observações, é a primeira vez que 

se demonstra essa diferença sexual no desenvolvimento de comportamento tipo 

ansioso após CCI-ION. Uma possível explicação para essa diferença sexual 

observada pode ser decorrente da variação hormonal presente nas fêmeas. De fato, 

diversos estudos já observaram o efeito do ciclo estral no teste de LCE.  Frye e Walf 

(2004) observaram que fêmeas ovariectomizadas passaram menos tempo no braço 

aberto do LCE do que fêmeas naive, inclusive o tratamento com estradiol em fêmeas 

ovariectomizadas aumentou o tempo de permanência no braço aberto, tendo efeitos 

ansiolíticos.  

Apesar disso, o tratamento com CBZ não foi capaz de restaurar o 

comportamento tipo-ansioso em machos. Esse dado está de acordo com outros 

estudos que mostram que uma única administração de CBZ não foi capaz de 

promover um alívio da ansiedade  (MULA; PINI; CASSANO, 2007), porém, outros 

demonstram efeito ansiolíticos desses fármacos (MIRZA et al., 2005; ZIMCIKOVA et 

al., 2017). Devido essa controvérsia da literatura, esse resultado corrobora uma 

publicação prévia do nosso grupo que avaliou o efeito ansiolítico da CBZ em ratos 

machos. Nesse estudo foi demonstrado que drogas com potencial analgésico na NT, 

tais como lidocaína e CBZ eram eficazes na dor evocada e na dor tônica, porém não 

tinham influencia com comportamento do tipo ansioso de ratos machos submetidos a 

CCI-ION. Por outro lado, o ansiolítico midazolam não afetou nenhum parâmetro de 

dor, mas promoveu um aumento no tempo de permanência nos braços abertos de 

animais CCI-ION (ARAYA et al., 2022). Esses resultados sugerem que apesar de dor 

e ansiedade serem condições relacionadas, o desenvolvimento da dor crônica e do 

comportamento tipo ansioso são dependentes de mecanismos diferentes e podem ser 

diferenciados através de ferramentas farmacológicas.  
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5.4 Dosagem plasmática de CBZ após CCI-ION em ratos machos e fêmeas  
A dosagem de CBZ no plasma de ratos machos e fêmeas foi realizado para 

avaliar as diferenças na biodisponibilidade da CBZ entre os sexos. Nossos resultados 

mostraram que as fêmeas CCI-ION possuem uma concentração plasmática de CBZ 

elevada em relação aos machos do mesmo grupo, essa diferença não foi observada 

em animais FO. Essa diferença sexual já foi reportada na literatura, inclusive 

clinicamente sugere-se  o uso de doses menores de CBZ em pacientes do sexo 

feminino, devido  ao maior  potencial de toxicidade (BRICK, 2011). A CYP3A4, 

principal enzima metabolizadora da CBZ, é um grande alvo de estudos de diferenças 

sexuais, evidenciando que o sexo feminino apresenta uma atividade da enzima 

diminuída em relação ao sexo masculino (WOLBOLD et al., 2003). De fato, estudos 

demonstram que diferenças na farmacocinética parecem ser a principal causa para 

essa diferença sexual evidenciada. Marino e colaboradores (2012) observaram que o 

clearence absoluto e o tempo de meia-vida da CBZ foram significativamente menores 

em homem em relação às mulheres. Assim como é demonstrado no presente 

trabalho, essas diferenças significativas em parâmetros farmacocinéticos indicam a 

necessidade de menores doses para pacientes do sexo feminino.    

5.5 Efeito da CBZ no conteúdo de DA e DOPAC no NAc Shell e Core de ratos 
machos e fêmeas após CCI-ION. 

A transição da dor aguda para a crônica inicialmente requer atividade 

dopaminérgica na via mesolímbica e posteriormente é associada com o decaimento 

da DA nessa via (VERGARA et al., 2020). Nosso grupo observou uma ativação 

neuronal do NAc após 15 dias da CCI-ION que foi acompanhado com uma redução 

na expressão da tirosina-hidroxilase, o que indica diminuição no nível de DA no NAc 

(ARAYA et al., 2021). Novamente evidenciando que uma baixa atividade 

dopaminérgica no sistema mesolímbico está associado à manutenção da dor crônica.   

Nossos resultados sugerem o oposto. A dosagem de DA por HPLC no Nac shell 

e core de animais evidenciou que a CCI-ION promove um aumento da concentração 

de DA enquanto que o tratamento com CBZ reverte essa diferença. Em fêmeas, esse 

aumento foi observado na região shell, e nos machos na região core. Essa diferença 

encontrada se dá pela técnica utilizada, de fato, os estudos que observam uma 

diminuição na concentração de DA em estados de dor crônica, fazem uso da técnica 

de micro-diálise em que se observa o tônus dopaminérgico liberado especificamente 
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na região da fenda sináptica. Já o HPLC quantifica toda a DA presente intra e 

extracelular, com menos especificidade (FLORESCO et al., 2003).  Apesar dessa 

diferença metodológica, nosso dado sugere alterações no sistema mesolímbico 

dependentes da CCI-ION e apresenta diferenças sexuais até então não reportada na 

literatura. Por exemplo, pode-se observar que as fêmeas possuem uma diferença 

basal de dopamina na via mesolímbica em relação aos machos, sugerindo uma 

diferença sexual importante nesse parâmetro.  

O NAc é considerado um regulador motivacional e que possui diversas 

conexões com áreas cerebrais que modulam a dor e é subdivido em duas regiões com 

funções diferentes: shell e core. Enquanto o NAc shell participa no controle do 

comportamento de busca de recompensa por informações espaciais/contextuais, o Na 

core é responsável pelo controle sobre tais comportamentos (ISLAM et al., 2021). Há 

também evidências de modulação do receptor de DA, principalmente o receptor D1, 

evidenciando que o aumento de DA no NAc shell aumenta o controle espacial sobre 

a aprendizagem apetitiva. Em contraste, o bloqueio da neurotransmissão DA no NAc 

shell atenua o controle espacial sobre o condicionamento, a mesma manipulação no  

NAc core tem o efeito de não apenas atenuar o condicionamento de sinalização, mas 

também de aumentar o condicionamento espacial (CALIPARI et al., 2017). Com essas 

observações é possível inferir que as fêmeas apresentaram CPP na presença da CBZ 

pela alteração dopaminérgica no NAc shell, implicado na consolidação de memórias 

afetivas, enquanto que os machos, por apresentarem alterações no NAc core, não 

apresentam CPP. Experimentos adicionais são necessários para confirmar essa 

hipótese, entretanto, esses dados reforçam possíveis diferenças sexuais no 

mecanismo e eficácia da CBZ com potencial relevância clínica. A tabela 1 descreve 

resumidamente os principais resultados obtidos.  
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 CCI-ION - VEI 
Em relação ao FO - VEI 

CCI-ION - CBZ 
Em relação ao CCI-ION -VEI 

RESULTADO MACHO FÊMEA MACHO FÊMEA 

VF 
↑ hiperalgesia 

mecânica 

↑ hiperalgesia 

mecânica 

↓ hiperalgesia 

mecânica 

(1 hora) 

↓ hiperalgesia 

mecânica 

(0.5 e 1 hora) 

CA 
↔ locomoção 

↑ grooming 

↔ locomoção 

↑ grooming 

↔ locomoção 

↓ grooming 

↔ locomoção 

↓ grooming 

AUC Sem diferença sexual Fêmeas + sensível à CBZ 

CPP -------------- -------------- ↔ PRESENÇA DE CPP 

USVs ↓ USVs 50kHz ↓ USVs 50kHz ↑ USVs 50kHz ↔ 

LCE 
comportamento 

tipo-ansioso 
↔ ↔ ↔ 

CBZ -------------- -------------- Fêmeas + sensível à CBZ 

DA ↑ core ↑ shell ↓ core ↓ shell 

DOPAC ↔ ↔ ↔ ↔ 

 

Tabela 1 – Resumo dos principais resultados encontrados. São apresentados os resultados 
encontrados e as principais diferenças sexuais apresentadas:  ↑ aumento; ↔ sem alteração observada; 
↓ diminuição, --- não analisado.  

6. CONCLUSÃO 

Nossos resultados contribuíram para ampliar a caracterização do modelo de 

CCI-ION em ratos machos e fêmeas, bem como forneceram evidências adicionais da 

eficácia da CBZ em parâmetros com valor translacional. Nossos dados sugerem que 

a CBZ é mais eficaz em fêmeas, que inclusive apresentaram concentração plasmática 

superior do fármaco em comparação com machos tratados com a mesma dose. 

Entretanto, mais estudos são necessários para a compreensão das diferenças sexuais 

nos efeitos da CBZ e sua implicação na prática clínica. Adicionalmente, nossos dados 

reforçaram observações prévias de que a CBZ não modifica o comportamento do tipo 

ansioso dos animais CCI-ION, o que sugere a necessidade de acompanhamento 

clinico diferenciado para o paciente que apresenta ansiedade associada à NT. Por 
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fim, nossos dados indicam que o efeito analgésico da CBZ pode estar relacionado à 

sua capacidade modular o tônus dopaminérgico no NAc. Uma investigação mais 

aprofundada sobre o papel da via mesolímbica dopaminérgica na manutenção da dor 

contínua em decorrência da lesão do nervo trigêmeo pode permitir a detecção de 

novos alvos moleculares, bem como contribuir para o desenvolvimento de novas 

terapias. 
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