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RESUMO

As dores aguda e crbnica originadas na regido orofacial sdo percebidas através
do sistema sensorial trigeminal, que apresenta caracteristicas anatdbmicas e
neuroquimicas distintas do ganglio da raiz dorsal. Entretanto, relativamente poucos
estudos focam o sistema sensorial trigeminal. O glutamato é o principal
neurotransmissor excitatorio do Sistema Nervoso Central, e conduz informacgdes
referentes a estimulos nocivos. Para investigar o envolvimento do glutamato na
transducao nociceptiva da dor aguda na regido orofacial, foi realizada a injecdo de
glutamato no labio superior de ratos e observado o tempo de grooming facial induzido
e a hiperalgesia a estimulos nocivos de frio e calor. Para avaliar a funcao do glutamato
na dor crénica, foram observados o tempo de grooming facial induzido pela constri¢cao
crbnica do nervo infraorbital em resposta a um estimulo nocivo de frio e o tempo de
resposta a um estimulo nocivo de calor. Todos os experimentos foram realizados em
ratos machos Wistar pesando entre 180-240 g. Para o teste de dor aguda, apés um
periodo de ambientagdo, os animais receberam glutamato 10,0 mM (50 L) na regido
orofacial e a resposta nociceptiva foi avaliada durante 15 minutos. Em seguida, foi
verificado se o glutamato induzia hiperalgesia a estimulos de frio e calor, através da
aplicacdo de um spray de tetrafluoroetano e de uma fonte de calor na regido orofacial
(14 e 45 <, respectivamente). Os resultados sdo apresentados na forma de
porcentagem de reducdo: a lamotrigina (anticonvulsivante, bloqueador de canais de
sodio) 3,0; 10,0 e 30,0 mg/Kg i.p. reduziu a nocicepcdo causada pelo glutamato
(71,6%, 86,5% e 112,4%) e a sensibilizacdo ao estimulo de frio (78,5%, 96,8% e
133,4%), respectivamente. A memantina (antagonista hdo competitivo de receptores
NMDA) 0,3; 1,0 e 3,0 mg/Kg v.o. inibiu a nocicepc¢do induzida por glutamato (69,5%,
84,2% e 106,6%) e a sensibilizagdo ao frio, respectivamente (55,1%, 64,1% e
100,1%). A aplicacdo orofacial do MK-801, (antagonista ndo competitivo de receptores
NMDA) 5,0 e 10,0 nM (50 pL) resultou em inibicAo da nocicepcdo causada por
glutamato (104,9% e 113,2%) e da sensibilizacdo ao frio (50,8% e 64,1%),
respectivamente. Nao houve sensibilizagdo ao estimulo de calor. Para os testes de dor
cronica, 0s animais passaram pela cirurgia de constricdo do nervo infraorbital, que
consistiu de duas amarras frouxas realizadas com fio de seda em torno do proprio.
Quatro dias apés a ligagdo do nervo, os animais apresentaram hiperalgesia ao
estimulo de frio e, seis dias apdés, hiperalgesia ao estimulo de calor. A hiperalgesia ao
frio causada pela constricdo do nervo infraorbital, foi atenuada pela lamotrigina 3,0;
10,0 e 30,0 mg/Kg i.p. (34,7%, 42,1% e 92,8%, respectivamente), pela memantina 0,3;
1,0 e 3,0 mg/Kg v.0. (46,4%, 99,8% e 92,9%) e pelo MK-801 5,0 e 10,0 nM (46,1% e
45,1%). A hiperalgesia ao calor foi reduzida em 78,4%; 74,7% e 47,7% pela
lamotrigina (30,0 mg/Kg, i.p.), memantina (3,0 mg/Kg, v.0.) e MK-801 (5,0 nM,
orofacial), respectivamente. Os resultados sugerem que a nocicepcdo e a
sensibilizagdo causadas pelo glutamato na regido orofacial envolvem a ativacédo de
canais de sodio dependentes da voltagem e receptores NMDA centrais e periféricos. A
dor neuropatica do trigémeo compartilha dos mesmos eventos, contudo, a lesdo do
nervo infraorbital foi capaz de produzir mudangas mais drasticas que a aplicacdo do
glutamato, uma vez que foi observada hiperalgesia as duas formas de estimulacdo
térmica na primeira situacdo e apenas hiperalgesia ao frio na primeira. A reversao da
hiperalgesia térmica pela aplicacdo periférica de MK-801 sugere a existéncia de
receptores NMDA na regido orofacial e que a liberacdo de glutamato pode estar
ocorrendo perifericamente. O bloqueio da hiperalgesia térmica por antagonistas de
receptores NMDA sugere que pode haver uma comunicacéo cruzada entre estes e 0s
recém descobertos receptores de potencial transitorio (canais TRP), responsaveis pela
transducao de estimulos térmicos nocivos.



ABSTRACT

Acute and chronic pain in the orofacial region is sensed by the trigeminal
sensorial system, which shows different anatomic and neurochemical features from the
dorsal root ganglia. However, relatively few studies have been conducted concerning
the trigeminal sensorial system. Glutamate is the main excitatory neurotransmitter
which conveys information concerning noxious stimuli. In order to investigate the
involvement of glutamate in the nociceptive signal transduction of pain in the orofacial
region, rats received glutamate in the upper lip and the induction of facial grooming
was observed, as well as the sensitization to noxious heat and cold stimuli. To assess
the role of glutamate in chronic pain, the total time of facial grooming induced by cold
and the reaction time to a heat stimulus after chronic constriction of the infraorbital
nerve were observed. All experiments were conducted using male Wistar rats whose
weight ranged from 180 to 240 g. To test acute pain, after a short period of habituation,
rats were applied orofacial glutamate 10 mM (50 pL) and the nociceptive answer was
measured during 15 minutes. After this, the induction of sensitization to cold and heat
stimuli was verified, through the application of a tetrafluoroethane spray or by a radiant
heat source on the orofacial region, (14 and 45 <C, respectively). The results are
expressed as percentage of reduction: lamotrigine (anticonvulsant, voltage-gated
sodium channels blocker) 3.0; 10.0 and 30.0 mg/Kg i.p. reduced the nociception
induced by glutamate (71.6%, 86.5% and 112.4%, respectively) and cold sensitization
(78.5%, 96.8% and 133.4%). Memantine (non-competitive NMDA receptor antagonist)
0.3; 1.0 and 3.0 mg/Kg p.o. inhibited glutamate-induced nociception (69.5%, 84.2%
and 106.5%, respectively) and cold sensitization (55.1%, 64.1% and 100.1%). MK-801,
given orofacial (non-competitive NMDA receptor antagonist) 5.0 and 10.0 nM (50 pL, in
the upper lip) also resulted in inhibition of glutamate-induced nociception (104.9% and
113.2%, respectively) and cold sensitization (50.8% e 64.1%). There was no heat
sensitization in this test. To test the role of glutamate in chronic pain, the animals went
through chronic constriction of the infraorbital nerve, which consisted of two loose silk
ligatures around the nerve. Four days after the surgery, the rats showed intense cold,
and, six days after, heat hyperalgesia. Cold hyperalgesia induced by chronic
constriction of the infraorbital nerve was attenuated by lamotrigine 3.0; 10.0 and 30.0
mg/Kg i.p. (34.7%, 42.1% and 92.8%, respectively), by memantine 0.3; 1.0 and 3.0
mg/Kg p.o. (46.4%, 99.8% and 92.9%) and by MK-801 5.0 and 10.0 nM (in the upper
lip) (46.1% and 45.1%). Heat hyperalgesia was blocked in 78.4%; 74.7% and 47.7% by
lamotrigine (30.0 mg/Kg, i.p.), memantine (3.0 mg/Kg, p.o.) and MK-801 (5.0 nM,
orofacial), respectively. The results suggest that glutamate induced nociception and
sensitization in the orofacial region involve the activation of voltage-gated sodium
channels and NMDA receptors localized in the central nervous system and in the
periphery. Trigeminal neuropathic pain shares some of these mechanisms, but the
nerve lesion produced more robust changes than the injection of glutamate, since
hyperalgesia to both cold and heat stimuli were observed within this model. The
reversion of thermal hyperalgesia by peripheral injection of MK-801 indicates the
existence of NMDA receptors in the orofacial region and that glutamate release may be
peripheral. Moreover, the blockade of thermal hiperalgesia by NMDA receptor
antagonists suggests that there may be a cross-talking between the NMDA receptors
and the recently discovered transient receptor potential channels (TRP), responsible by
the transduction of noxious thermal stimuli.
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1. INTRODUCAO

1.1. DOR COMO UM SINAL DA INFLAMACAO

Quando ocorre uma lesao tecidual, o organismo aciona mecanismos
cujo proposito é limitar o dano e auxiliar a regeneracdo. Esses mecanismos
fazem parte da resposta inflamatoria, que € caracterizada por quatro sinais
principais: dor, rubor, calor, tumor e, eventualmente, perda da funcédo (GALLIN
et al., 1982).

A dor foi conceituada, em 1986, pela Associacao Internacional para o
Estudo da Dor (IASP) como “uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel que esta associada com lesdes reais ou potenciais ou descrita
em termos de tais les6es”. JULIUS & BASBAUM (2001) descrevem a dor como
uma experiéncia complexa que envolve ndo apenas a transducdo de estimulo
nocivo ambiental, mas também processamento cognitivo e emocional pelo
encéfalo. Varios estudos descrevem o papel fisiologico da dor: um alarme que
tem a funcdo de proteger o organismo ativando reacbes e induzindo
comportamentos de precaucdo, que podem diminuir o que estiver causando a
dor e, como resultado, limitar os danos (MILLAN, 1999; ALMEIDA et al., 2004;
WOOLF, 2000; MARKENSON, 1996). LE BARS et al. (2001) estabelecem mais
duas funcbes para a sensacdo de dor: avisar o individuo da probabilidade de
que uma lesao tecidual esta para ocorrer, por percepcdo de que certo estimulo
pode causar dano tecidual e alertar um grupo de individuos de perigo assim
que ele surge para um de seus membros. Assim que o0 mecanismo de alerta é
estabelecido, a ameaca de dor pode provocar uma resposta comportamental
generalizada, respostas enddcrinas (secre¢cdo de corticosterona) e ativagado
simpética (levando a elevagfes de pressao sanglinea e batimentos cardiacos),
que, juntos com uma antinocicep¢ao transitoria, auxiliam o melhoramento do
desempenho dos repertorios comportamentais, permitindo o afastamento de
situagdes de risco com mais sucesso (MILLAN, 1999).

ALMEIDA et al. (2004) sugerem que as manifestacdes de dor podem ser
entendidas com base nos substratos neurais que medeiam as funcdes

sensorial e afetiva: enquanto o sistema sensorial, perceptor, permite a



localizacdo espaco-temporal, a qualificacéo fisica e a intensidade do estimulo
nocivo, o componente cognitivo-afetivo atribui emocdes a experiéncia, sendo
responsavel pelas respostas comportamentais a dor. Assim, a dor tem uma
conotacao individual e sofre a influéncia de experiéncias anteriores.

Logo, a dor age de duas formas: uma € a resposta de aviso que
promove a sobrevivéncia no ambiente hostil e perigoso, enquanto a outra € a
expressdo de mudancas no sistema nervoso, que podem ser patolégicas. A
primeira € benéfica e a segunda ndo, sendo responsavel por sofrimento
persistente de milhdes de pacientes (WOOLF, 2000). Isto é corroborado por
JULIUS & BASBAUM (2001), pois a dor persistente perde sua utilidade como
sistema de aviso e se torna cronica e debilitante. Esta segunda forma de dor
adaptativa se manifesta uma vez que a lesdo tecidual ocorreu, onde o intuito é
tentar auxiliar a reparacdo. A dor contribui estabelecendo um estado de
hipersensibilidade localizada dentro e ao redor da regido lesada. Um estimulo
que normalmente acarretaria apenas uma sensacdo ind6cua torna-se
desconfortavel (WOOLF, 2000).

No que tange o tratamento, a dor aguda raramente precisa de atencao
médica; e, quando isso acontece, drogas antiinflamatérias ndo esteroidais,
analgésicos (opidides) ou anestésicos locais, podem controlar a dor. Quase
todos os analgésicos usados atualmente foram inicialmente desenvolvidos para
tratar a dor aguda. Entretanto, a dor crbnica difere da aguda ndo apenas na
instalacédo e duragdo, mas também nos mecanismos envolvidos. A dor crénica
pode ndo ter lesdo ou inflamacdo identificAvel e responde pobremente a
antiinflamatorios néao esteroidais ou opidides (WANG & WANG, 2003).

1. 2. NOCICEPCAO

A nocicepcdo € uma forma especializada de sinalizacdo sensorial, que
converte informacdo sobre lesdes teciduais (BARANAUSKAS, 1998). Assim,
enquanto a dor envolve a percep¢do de um estimulo aversivo e exige a
capacidade de abstracdo e elaboracdo de impulsos sensoriais, a nocicepgao
refere-se as manifestacdes neurofisioldgicas geradas pelo estimulo nocivo

(ALMEIDA et al., 2004). A funcéo de alerta da dor reflete a ativacéao fasica de



sensores, denominados nociceptores, por estimulos potencialmente perigosos
que excedem a faixa fisiologica (MILLAN, 1999). De fato, estudos
eletrofisiologicos (BURGESS et al., 1967) mostraram a existéncia de neurbnios
sensoriais primarios que podem ser excitados por calor nocivo, pressao intensa
ou irritantes quimicos, mas ndo por estimulos inécuos como um leve toque.

Os longos axdnios das fibras nociceptivas que se localizam em nervos
periféricos estendem-se de seus corpos celulares, que estdo contidos numa
estrutura denominada géanglio da raiz dorsal. Quando estes neurbnios séo
ativados por estimulo nocivo, enviam sinais através de suas longas fibras para
a coluna dorsal e de |4 para o cérebro, a partir de onde se tem a sensacao de
dor (WOOLF, 2000).

COSTIGAN et al. (2000) classificaram as fibras aferentes de primeira
ordem em termos de estrutura, didmetro e velocidade de conducéo. As fibras
AB séo mielinizadas, com diametro maior que 10 um e velocidade de conducao
de 30-100 m/s. As fibras aferentes Ad sdo pouco mielinizadas, variando em seu
diametro entre 2,0-6,0 um e tém velocidade de transmissdo de 12-30 m/s.
Fibras ndo mielinizadas do tipo C possuem diametro entre 0,4-1,2 pm e
mostram uma velocidade de conducao de 0,5-2,0 m/s. Neurdnios que possuem
corpos celulares de maior didametro dao origem a fibras sensoriais mielinizadas
de rapida conducéo do tipo AB que detectam estimulos in6cuos aplicados a
pele, musculos e juntas, ndo contribuindo, assim, para a nocicep¢cdo. Em
contraste, corpos celulares de pequeno e médio didmetro ddo origem a maioria
dos nociceptores, incluindo fibras C e do tipo Ad.

Ha duas classes principais de nociceptores do tipo Ad: ambas
respondem a estimulos mecéanicos intensos, mas podem ser distinguidas por
sua capacidade de responder a estimulos de calor intenso ou como sé&o
afetadas pela lesédo tecidual. A maioria das fibras C também sao polimodais,
sendo ativadas por estimulos nocivos mecéanicos e térmicos. Algumas sao
insensiveis a estimulos mecanicos, mas respondem ao calor nocivo. Mais
importante, a maioria das fibras C também responde a estimulos nocivos de
origem quimica, como acido ou capsaicina. Entretanto, o estimulo natural de

alguns nociceptores é dificil de identificar. Estes sdo chamados “nociceptores



silenciosos” ou “adormecidos”, que passam a ser ativados apenas quando
sensibilizados por leséo tecidual (JULIUS & BASBAUM, 2001).

A ativacdo dos nociceptores em resposta a estimulos nocivos leva a
despolarizacdo e geracao de um potencial de acdo que se propaga ao longo de
toda a fibora (WOOLF & SALTER, 2000). Assim, quando um dano inicial (leséo
ou induzido por inflamacgéo) ativa os nociceptores locais, as fibras nervosas Ad
e C ficam sensibilizadas e assumem limiares de ativagdo mais baixos.
Estimulos nocivos que resultam em uma sensacdo de dor rapida, fina e bem
localizada em geral refletem a ativacdo de fibras Ad (que conduzem a
designada dor primaria) e a nocicepcao difusa e lenta, em queimagédo, é
elicitada por fibras C (dor secundaria). A dor visceral € Unica no sentido de que
nao existem os componentes primario e secundario; ao contrario, a dor visceral
freqientemente € pouco localizada, profunda e lenta. A leséo tecidual também
nao é fundamental para que a dor visceral exista; ela pode resultar de uma
distenséo excessiva (JULIUS & BASBAUM, 2001).

O corno dorsal da medula espinhal funciona como uma estacao relé
para a transmissdo da dor. Os nociceptores chegam de maneira altamente
organizada no corno dorsal da medula espinhal, com as fibras mielinizadas Ad
terminando principalmente nas laminas | e V e as fibras C, ndo mielinizadas, na
lamina 1. A partir destas regides, sdo acionados neurdnios de projecdo e
interneurdnios de segunda ordem na medula espinhal, sendo que alguns séo
ativados somente por estimulos nocivos (especificos para a nocicepcao) e
outros respondem a estimulos de alta ou baixa intensidade (limiar dindmico e
amplo). Esta conexdo sinaptica entre as fibras aferentes priméarias e o0s
neurénios do corno dorsal envolve neurotransmissores como o glutamato e a
substancia P, que s&o responsaveis pela producdo de potenciais poés-
sinpticos excitatorios rapidos e lentos, respectivamente (MILLAN, 1999; ver
figura 1).
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Adaptado de BEAR et al. (2000).

Figura 1. Via ascendente da nocicepg¢ao — primeira conexao. Os axonios
das fibras aferentes primarias que inervam as regides periféricas transmitem o

impulso nociceptivo até as laminas superficiais do corno dorsal.

Apbs a interagdo direta ou indireta com neurénios de proje¢do no corno
dorsal, os axbénios de neurdnios de segunda ordem formam tratos aferentes
que transmitem os impulsos nociceptivos para estruturas do tronco cerebral e
diencéfalo, incluindo o talamo, substancia cinzenta periaquedutal, regido
parabraquial, formacdo reticular da medula, complexo amigdal6ide, ndcleo
septal e hipotdlamo, entre outras (ALMEIDA et al.,, 2004, ver figura 2).
Entretanto, apesar da complexidade das vias ascendentes da dor,
neuroanatomicamente elas podem ser divididas em: vias monossinapticas e
polissindpticas. As primeiras projetam diretamente para centros cerebrais
superiores e incluem os tratos espinomesencefalico, espinoparabraquial,
espinotalamico e espinorreticular. As vias polissinapticas possuem uma
estacdo relé de neurbnios de segunda ordem antes de projetarem aos centros
cerebrais superiores, sendo estas as vias pds-sinaptica da coluna dorsal e do
trato espinocervical (MILLAN, 1999). O talamo desempenha um papel
fundamental como regido responsavel pela integracdo do impulso de dor. A

partir do talamo, neurdnios de terceira ordem transmitem impulsos para o



cortex cerebral, onde ocorre o0 processamento que resulta em consciéncia da
dor (FURST, 1999). O tadlamo esta envolvido na recepcdo, integracdo e
transferéncia do potencial nociceptivo. As diferentes projecbes para seus
nacleos e deles para o cortex definem a circuitaria funcional de processamento
da dor. O nucleo ventroposterolateral do talamo € reconhecido como o principal
centro somatossensorial. A convergéncia de estimulos inbécuos e nocivos de
origem articular, cutdanea e muscular foi demonstrada, bem como as
interconexdes com o0 cOrtex somatossensorial primario, responsavel pelos
aspectos de localizagéo e intensidade da dor (WENG et al., 2000). A divisdo
posterior do nucleo ventromedial e o nlcleo posterior sdo partes integrantes do
sistema nociceptivo, estabelecendo conexdes com o0s cortices insular e
cingulado, responsaveis pelos aspectos cognitivos e afetivos da dor (TREEDE
et al., 1999).

Adaptado de BEAR et al. (2000). ;
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Figura 2. Via ascendente da nocicepcdo — segunda conexdo. Tratos
aferentes que partem do corno dorsal e conduzem a informagé&o aos centros de

processamento cerebrais.



O controle da transmissdo da dor também esta sujeito a modulacéo
pelas vias descendentes originadas no tronco cerebral. Um circuito modulador
endogeno descendente conectando a substancia cinzenta periaquedutal,
incluindo o nucleo magno da rafe e estruturas adjacentes da medula rostral
ventromedial e o corno dorsal da coluna é responsavel pela ativacdo de
conexdes que promovem inibicAo ou facilitacdo da nocicepgdo (REN &
DUBNER, 2002). Entretanto, o sistema descendente ndo é simplesmente
inibitério ou facilitatorio. Cada forma de lesdo induz um tipo diferente de
plasticidade sobre o sistema. Em geral, ha uma mistura de inibicéo e facilitacdo
descendente, mas o balanco pode ser diferente para os varios pontos na
evolucao temporal da lesdo e para os varios tipos de dano. A principal fonte de
influéncias descendentes, ou, pelo menos, a mais amplamente estudada, é a
medula rostral ventromedial. Nessa regido, foi demonstrado o envolvimento de
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), ndo NMDA, de Oxido nitrico (NO),
acido y-amino-butirico (GABA), de colecistocinina (CCKg) e de opidides
(VANEGAS et al., 2004).

1.3. MEDIADORES INFLAMATORIOS E NOCICEPCAO

Em adicdo as mudancas elétricas desencadeando nocicepcao, a lesao
tecidual inicia a sintese e liberacdo de substancias que induzem a inflamacéao,
a formacdo de edema, a vasodilatacdo e a migracao de células como parte da
resposta inflamatéria e do processo de recuperacdo. Entretanto, estes
mediadores também ativam e/ou sensibilizam os nociceptores e recrutam
outros para exacerbar o sinal de dor. Tais mediadores quimicos incluem
aminoacidos excitatérios, NO, bradicinina, prostaglandinas, histamina,
substancia P e fator de crescimento neural (NGF) (WINKELSTEIN, 2004).

Os mediadores inflamatorios, atuando de forma altamente orquestrada,
contribuem para mudancgas na permeabilidade vascular, resultando em edema
e eritema (rubor). Também ocorre sensibilizagdo dos nociceptores periféricos
por inicio de uma cascata de eventos que muda as condutancias ibnicas da
terminacgdo das fibras sensoriais periféricas (ITO et al., 2001). A sensibilizacdo

dos nociceptores diminui o limiar de ativacdo e aumenta a probabilidade de que



estes disparem com estimulos de menor intensidade (HOLDEN & P1ZZI, 2003).

Os principais mediadores que participam da nocicepc¢ao inflamatéria bem como

algumas caracteristicas que devem ser ressaltadas sobre os mesmos estédo

relacionados na tabela 1.

Tabela 1. Mediadores inflamatorios e sua participagdo na nocicepcao.

MEDIADOR

Substancia P

Prostaglandinas

NO

Bradicinina

NGF

Citocinas pro-
inflamatorias:
interleucina (IL) -
1B, IL-6, IL-8 e
fator de necrose
tumoral (TNF) -a

EFEITO SOBRE
NOCICEPTORES

Ativacédo e/ou
sensibilizagao

Sensibilizagéo

Sensibilizagéo

Ativacéo e/ou

sensibilizacdo

Sensibilizagéo

Ativacéo e/ou
sensibilizacdo

CARACTERISTICAS
IMPORTANTES

Hiperalgesia direta e indireta por
atuacdo em receptores NK-1,
sinergismo com o glutamato.

Hiperalgesia em modelos de dor
inflamatdria e neuropatica sensivel
aos inibidores da cicloxigenase.

Inducéo de analgesia ou
hiperalgesia, dependente da
concentragéao.

Hiperalgesia mediada por receptores
B. constitutivos e B; induzidos, além
do aumento da sintese de outros
mediadores em modelos de dor
aguda e cronica (neuropatica).

Sensibilizagdo de receptores TRPV1.

Modulagéo da expressao génica de
nociceptores, sensibilizacdo de
receptores TRPV1.

Hiperalgesia em modelos de dor
aguda inflamatéria e cronica
(neuropatica).
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1.4. TRANSDUCAO DOS SINAIS DE FRIO E CALOR

Dentre os estimulos nocivos que podem promover a ativacdo dos
nociceptores para centros de processamento da dor na coluna dorsal e no
cérebro, destacam-se os de natureza térmica (CATERINA, 1997). Assim,
quando a pele é aquecida ou refrescada para temperaturas fora da zona neutra
(31-36° C), sensacbes de calor ou frio surgem a partir da ativacdo de
receptores de calor ou frio. A habilidade de sentir o frio e o calor reside em
neurbnios especializados do sistema nervoso periférico que detectam as
mudancas na temperatura ambiental em uma faixa bastante ampla. Esse
processo € iniciado quando um estimulo de frio ou calor excita as fibras
nervosas sensoriais que projetam da raiz dorsal ou ganglio trigeminal, que
inervam as regides do tronco e cabeca, respectivamente. Esses neurbnios
aferentes convertem estimulos térmicos em sinais eletroquimicos e transferem
a informacéo sensorial para centros integrantes na coluna dorsal e cérebro
(McKEMY et al., 2002). Os corpos celulares desses neurdnios termossensoriais
estdo concentrados nos ganglios localizados na coluna vertebral e no cranio, e
suas projecOes estendem-se a longas distancias, até os tecidos periféricos
como a pele do tronco e cabeca (STORY et al., 2003).

Aumentos ou reducdes maiores na temperatura da pele podem ser
diferenciadas normalmente como dor devida ao calor ou frio, sendo mediada
por ativacado de nociceptores (BEISE et al., 1998). O calor nocivo € detectado
por neurdnios sensoriais que respondem com um limiar moderado de 43°C ou
com um limiar alto de 52° C. A compreensdo da trans ducdo sensorial em
termos de seus mecanismos moleculares esta avancando rapido devido a
descoberta e caracterizacdo funcional dos canais TRP (transient receptor
potential). A familia de canais TRP € formada por mais de 20 produtos
diferentes de genes e estdo agrupados em seis familias: os TRPs classicos
(TRPC), os vanildides (TRPV), melastatina (TRPM), mucolipinas (TRPML),
policistinas (TRPP) e os receptores de potencial transitério do tipo relacionado
a proteina anquirina 1 (TRPA ou ANKTM1) (MONTELL et al., 2002; CLAPHAM,

2003). Nos processos de dor, os canais mais estudados e conhecidos sao o



TRPV1 ou receptor vaniléide 1 (VR1) e o TRPV2 ou receptor similar ao
vanildide 1 (VRL-1) para o calor e o TRPM8 e TRPAL para o frio.

A clonagem molecular do TRPV1 representou um marco na biologia
molecular da percepcao térmica de estimulos nocivos que, subsequentemente,
incentivou a descoberta da base molecular das sensacbes térmicas de frio
(MONTIEL et al., 2004). O TRPV1 é um canal catiénico nao seletivo excitatorio
presente nos neurdnios sensoriais, ativado por temperaturas acima de 43°C e
pela capsaicina, o composto pungente das pimentas vermelhas. O TRPV1
contribui para a sensibilidade ao calor e € essencial ao desenvolvimento da
hipersensibilidade térmica apos lesdo tecidual. Um canal i6nico relacionado,
VRL-1, ndo responde a capsaicina, mas € ativado por temperaturas acima de
50°C (McKEMY et al., 2002).

Embora um limite exato para a dor causada pelo frio ainda ndo tenha
sido encontrado, é considerado que um grupo de neurbnios responda a
temperaturas na faixa indcua (20-30° C) e na faixa nociva. Parece existir uma
outra divisdo entre os neurdnios ativados pelo frio entre 4-15°C e abaixo de 0°
C (SIMONE & KAJANDER, 1997). Os eventos abaixo dessa cascata
compreendendo a resposta ao frio sdo pouco conhecidos. Foi descoberto que
células expressando o TRPMS8 (cultura de células, estudo in vitro) mostram
aumento do calcio intracelular quando submetidas ao frio na faixa de
temperatura entre 10-23° C (SUTO & GOTOH, 1999). TRPM8 €& um canal
catibnico nao seletivo de membrana ativado por frio. A permeabilidade iGnica
do TRPMS8 é similar a de outros canais TRP, que sao permedaveis a cations
mono e divalentes. A observacdo de que células expressando o TRPM8 sédo
ativadas pelo mentol reforca a idéia do receptor funcionar como canal sensivel
ao frio in vivo. Além disso, o TRPM8 foi encontrado especificamente em
neurdnios do ganglio da raiz dorsal, principalmente em células ndo mielinizadas
e de pequeno diametro, que correspondem ao perfil de fibras C nociceptoras
polimodais (REID & FLONTA, 2001; PEIER et al., 2002).

STORY et al. (2003) descreveram recentemente o canal TRPA1 (ou
ANKTM1), que é ativado a 17° C e ndo é ativado pelo mentol. O TRPAl
pertence a terceira subfamilia de TRP que mostra ter papel importante na
deteccdo da temperatura. Como outros canais termossensiveis, o TRPAL € um

canal catibnico néo seletivo, ativado a 17°C, que se aproxima do limiar de frio
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nocivo para humanos (15 ). O TRPAl € especificame nte expresso em
neurbnios sensoriais somaticos. Dentro dessa populacdo, TRPA1 nédo foi
encontrado em neurdnios que expressam TRPM8 (DAVIS & POPE, 2002).
Analises da expressao revelaram a presenca de populacdes distintas de
neurénios que respondem ao frio: neurénios positivos para o TRPM8 e
negativos para TRPV1 e neurdnios positivos para TRPAl1 e que também
expressam o TRPV1 (STORY et al.,, 2003). A primeira populacdo (TRPMB8)
responde a temperatura mediana e ao mentol, mas ndo a capsaicina. A
segunda (TRPA1 e TRPV1) responde ao frio nocivo e a capsaicina, mas nao
ao mentol, constituindo nociceptores polimodais que respondem ao frio e calor
nocivos. Logo, neurbnios que expressam o TRPMS8 estariam envolvidos na
sensacao inocua de refrescancia (devido a sua ativacdo pelo mentol e seu
padrdao de expressdo mutuamente exclusivo com relacdo a qualquer outro
marcador nociceptivo), enquanto neurbnios expressando o TRPALl estariam
envolvidos na transmissédo de estimulos de frio nocivo. Essa ultima observagéo
fornece uma explicacdo molecular plausivel para a ativacdo “paradoxal’” de
termorreceptores sensiveis a temperaturas mais amenas (25° C) pelo calor e
para o fato de que o frio nocivo seja percebido como dor em queimacgao. Ainda
podemos pensar em duas questdes interessantes: como distinguimos frio de
calor e por que a ativagcdo destes neurbnios por um estimulo inécuo néo

provoca dor ou desconforto sempre.

1.5. DOR NEUROPATICA

A dor neuropética foi definida em 1994 pela IASP como a “dor iniciada
ou causada por lesdo primaria ou disfuncdo do sistema nervoso”. Essa dor
surge como sintoma de um grupo heterogéneo de condic¢des, incluindo
neuropatia diabética, neuralgia trigeminal, neuralgia pés-herpética e lesdo da
coluna dorsal (CHONG et al., 2003).

FINNERUP & JENSEN (2004) relatam que a dor neuropatica e
sensacdes anormais desagradaveis (disestesias) foram observadas em areas
com anormalidades sensoriais. A dor neuropatica e as disestesias podem
ocorrer espontaneamente ou serem provocadas por estimulos. Assim, quando

a area afetada é estimulada podem ocorrer os fenémenos de alodinia
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(sensacao de dor devido a estimulagdo nao nociva, como um toque leve ou
calor ou frio in6cuo) e hiperalgesia (resposta aumentada a dor apds um
estimulo nocivo). Outras caracteristicas observadas frequentemente na dor
neuropatica sdo a dor do tipo ‘wind-up’ (somac¢édo temporal anormal da dor),
pos-sensacdes (sensacao de dor apos o estimulo ter cessado) e dor referida
(dor sentida em um local diferente da area estimulada) (FINNERUP & JENSEN,
2004). Além dos pacientes com dor neuropatica freqientemente sofrerem de
dores espontaneas, alodinia e hiperalgesia, a dor pode ter instalacdo tardia
apos a lesdo inicial e, assim, estar presente na auséncia de uma leséao
detectavel, dificultando o diagndstico e o tratamento. Em adicdo, a dor
neuropatica pode espalhar-se além dos limites da distribuicdo cutdnea dos
nervos lesados e manifestar-se bilateralmente, o que sugere o envolvimento de
mecanismos centrais (WANG & WANG, 2003).

Os mecanismos exatos da instalacdo do quadro de dor neuropética
ainda ndo sao inteiramente compreendidos. Em parte, esta dificuldade de
compreensao se deve ao fato de que os sintomas e sinais resultam de um
mecanismo particular dificil de ser tracado, uma vez que a plasticidade gerada
no sistema nervoso implica em uma cadeia imprevisivel de eventos (JENSEN &
BARON, 2003). No entanto, MACFARLANE et al. (1997) sugerem que o
desenvolvimento de dor cronica apos lesdo de nervo deva-se a ocorréncia de
alguns processos na medula espinhal: excitabilidade aumentada, inibicdo
diminuida, restruturac@o organizacional das células e, eventualmente, mudanca
de fenotipo. Isso esta de acordo com o que foi descrito por DICKENSON et al.
(2002), pois o sistema nervoso central opera em um estado de balanco entre
excitacdo e inibicdo. Assim, alteracbes neste equilibrio podem resultar em
atividade neuronial excessiva. WOOLF & JI (2002) acrescentam que esta
atividade aumentada modifica os padrbes de conducdo das vias nociceptivas
exagerando ou prolongando a resposta aos estimulos nocivos (hiperalgesia) e
permitindo que estimulos normalmente in6cuos sejam interpretados como
nocivos (alodinia). Esses eventos prolongam a ativacdao dos nociceptores e 0s
impulsos continuos transmitidos pelos mesmos influenciam os circuitos
espinhais, levando a sensibilizagdo central e manutencdo do estado de dor
cronica. Além dessas mudancas, a perpetuacdo do proprio processo

inflamatorio que circunda o local de lesdo também resulta em sensibilizacao
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central, que tem papel fundamental na progressdo para cronicidade, mesmo
apos eliminacéo da causa primaria (COUTAUX et al., 2004).

O desenvolvimento de modelos de estudo da dor neuropatica em
animais baseados em ligacGes frouxas do nervo ciatico (BENNETH & XIE,
1988) e ligacéo apertada dos nervos espinhais L5 e L6 (KIM & CHUNG, 1992)
permitiram explorar os mecanismos envolvidos na dor neuropatica. Nestes
testes, respostas aumentadas, definidas por diminuicdo do limiar de retracao
da pata ao estimulo mecéanico ou diminuicdo da laténcia de retracdo da pata
apo0s um estimulo térmico, refletem as condi¢cées de alodinia e hiperalgesia
(LABUDA et al.,, 2001). Mais recentemente, a constricdo crénica do nervo
cidtico mostrou também atividade espontdnea aumentada nos neurbnios
aferentes primarios, expansao simpatica no ganglio da raiz dorsal e reducéo do
namero de axénios mielinizados que promovem conducédo no local da lesdo
(CHUDLER & ANDERSON, 2002).

Estes modelos animais permitiram um estudo mais aprofundado das
mudancas que ocorrem no sistema nervoso central que serdo descritas a
seguir, e embora ainda insuficiente, para um melhor entendimento da dor

neuropatica.

1.5.1. Sensibilizagao Central e Aumento da Excitabilidade

A sensibilizag&o central representa o estado de sensibilidade aumentada
dos neurbnios do corno dorsal, de modo que seus limiares de ativacéo estéo
reduzidos e as suas respostas aos impulsos sinapticos, aumentada.
Essencialmente, o ganho do sistema esta aumentado (WOOLF & SALTER,
2000).

LAIRD & BENNETH (1993) estudaram as caracteristicas
eletrofisiologicas de neurbnios do corno dorsal da medula de ratos apos
constricdo do nervo ciatico e observaram que dez dias apds inducdo da
neuropatia muitos neurbnios mostraram caracteristicas anormais, como:
resposta a estimulacao tatil indcua, auséncia de campos receptores na periferia
e atividade espontanea muito alta. Em alguns casos, as respostas ao estimulo

mecanico duraram muito tempo (10 min).
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Ha ampla quantidade de evidéncias sobre a sensibilizacdo de células
espinhais do corno dorsal e facilitacdo de reflexos iniciados por impulsos
aferentes nocivos prolongados ou repetitivos causados por neuropatia (CHEN
et al.,, 1999; CHEN & CHEN, 2000; YASHPAL et al., 2001). Em particular, o
melhoramento da eficacia sinaptica tornou-se evidente pelo fenémeno de ‘wind-
up’ (DAVIES & LODGE, 1987) ou potenciagdo a longo prazo (LIU &
SANDKUHLER, 1995), ap6s uma seqiiéncia de estimulacdo de fibras C.
Potenciais pos-sinapticos de fibras C do nervo ciatico, apds alguns segundos
de estimulacdo tetanica, resultaram em potenciais que atingiram 200% em
relacdo ao potencial dos controles antes da estimulacao tetanica, sendo que
este aumento persistiu por toda a duracdo do experimento nos animais sob
anestesia (8 h) (LIU & SANDKUHLER, 1995). Os autores demonstraram ainda
que receptores de taquicininas e de glutamato estavam envolvidos na inducéo
dessa potenciacdo, que foi prevenida por administracdo de antagonistas de
receptores NK-1 e NMDA. Além da estimulag&o elétrica de fibras C, estimulos
fisiologicos e patofisioldgicos de dor e condicbes de dor prolongada também
resultaram em potenciacéo a longo prazo, em particular, apos lesdes de nervo
periférico (SANDKUHLER & LIU, 1998). Outros fendmenos relacionados a dor
neuropatica parecem também envolver esses neurotransmissores. O glutamato
atraves de receptores NMDA e as taquicininas atuando em receptores NK-1 e
NK-2 promovem uma facilitagdo que culmina em expansdo no tamanho dos
campos receptores de neurbnios do corno dorsal, diminuicdo do limiar de
ativacdo dos mesmos e aumento na excitabilidade e na resposta aos estimulos
(WOOLF & DOUBELL, 1994).

Os fenbmenos de hiperalgesia e alodinia surgem em funcdo da
sensibilizacao central (WOOLF, 1996; CHRISTENSEN et al., 1999), que esta
muito ligada com a ativagdo de proteinas quinases (PK) e receptores NMDA
(CERNE et al, 1992; PENG et al, 1997; HUA et al, 1999; LEWIN & WALTERS,
1999). CHEN et al. (2000) observaram, em modelo de inje¢cdo de veneno de
abelha na pata de ratos, que sensibilizacdo central ocorria ao realizarem este
procedimento, uma vez que 0s animais manifestavam hiperalgesia ao calor
bilateralmente. O tratamento intratecal com antagonistas de receptores NMDA

e AMPA/cainato foi eficaz em reverter a hiperalgesia instalada.
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A substancia P e a neurocinina A, também liberadas a partir das
terminacgOes das fibras aferentes, pode contribuir para a sensibilizacéo central,
pois a ativacdo de receptores NK-1 e NK-2 de taquicininas pode aumentar as
respostas mediadas pelo receptor NMDA (RANDIC et al.,, 1990; CHEN &
HUANG, 1992), através da sua fosforilacdo pela PKC, considerada um dos
principais segundos mensageiros acionados pela ativacdo de receptores de
taquicininas (CHEN & HUANG, 1992; OTSUKA & YOSHIOKA, 1993).

Outro evento que contribui para 0 aumento da excitabilidade é a
mudanca na distribuicdo de canais de sddio dependentes da voltagem, que
parecem estar envolvidos com os disparos ectépicos espontaneos, que sao um
sinal caracteristico de nervos lesados. Varios subtipos de canais de sodio
dependentes de voltagem (Na,) sdo expressos no sistema nervoso periférico
(incluindo Na, 1.6, Na, 1.7, Na, 1.8 e Na, 1.9), diferindo em sua dependéncia
da voltagem, cinética de ativacdo e inativagdo e sensibilidade a tetrodotoxina
(inibidor ndo competitivo de canais de sodio) (RUSH et al., 1998). De interesse
particular sédo as propriedades biofisicas do canal Na,1.8, pois essa isoforma &
expressa principalmente nas fibras C de pequeno didametro no ganglio da raiz
dorsal (SANGAMESWARAN et al.,, 1996; NOVAKOVIC et al., 1998). Estudos
em animais transgénicos confirmaram que este canal medeia correntes de
sédio de ativacdo e inativacdo lentas nas células de pequeno diametro do
ganglio da raiz dorsal, resistentes a tetrodotoxina (AKOPIAN, 1999). A
expressdo do Na,1.8 é crucial para a conduc¢éo de potenciais de agdo, uma vez
gue na auséncia desse canal, a habilidade de gerar potenciais de acéo foi
significativamente comprometida, mas nao abolida. Estes canais de sodio
contribuem em 80-90% da corrente interna que flui durante a fase de geracéo
do potencial de acdo e ndo sdo tdo sensiveis a inativacdo por despolarizagédo
da membrana como a condutancia gerada por canais de sédio sensiveis a
tetrodotoxina. Mais importante, um knockdown similar de Na,1.8 de animais
submetidos a ligacdo dos nervos espinhais L5 e L6 apresentou dor neuropatica
reduzida, com limiares sensoriais a estimulos tateis e térmicos semelhantes
aos niveis dos animais controle (LAI et al., 2002; PORRECA et al., 1999). Este
altimo estudo caracteriza uma evidéncia direta da participagdo deste subtipo de

canal de sodio na dor neuropatica.

15



Um aumento dramatico dos canais Na,1.8 foi observado no nervo
ciatico, dois dias apoés lesdo (GOLD et al., 2003). Tratamento intratecal com
oligonucleotideos antisense para Na,1.8 em axbnios ndo lesados criou uma
reducdo da expressdo e da imunorreatividade para Na,1.8, sendo anti-
hiperalgésico e anti-alodinico (GOLD et al., 2003). NOVAKOVIC et al. (1998)
observaram redistribuicdo dos canais Na,1.8 ao longo do nervo ciético lesado.
Além disso, COWARD et al. (2000) e BUCKNILL et al. (2002) demonstraram
aumento da imunorreatividade para canais de s6dio em nervos periféricos de
pacientes com dor neuropatica cronica.

XIE et al. (2005) conduziram um estudo interessante que avaliou, em
dois modelos de dor neuropéatica, a importancia do efeito de bloqueadores da
atividade das fibras aferentes durante o desenvolvimento temporal da
neuropatia. De fato, foi observado que o tratamento com esses bloqueadores
aboliu o surgimento dos fendmenos de hiperalgesia e alodinia, enquanto que o
tratamento realizado dez dias apds a instalacdo do quadro neuropatico nao é
eficaz, indicando que a atividade espontanea precoce das fibras aferentes
lesadas é um ponto essencial, e que pode ser exigido para que surjam as

mudancas posteriores nos neurdnios sensoriais.

1.5.2. Redugéo da Inibicdo

Enquanto 0s neurotransmissores excitatorios parecem ter papel
fundamental na sensibilizagdo central, € importante notar que outros
neurotransmissores e receptores inibitdrios podem também estar envolvidos. A
diminuicdo dos niveis de GABA, um importante neurotransmissor inibitorio do
sistema nervoso central, contribui para o desenvolvimento e manutencéo do
estado de dor crénica. Em modelos de dor crénica em ratos, hd uma perda na
imunorreatividade GABAérgica, indicando uma reducdo do tdnus inibitorio
(IBUKI et al., 1997). O sistema GABAérgico na coluna dorsal regula os
neurénios do corno dorsal, uma vez que o blogueio dos receptores
GABAEérgicos nessa regido produz hipersensibilidade de neurénios do corno
dorsal (KONTINEN et al., 2001). Alem disso, administracdo intratecal de
agonistas GABAérgicos bloqueiam a hiperalgesia e a alodinia induzidas por

ligacdo de nervo espinhal, enquanto antagonistas de receptores GABA, e
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GABAg produziram alodinia tatil, demonstrando que a perda do ténus inibitério
na coluna dorsal é suficiente para causar alodinia por reduzir os limiares de
ativacdo (MALAN et al., 2002). MOORE et al. (2002) conduziram um estudo
gue mostrou que a lesdo de nervo também reduz a inibicdo no corno dorsal
superficial com uma perda seletiva de correntes sinapticas GABAérgicas
inibitérias devida a inducdo da apoptose dos mesmos. Isso resulta em uma
perda de fungdo que contribui para sensibilidade anormal a dor (WOOLF,
2004).

Outro mecanismo espinhal que contribui para diminuicdo da inibicao é a
eficacia reduzida dos opidides (ZHANG et al., 1998) e o aumento de sistemas
anti-opioides, como colecistocinina (CCK) e dinorfina (VANDERAH et al., 2000;
ZHANG et al., 2000). ZAJAC et al. (1989) relataram uma reducao da ligacéo
em receptores opidides apoOs rizotomia dorsal. Estes achados foram
corroborados por estudos funcionais. LOMBARD & BESSON (1989)
encontraram que, em ratos artriticos, a atividade espontanea de células do
corno dorsal foi suprimida em 46% por morfina. Em contraste, nos animais que
sofreram rizotomia dorsal multipla, as descargas continuas nao foram inibidas
pela mesma dose de morfina e uma dose mais alta produziu apenas um
pequeno efeito inibitério. MAO et al. (1995) observaram que este decréscimo
na eficacia dos opidides pode ser dependente do receptor NMDA apos lesdo
de nervo. Antes e apo0s transeccdo de um nervo ciatico, a resposta do sistema
opidide espinhal foi avaliada através do registro do limiar de retragdo da pata
frente a um estimulo térmico e o efeito da administragdo de morfina intratecal
foi determinado. Quando uma lesao de nervo foi produzida, a curva dose-efeito
foi deslocada para doses seis vezes mais altas, indicando que o sistema
opibide estava altamente atenuado pela lesdo. Esse deslocamento foi
prevenido por tratamento com MK-801, um antagonista de receptores NMDA.
Os autores sugeriram que o desacoplamento do receptor p e da proteina G ou
uma mudanca na atividade sobre os canais ibnicos controlados pelos opidides,
ambos processos que exigem fosforilacdo em sitios intracelulares, incluindo o

receptor NMDA, poderiam explicar seus achados (MAYER et al., 1995).
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1.5.3. Reestruturacdo Organizacional e Mudanca de Fenétipo

Apés a lesdo de nervo periférico, hA uma mudanca drastica nos niveis
de transcricdo de certas substancias, varias centenas de genes estao ativados
ou inibidos (COSTIGAN et al., 2002; XIAO et al.,, 2000), incluindo genes
associados a regeneracdo, fatores de sobrevivéncia e muitos genes que
determinam ou nao o funcionamento dos neurbnios. Como conseqiéncia,
surgem alteragcdes na excitabilidade dos neurdnios, bem como em suas
capacidades de transmisséo e transducdo e também modificacdes no fenotipo
dos neurdnios. Por exemplo, neuromoduladores como o fator de crescimento
derivado do encéfalo e a substancia P sdo normalmente expressos apenas em
fibras C normalmente, mas apds a lesdo de nervo, comecam a Ser expressos
também em fibras A (NOGUCHI et al., 1995; FUKUOKA et al., 2001).

No que refere aos mecanismos que tém por intuito a regeneracgao,
quando ocorre transec¢ao, compressdo ou isquemia severa de um nervo, 0
organismo inicia uma reacgao caracterizada por fagocitose e degeneracédo da
mielina em axoOnios distais a lesdo. Esta reacdo, denominada degeneracédo
Walleriana, prossegue com a lesdo axonal resultando em sintese de
mediadores inflamatérios e citocinas a partir de células de Schwann ou de
células imunes infiltrantes ou residentes. Essas substancias incluem TNF-q,
protaglandinas, NO, IL-1 e IL-6, que, conforme mencionado anteriormente,
contribuem para o surgimento da dor (HOLDEN & PI1ZZI, 2003). Além disso, a
lesdo de nervo periférico interrompe o contato dos corpos celulares dos
neurénios do ganglio da raiz dorsal com seus alvos periféricos. Esses alvos sédo
fontes do fator de crescimento neural ou do fator de crescimento derivado da
glia. Durante a progressao do quadro da lesdo, ocorrem mudancas atroficas
nos neurdnios lesados, reducéo no calibre dos axénios e do tamanho do corpo
celular e perda do contato que as terminagdes centrais das fibras aferentes
fazem com neurdnios da coluna (WOOLF, 2004).

Alguns aspectos da dor neuropatica parecem ser relacionados ao
controle patolégico exercido pelo sistema nervoso autbnomo simpéatico (FROST
et al., 1988). Nesse sentido, a sensibilidade térmica anormal, particularmente
marcante para estimulos de frio em ratos que passaram por ligacdo do nervo

ciético, pode refletir o envolvimento do sistema nervoso simpatico (NEIL et al.,
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1991; PERROT et al., 1993). Além disso, o tratamento com simpatoliticos,
como a guanetidina, seletivamente previne ou suprime a sensibilidade
exagerada a estimulos térmicos, principalmente de frio (PERROT, 1993).
DESMEULES et al. (1995) submeteram animais a simpatectomia apos
constricdo do nervo ciatico e perceberam uma reducédo seletiva ou mesmo
prevencao de reagbes anormais ao frio e ao calor, mas sem afetar a reagéo
anormal ao estimulo mecénico, confirmando o papel seletivo do sistema
nervoso simpatico sobre o desenvolvimento e manutencdo deste
comportamento anormal em relagcdo a estimulos térmicos em animais com
neuropatia.

As alteracbes do quadro neuropético podem  envolver
mecanorreceptores de baixo limiar (excitados apenas por estimulos indcuos),
resultando em respostas dolorosas ligadas a estimulacéo tatil (KOLTZENBURG
et al., 1994; TOREBJORK et al., 1992). Esse fato correlaciona-se com a
expansdo de fibras AP observada na lamina Il em ratos com constricdo de
nervo, mas ndo em animais normais. Assim, a presenca de fibras aferentes
primérias de grande calibre e de baixo limiar em uma regido que normalmente
processa impulsos transmitidos por aferentes de alto limiar em um modelo de
dor neuropatica da suporte a hipotese de que essas fibras expandidas tém um
papel no desenvolvimento e/ou manutencéo da dor neuropatica (LEKAN et al.,
1996; SHORTLAND et al., 1993). Essa hipotese pode ser considerada pelo fato
de que COGGESHALL et al. (1997) observaram, em um modelo de les&o por
transeccdo e em um modelo de compressao do nervo ciatico, perda especifica
de axbnios nédo mielinizados, em uma alta proporgéo, mas que leva um tempo
longo pra ocorrer (quatro a oito meses) e que a reinervacao do alvo nao
previne a perda axonal. Assim, as fibras AR poderiam ocupar locais sinapticos
vagos nas laminas superficiais do corno dorsal devido a degeneracao de fibras
C. Além disso, prevencéo da inervacao do corno por fibras C por tratamento
com capsaicina permite que as fibras AR mantenham sua presenca nas
laminas superficiais (CAMERON et al.,, 1997; FITZGERALD et al., 1994;
SHORTLAND et al., 1990). Por fim, o fator de crescimento neural pode prevenir

a expansao de fibras A3 para a lamina Il, possivelmente porque age como fator
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trofico para fibras C, assim prevenindo a retracdo das fibras AB da lamina Il
(BENNET et al., 1996).

1.6. ORGANIZACAO DO NERVO TRIGEMIO

Dentre os diversos nervos do corpo sujeitos a neuropatia, o trigémeo
também constitui um alvo importante. O nervo trigémio conduz informacdes
através de trés ramificacGes principais: a oftalmica, a maxilar e a mandibular.
Em geral, a divisdo oftalmica, que é predominantemente sensorial, inerva a
superficie das partes superiores da face e partes das mucosas nasal e
paranasal. A divisdo maxilar, principalmente sensorial também, inerva os
dentes e mucosa da maxila, o labio superior, area lateral do nariz, sino maxilar
e nasofaringe. A divisdo mandibular inerva os dentes e mucosa da mandibula,
juncdo temporomandibular, a pele que recobre a mandibula e os musculos da
mastigacédo. A maioria dos neurdnios sensoriais do trigémeo tem seus corpos
celulares no ganglio trigeminal. Em humanos, o ganglio trigeminal esta
localizado na superficie cerebral do osso temporal (ver figura 3). Entretanto,
alguns aferentes tém seus corpos celulares localizados no nucleo trigeminal
mesencefalico. As ramificagfes centrais de neurénios localizados no ganglio
trigeminal entram no tronco cerebral ao nivel da ponte e projetam-se em redes
complexas para o nucleo sensorial principal e nucleo trigeminal espinhal.
Através de neurdnios de segunda ordem, os impulsos sdo conduzidos deste
ponto para o talamo e em seguida, para o cortex sensorial (FRIED et al., 2001).

Em ratos, tém-se as mesmas ramificacdes (figura 4), sendo que o maior
feixe derivado da divisdo maxilar € o infra-orbital, composto praticamente
somente de fibras sensoriais. Este nervo supre o conjunto das vibrissas, que é
densamente inervado: cada foliculo recebe cerca de 250 fibras nervosas,
sendo um tergo destas nao sédo mielinizadas (BENOLIEL et al., 2001).

A andlise do tamanho das células em gatos e ratos revelou trés grupos
distintos de neurdnios no ganglio trigeminal: células pequenas (20-30um)
relacionadas as ramificagfes cuténeas, células de tamanho médio (30-50um)
ligadas a aferentes da cornea e células grandes (50-80um) ligadas aos ramos

oral e perioral, incluindo a polpa dental. As células médias e grandes tém
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velocidades de conducgdo que permitem classificad-las nas categorias AB e AJ,
representando a primeira mecanorreceptores de baixo limiar e a segunda
mecanorreceptores de alto limiar, termorreceptores e nociceptores. As células
pequenas com velocidade de conducdo correspondendo a categoria C sdo
consideradas nociceptoras no que diz respeito as suas modalidades sensoriais
(LAZAROV, 2002).

Os neurbnios aferentes primarios do trigémio s&o quimicamente
heterogéneos e parecem utilizar varios neurotransmissores em suas sinapses.
Dentre eles, estdo as substancias ‘classicas’ (acetilcolina, dopamina,
serotonina, histamina) e transmissores peptidicos (glutamato, aspartato,
peptideos opidides), purinérgicos (adenosina trifosfato, ATP, adenosina) e
outras moléculas neuroativas (substancia P, neuropeptideo Y) (LAZAROV,
2002).
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Figura 3. Nervo trigémio em humanos e suas ramificacoes (Adaptado de
CHICHORRO, 2002). A — ramo mandibular; B — ramo maxilar; C — ramo orbital.
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Figura 4. Nervo trigémio em ratos e suas ramificacdes (adaptado de
CHICHORRO, 2002).

1.7. DOR NEUROPATICA TRIGEMINAL

Neuralgia do trigémio, ou ‘tic douloureux’, € um exemplo de uma forma
de dor neuropética intensa na regido orofacial. Apresenta-se como paroxismos
(ataques) de dor em pontadas ou dores penetrantes na distribuicdo do nervo
trigémeo. Embora breves e seguidos de intervalos nédo dolorosos, os episodios
sdo excruciantes em intensidade e freqlientemente sdo experimentados como
sensacdes de choque elétrico ou manifestacdes repentinas explosivas, que
podem ocorrer espontaneamente ou ser provocadas por estimulos indcuos,
como um leve toque (IDANPAAN-HEIKKILA & GUILBAUD, 1999). Estas
sensacgfes anormais sao bastante perturbadoras, uma vez que constantemente
chamam a atencdo durante atividades rotineiras como didlogo e mastigagéo
(FRIED et al., 2001). Outras caracteristicas sensoriais da neuralgia trigeminal e
natureza dos estimulos de ativacdo foram observadas por DUBNER et al.
(1987): ativacdo por estimulos mecanicos inécuos, somatizacdo temporal de
estimulos ativadores, pos-descargas, migracdo da zona de ativacao, irradiacao
espacial e zonas de ativagdo além do ramo trigeminal afetado.
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A etiologia sugerida da maioria dos casos de neuralgia trigeminal € a
compresséao vascular de axénios centrais do nervo trigémeo ao nivel da ponte,
resultando em desmielinizacdo focal, que pode alterar a atividade elétrica dos
neurdnios trigeminais. No entanto, desmielinizacdo e compressao sao inferidas
apenas a partir de observacoes clinicas e nédo de estudos experimentais (KITT
et al., 2000). A neuralgia do trigémeo continua sendo um desafio terapéutico,
uma vez que ainda nao foram desenvolvidos procedimentos cirdrgicos ou
tratamentos médicos que podem cessar de modo permanente os ataques de
dor em todos os pacientes (IDANPAAN-HEIKKILA & GUILBAUD, 1999). E,
mesmo que a lesdo estrutural identifique o processo patolégico em progresso,
ela ndo é suficiente para explicar a patofisiologia da neuralgia trigeminal, isto é,
0S mecanismos que dao margem a este fenémeno clinico (KITT et al., 2000).

VOS et al. (1994) demonstraram que a constricdo cronica do nervo
infraorbital do rato causa mudangas comportamentais e moleculares,
indicadoras de dor persistente, uma vez que estdo correlacionadas com
aumento dos niveis de c-fos no corno dorsal da medula (VOS & STRASSMAN,
1995), sugerindo atividade neuronial continua. Imediatamente apds a cirurgia,
uma alta incidéncia anormal de atividade de grooming facial assimétrica com
lavagens faciais dirigidas ao territorio do nervo infraorbital lesado é percebida.
Simultaneamente, ocorre um periodo de auséncia de resposta ao estimulo
mecanico, que evolui para um periodo de resposta aumentada apos 7-12 dias,
0 que é usado como indicador de alodinia/hiperalgesia mecéanica (IDANPAAN-
HEIKKILA & GUILBAUD, 1999). Além disso, foi concluido que o grooming facial
direcionado € uma manifestacdo comportamental de sensacdo dolorosa
espontanea e aversiva na regiao do nervo lesado (DESEURE & ADRIAENSEN,
2004). A constricao cronica do nervo infraorbital resulta em um modelo de dor
cronica que pode ser aplicado ao estudo da dor neuropatica orofacial.

A constricdo do nervo infraorbital também passa por influéncia do
componente inflamatério: RAO & ANDERSON (2001) demonstraram mudancas
bilaterais nos niveis de IL-6 e NGF apo0s constricdo unilateral. Mais
recentemente, ANDERSON et al. (2003) mostraram que uma intensa
hipersensibilidade inflamatéria neste modelo foi desenvolvida apds estimulo
quimico, em associacdo com uma resposta inflamatoria perineural progressiva

e formacao de neuroma, indicando que os mediadores inflamatérios podem ter
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um papel importante na inducéo da hiperalgesia e alodinia observadas apos
constricdo do nervo.

Grande parte do conhecimento sobre o papel dos ganglios sensoriais na
dor neuropatica provem dos estudos baseados no ganglio da raiz dorsal e
muito pouco é focado sobre o ganglio trigeminal, que funciona como estacao
relé para os impulsos sensoriais da maioria das regides da cabeca e face para
o cérebro. Alguns pesquisadores estudaram as consequéncias
comportamentais, fisiologicas e neuroanatdmicas de lesbes de constricdo
nervosa aplicadas ao sistema trigeminal (BENOLIEL et al., 2001;
CHRISTENSEN et al., 1999; VOS & STRASSMAN, 1995) e verificaram que ha
diferencas entre os efeitos das lesGes aos nervos trigeminal e espinhais, como
a auséncia de expansao simpatica apés lesdo no trigémeo (BENOLIEL et al.,
2001) e menor atividade ectopica ap0s axotomia comparada aos nervos
espinhais (TAL & DEVOR, 1992). Resultados do nosso grupo (CHICHORRO
et al., 2006) demonstraram que o quadro de neuropatia € claramente distinto
do quadro inflamatério, a partir dos modelos de hiperalgesia ao frio induzida por
carragenina e induzida pela constricdo do nervo infraorbital, uma vez que a
hiperalgesia ao estimulo de frio foi revertida significativamente no modelo da
carragenina por antiinflamatérios ndo esteroidais, enquanto os mesmos nao
proporcionaram efeito algum sobre a hiperalgesia ao frio no modelo de
neuropatia. Em outro estudo, CHICHORRO et al. (2006) relataram reducéo da
alodinia mecéanica ap0s constricdo crénica do nervo infraorbital por
antagonistas de receptores de endotelinas. Logo, é essencial que novos
estudos sejam conduzidos no sentido de proporcionar uma melhor

compreensao dos mecanismos envolvidos no sistema trigeminal.

1.8. GLUTAMATO E NOCICEPCAO

Dentre a diversidade de mediadores e neurotransmissores que
participam da nocicepcdo, o glutamato sem duavida ocupa um papel de
destaque.

O glutamato € um aminodcido excitatério encontrado no ceérebro
(incluindo estruturas ligadas a mediacdo da nocicep¢ao), na coluna dorsal e na

periferia, e € liberado em resposta a estimulagcdo nociceptiva e lesédo tecidual
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ou de nervo (GRAHAM et al., 1967; JOHNSON, 1978; MILLER et al., 1988;
SASAKI et al., 1998; SLUKA & WILLIS, 1998; AL-GHOUL et al., 1993; OMOTE
et al., 1998). Uma vez liberado, o glutamato pode atuar através de receptores
ionotropicos (diretamente acoplados a canais i6nicos) ou metabotropicos
(acoplados a sistemas de segundos mensageiros via proteina G). Os
receptores ionotrépicos incluem aqueles seletivamente sensiveis ao NMDA, ao
acido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionico (AMPA) e ao cainato
(FUNDYTUS, 2001).

Os receptores NMDA consistem de quatro dominios transmembrana
similares a outros canais ibnicos regulados por ligante, um dominio extracelular
N-terminal e um intracelular C-terminal (NAKANISHI, 1992) e estdo conectados
formando um canal i6nico permeavel a ions calcio, sbédio e potassio
(MACDERMOTT et al.,, 1986; MAYER et al., 1987). Estes receptores estao
sujeitos a um bloqueio dependente de voltagem efetuado por ions magnésio.
Receptores NMDA medeiam potenciais pdés sinapticos excitatorios apoés
remocao do bloqueio voltagem-dependente exercido pelo magnésio (NOVAK et
al., 1984). Logo, é necessario que haja despolarizacdo prévia da membrana
para a abertura deste canal. Estes potenciais pos-sinapticos séo lentos e a
ativacdo desses receptores culmina na sintese de NO por ativacédo, via calcio-
calmodulina, da oxido nitrico sintase (MORRIS, 1994).

Assim como o sitio do ligante, o receptor NMDA ainda apresenta varios
outros sitios de ligacdo, que podem modular a atividade do canal: sitio da
fenciclidina, localizado dentro do canal, o sitio para ligacdo da glicina, sitios
para ligacdo de poliaminas (SUCHER, 1996), um sitio de ligacdo do zinco e um
sitio sensivel a oxidacdo ou reducdo (LEHMANN et al., 1990). Varias
subunidades do receptor NMDA foram clonadas. Estas incluem a subunidade
NR1 com oito processamentos alternativos e as subunidades NR2A, 2B, 2C e
2D (MORIYOSHI et al., 1991).

Por outro lado, os receptores AMPA/cainato (também denominados néo-
NMDA) sao acoplados a canais ibnicos permeaveis a sodio e potassio e, em
algumas configuracbes, ao calcio, e medeiam potenciais pos-sinapticos
excitatorios rapidos (TRUSSEL et al., 1988). Varias subunidades de receptores
AMPA/cainato foram clonadas e classificadas de acordo com seletividade ao

agonista. As subunidades GIuR1 a GluR4 tém maior afinidade por AMPA,
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enquanto as subunidades GIuR5 a GIuR7 séo seletivas para cainato (GASIC et
al., 1992).

A familia de receptores metabotropicos do glutamato (mGIuRs) (PIN et
al., 1992) esta dividida em trés grupos, com base na homologia da sequéncia
de aminoacidos, nos mecanismos de transducéo de sinal e na farmacologia do
receptor. Os mGIuRs do grupo |, que incluem mGIuR1 e mGIuR5, séo
positivamente acoplados a hidrélise do fosfatidilinositol e a ativacdo destes
receptores culmina na ativacdo da PKC e no aumento nos niveis de calcio
intracelular (CONN et al.,, 1997). Os grupos Il (mGIluR2 e mGIuR3) e Il
(mGIluR4, 6, 7, 8 de mGIuRs compreendem receptores negativamente
acoplados a enzima adenilato ciclase, inibindo a producdo de monofosfato
ciclico de adenosina (AMPc) (HAYASHI et al., 1994).

Na medula espinhal, evidéncias recentes indicam o envolvimento de
receptores AMPA/cainato principalmente na transmissdo da dor nociceptiva
(SHIMIZU et al., 1995; RUSCHEWEYH & SANDKUHLER, 2002), caracterizada
por uma estimulacdo fasica dos nociceptores. Ja estudos eletrofisiolégicos
(HALEY et al.,, 1990) e comportamentais (CODERRE & MELZACK, 1992;
EISENBERG et al, 1994) apontam para uma fungcdo mais pronunciada dos
receptores NMDA em ocasidoes de ativagcdo tonica ou prolongada dos
nociceptores, como injecao intraplantar de formalina, carragenina ou adjuvante
completo de Freund, bem como estados de dor crdnica, que envolvem inducéo
de sensibilizacdo central (BARANAUSKAS & NISTRI, 1998). Assim, embora
receptores NMDA e ndo NMDA sejam ativados por um unico estimulo que
adentra a raiz dorsal da medula através de uma fibra C, os principais
contribuintes para o monopotencial pos-sinaptico excitatorio séo receptores néo
NMDA. KING & LOPEZ-GARCIA (1993) observaram que receptores nao
NMDA contribuem substancialmente para a neurotransmissdo e o0
processamento somatossensorial de estimulos cutaneos inGcuos e nocivos,
enquanto receptores NMDA estdo envolvidos em respostas sinapticas
relativamente lentas. De fato, BARANAUSKAS et al. (1995) observaram que a
despolarizacdo cumulativa é fortemente inibida por antagonistas de receptores
NMDA, bem como a somacéo de potenciais de acao (wind up) caracteristica de

quadros de dor crénica.
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Além disso, a reducdo da expressdo do mGIuR1 com oligonucleotideo
antisense em ratos com lesdo de nervo reduziu significativamente a
hiperalgesia ao frio e ao calor e a alodinia mecanica (FUNDYTUS et al., 2001).
Também o tratamento de animais com agonistas de receptores do grupo I
promoveu analgesia. Estes estudos sugerem que os mGIuRs também podem
modular o processamento nociceptivo (NEUGEBAUER & CARLTON, 2002).

Como se pode perceber, o glutamato, principalmente através de
receptores NMDA, parece exercer um papel importante também nos quadros
de dor crbénica e particularmente de dor neuropatica que sera descrito em

seguida.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Conforme apresentado, os mecanismos envolvidos na dor cronica
neuropatica permanecem obscuros, o gue resulta em diagnosticos equivocados
e tratamentos inadequados. Além disso, a literatura indica que tais mecanismos
envolvidos na dor neuropética trigeminal e espinhal séo diferentes.

Embora tenha-se conhecimento de que o glutamato é um importante
neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso central, foi demonstrada
recentemente sua importante participacdo periférica na nocicepcdo aguda
orofacial induzida por formalina (CHICHORRO, 2002). O objetivo deste estudo
€ avaliar com maior detalhe o papel do glutamato na nocicep¢do aguda e

cronica orofacial e prop6r novas possibilidades terapéuticas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A avaliacdo do papel do glutamato foi verificada através da utilizacdo de
bloqueadores de canais e receptores especificos. Assim, 0s experimentos

foram realizados no sentido de:

» Verificar se a injecdo de glutamato exdgeno na regido orofacial € capaz de
induzir nocicepcdo ou sensibilizacdo a estimulos nocivos de natureza
térmica (calor e frio).

* Avaliar o efeito do anticonvulsivante lamotrigina (bloqueador de canais de
sédio), da memantina (antagonista de receptores NMDA) e do MK-801
(antagonista de receptores NMDA) sobre a nocicepcdo e sensibilizagao
induzidas por glutamato.

* Avaliar o efeito da lamotrigina, da memantina e do MK-801 sobre a
hiperalgesia ao frio e ao calor apds contricao crénica do nervo infraorbital.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. ANIMAIS

Em todos os experimentos foram utilizados ratos (Rattus norvegicus),
variedade Wistar, machos, pesando entre 180-240 g, provenientes do Biotério
do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana, mantidos
em condicbes controladas de temperatura (22+2<C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas, luzes acesas as 7:00h) com livre acesso a racao e
agua antes dos experimentos. Os animais foram transferidos do biotério para a
sala de ambientagdo no minimo dois dias antes dos experimentos e agrupados
em um numero maximo de seis animais por caixa. Os experimentos foram
realizados em sala silenciosa, mantendo o controle da temperatura e sempre
durante o ciclo claro entre 11:00 e 19:00 horas.

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes
éticas para manejo e investigacdo de dor experimental em animais de
laboratorio (ZIMMERMANN, 1983) e foram aprovados pela Comisséo de Etica
em Experimentagdo Animal do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal da Universidade Federal do Parana (processo aprovado registrado sob

o protocolo numero 100).
3.1.2. DROGAS, DOSES E/OU CONCENTRACOES E SOLUCOES
Lamotrigina (Sigma, Chemicals & Co, EUA) - anticonvulsivante, bloqueador de
canais de sodio.

3,0; 10,0 e 30,0 mg/Kg - via intraperitoneal (i.p.).
Memantina (Ebix[J, cloridrato de memantina, Lundbeck) - antagonista de

receptores NMDA de glutamato.

0,3; 1,0 e 3,0 mg/Kg — via oral (v.0.).
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MK-801 (Sigma, Chemicals & Co, EUA) - antagonista de receptores NMDA de
glutamato).
2,5;5,0 e 10,0 nM (50 pL) — administracao local.

Diazepam (Sigma, Chemicals & Co, EUA) - benzodiazepinico, ativador de
canais de cloreto.

5,0 mg/Kg — via subcutanea (s.c.).

Glutamato (Sigma, Chemicals & Co, EUA) - aminoacido excitatorio,
neurotransmissor.
3,0; 10,0 e 30,0 mM (50 pL) — administracéo local.

Solucgéo salina estéril 0,9%.

Os veiculos para a diluicdo das drogas utilizadas corresponderam a:
Solucdo de carboximetilcelulose 0,5% (CMC), Tween 80 0,4% e &lcool
benzilico 0,9% em salina para dissolucéo da lamotrigina.

Solucéo de CMC 0,5% em salina para suspensédo da memantina.
Agua destilada estéril como veiculo do MK-801.
Solucdo salina estéril 0,9% para dissolucdo do glutamato.
Os materiais utilizados nos experimentos foram autoclavados a

temperatura de 120°C durante 30 minutos ou adquiri dos estéreis e as solucdes

preparadas em condi¢des assépticas.

3.2. METODOS

3.2.1. TESTE DE NOCICEPCAO OROFACIAL INDUZIDA POR G LUTAMATO
Para este teste utilizou-se a metodologia descrita por CLAVELOU et al.

(1989) modificada. Os animais foram colocados em caixas de acrilico por dez

minutos para ambientacdo antes de qualquer tratamento. Decorrido este
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tempo, foi feita uma injecdo de glutamato 10 mM (50 pL) na regido orofacial
(labio superior) dos animais. Animais controle receberam o mesmo volume de
solucdo salina na regiao orofacial. Imediatamente apds a inje¢cdo, os animais
foram novamente colocados na caixa de observacao e foi registrado o tempo
de grooming facial regional efetuado pelos mesmos durante 15 min (divididos

em blocos de 3 min de observacdo) com um cronémetro digital.

3.2.2. CIRURGIA DE CONSTRICAO DO NERVO INFRAORBITA L (CCNI)

Esta técnica foi utilizada para avaliar os fendmenos de hiperalgesia ao
frio e ao calor que se desenvolvem durante o estado de neuropatia na regiao
inervada pelo trigémeo promovida pela constricdo do nervo. A cirurgia foi
realizada a partir do modelo desenvolvido por VOS et al. (1994), com algumas
modificacdes de acordo com CHICHORRO et al. (2006). Os animais foram
anestesiados com tiopental (40 mg/Kg, i.p.) e foi feita assepsia da face com
alcool iodado. Apds o estabelecimento da anestesia, efetuou-se uma incisdo na
pele, abaixo do olho direito, cerca de 3 mm posterior & inser¢cdo das vibrissas.
Os musculos elevador do labio superior e masseéter superficial anterior foram
afastados para que a porcdo rostral do nervo infraorbital fosse exposta,
proximo a fissura infraorbital. 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
animais do grupo falso-operado (sham) foram submetidos ao mesmo
procedimento cirdrgico, com excec¢do da constricdo do feixe nervoso. A incisdo
foi suturada e ao término da cirurgia os animais foram tratados com antibiético
(Terramicina™; 0,20 ml, i.m.) e mantidos em sala aquecida até que se
recuperassem da anestesia. O procedimento geral da cirurgia esta ilustrado na

prancha 1.
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Prancha 1. Cirurgia de constricdo do nervo infraorbital. A — tricotomia. B —
assepsia. C — isolamento do nervo. D — parametro de presséo do né. E — duas
amarras intervaladas por 2-3 mm. F — sutura externa e recuperac¢ao do animal.

3.2.3. TESTE DE HIPERALGESIA AO FRIO

Antes de cada sessdo de testes, os animais foram adaptados
individualmente as caixas de observacdo. O animal foi gentilmente imobilizado
dentro da caixa de observacao e a estimulagédo ao frio consistiu na aplicagéo
de um spray de tetrafluoroetano (-20°, Aerojet®) por 1 s ipsilateral ao local
onde se injetou glutamato ou realizou-se a constricdo do nervo, no centro das

vibrissas. Imediatamente apds a aplicacdo do spray, o tempo despendido pelos
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animais executando o grooming facial com ambas as patas dianteiras
direcionadas a regido onde foi aplicado o spray foi registrado durante dois
minutos e foi considerado como um indice de hiperalgesia ao frio. Estudos
prévios demonstraram que a temperatura da pele na regido das vibrissas
diminui de 30 °C para 14 °C em poucos segundos e retorna ao nivel basal
dentro de 2 min (Chichorro et al., 2006).

Os animais utilizados nestes experimentos foram selecionados
imediatamente antes da injecdo de glutamato ou da cirurgia de constricdo do
nervo, utilizando-se 0 mesmo procedimento e somente animais que
apresentaram um tempo de grooming facial basal inferior a 20 segundos apoés
a aplicagcdo do spray (média de duas aplicagbes) foram incluidos nos
experimentos.

Nos estudos com glutamato, os animais foram expostos novamente ao
estimulo 30 min apds a injecdo de glutamato e subseqientemente a cada hora
durante 6 horas.

Em estudos prévios em nosso grupo, foi observado que a hiperalgesia
ao estimulo de frio € maxima no quarto dia apos a cirurgia (CHICHORRO et al.,
2006). Assim, nos estudos onde se fez a constricdo do nervo infraorbital, quatro
dias apds a cirurgia os animais foram novamente expostos ao estimulo térmico
(frio) ipsilateral a constricdo imediatamente antes de qualquer tratamento com
drogas (verificagdo da instalacdo do quadro de hiperalgesia) e 30 minutos e
subsequentemente a cada hora durante 6 h apos os tratamentos.

Para melhor visualizacdo do teste, as etapas sdo demonstradas na

prancha 2.

3.2.4. TESTE DE HIPERALGESIA AO CALOR

Este teste foi realizado utilizando a extremidade aquecida de um
pirégrafo (fonte de calor radiante), que, apos a imobilizagdo do animal, foi
colocada a uma distancia constante em relacdo a regido inervada pelo nervo
infraorbital, no lado ipsilateral a injecdo de glutamato ou a constricdo nervosa.
A esta distancia constante, a temperatura induzida pela fonte de calor é de
aproximadamente 45 °C. Imediatamente ap0s a aplicacdo, o tempo necessario

para 0s animais demonstrarem a sensacdo de desconforto, evidenciada por
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movimento vigoroso das vibrissas, foi registrado e considerado como indice de
hiperalgesia ao calor. Anteriormente a aplicacdo de glutamato ou a cirurgia de
constricdo do nervo, os animais foram selecionados utilizando o mesmo
processo descrito acima e foram incluidos nos experimentos apenas animais
com tempo de resposta superior a dez segundos ap0s a exposicado a fonte de
calor (média de trés medidas basais).

Nos estudos com glutamato, os animais foram expostos novamente ao
estimulo 30 min apos a injecdo de glutamato e subseqientemente a cada hora
durante 6 h. Em estudos prévios do nosso grupo, observou-se que a
hiperalgesia térmica ao calor € maxima no sexto dia (CHICHORRO et al.,
2006). Nos estudos onde se fez a constricdo do nervo infraorbital, seis dias
ap0s a cirurgia de constricdo, os animais foram novamente expostos ao
estimulo de calor ipsilateral a constricdo imediatamente antes de qualquer
tratamento com drogas (verificacdo da instalagcdo do quadro de hiperalgesia) e
30 minutos e subseqiientemente a cada hora durante 6 h apds os tratamentos.
As diferentes etapas do teste de hiperalgesia ao calor estdo ilustradas na

prancha 3.

3.2.5. TESTE DE DESEMPENHO MOTOR

Uma vez que os testes acima se baseiam no desempenho motor do
animal em realizar o grooming na area estimulada ou executar o movimento de
afastamento das vibrissas da fonte de calor foi necessario avaliar o efeito dos
diferentes tratamentos sobre este parametro. Este teste foi realizado através do
aparelho Rota-Rod, que consiste de um eixo giratério sobre o qual o animal é
colocado, a fim de avaliar o efeito das drogas utilizadas sobre o sistema motor.

Neste teste, foi registrado o tempo de permanéncia do animal durante
trés minutos sobre o eixo, que gira a uma velocidade constante (16 rotactes
por min), 30 min apds o tratamento com a lamotrigina e o diazepam e 60 min
apos o tratamento com memantina e 0s respectivos veiculos de cada droga
(1,0 mL/Kg).



Prancha 2. Teste de hiperalgesia ao frio. A — habituacdo. B — Aplicacdo do

estimulo. C — resposta comportamental.

Prancha 3. Teste de hiperalgesia ao calor. A — imobilizagdo do animal. B —

aplicacdo do estimulo.
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3.3. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.3.1. ESTUDOS AGUDOS: NOCICEPCAO E SENSIBILIZACAO INDUZIDAS
POR GLUTAMATO

Os estudos agudos foram realizados através da injecdo de glutamato no
labio superior dos animais. Para padronizacdo da dose ideal de glutamato os
animais receberam concentra¢cfes diferentes de glutamato (3,0; 10,0 e 30,0
mM, 50 pL, orofacial). Animais controle receberam injecao de solucdo salina no
labio superior. A concentracédo de 30,0 mM mostrou maior eficiéncia na inducéo
de grooming facial, mas néo diferiu significativamente da concentracdo de 10,0
mM, sendo esta Ultima utilizada para estudos subsequentes para verificagdo da
acado de drogas sobre a nocicepcdo induzida pela injecdo de glutamato e de
sensibilizacdo aos estimulos nocivos de frio e calor .

Uma vez selecionada a dose de glutamato a ser utilizada, avaliou-se a
efetividade desta dose em produzir hiperalgesia aos estimulos de frio e calor.
Para isto, os animais receberam 10mM de glutamato e ap6s 30 minutos foram
submetidos a estimulagéo por frio ou calor 30 min, subseqientemente, a cada
hora durante 6 h e, novamente, 24 h apds a injecéo de glutamato.

Estabelecidos os parametros de resposta ao glutamato, avaliou-se o
efeito das drogas sobre a nocicepcéo causada pela inje¢cdo do glutamato. Os
animais receberam, previamente a injecédo de glutamato, lamotrigina (3,0; 10,0
e 30,0 mg/Kg, i.p., 30 min antes), memantina (0,3; 1,0 e 3,0 mg/Kg, v.0., 60 min
antes) ou MK-801 (2,5; 5,0 e 10,0 nM, local, 30 min antes). Animais controle
receberam salina no labio e 0 mesmo volume dos respectivos veiculos. Apés a
injecdo de glutamato e o tempo de grooming facial foi registrado durante 15
min.

Uma vez que esta dose de glutamato ndo foi capaz de induzir
sensibilizagdo ao calor, o efeito das drogas em teste foi avaliado somente
sobre a sensibilizacdo ao frio local causada pela injecdo do glutamato. Os
animais receberam, previamente a injecédo de glutamato, lamotrigina (3,0; 10,0
e 30,0 mg/Kg, i.p., 30 min antes), memantina (0,3; 1,0 e 3,0 mg/Kg, v.0., 60 min
antes) ou MK-801 (2,5; 5,0 e 10,0 nM, local, 30 min antes). Animais controle

receberam salina no labio e o0 mesmo volume dos respectivos veiculos. O
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estimulo de frio foi aplicado 30 min apdés a injecdo de glutamato e,
subsequentemente, a cada 60 min durante seis horas apdés a inje¢do de

glutamato e o tempo de grooming facial foi registrado.

3.2. ESTUDOS CRONICOS: HIPERALGESIA AO FRIO E CALOR APOS
CONSTRIGCAO DO NERVO INFRAORBITAL

Para a padroOnizacdo do procedimento cirdrgico, foi verificado o efeito
da cirurgia de constricdo cronica do nervo infraorbital (CCNI) sobre a resposta
ao estimulo de frio. Foram determinados os niveis basais de grooming facial
antes de qualquer intervencdo cirdrgica e, quatro dias apods a cirurgia, 0s
grupos naive, sham e constrito foram submetidos a estimulagdo ao frio e
registrou-se o tempo de grooming facial de cada grupo.

Uma vez padronizada a técnica, foi avaliado o efeito dos diferentes
tratamentos na hiperalgesia induzida pelo frio. Para tanto, previamente a
cirurgia e quatro dias apos a cirurgia, animais CCNI foram submetidos ao teste
de hiperalgesia térmica para determinagdo dos niveis basais de grooming em
cada grupo e verificacdo da instalacdo do quadro hiperalgésico. Em seguida,
0s animais foram tratados com lamotrigina (3,0; 10,0 e 30 mg/Kg, i.p.)
memantina (0,3; 1,0 e 3,0 mg/Kg, v.0.) ou MK-801 (2,5; 5,0 e 10,0 nM, 50
pL/sitio) ou o mesmo volume dos respectivos veiculos e a estimulagdo térmica
foi feita 30 min e a cada 60 min durante 6 horas apés o tratamento com as
diferentes drogas.

Em seguida, avaliou-se o efeito dos diferentes tratamentos na
hiperalgesia induzida pelo calor. Previamente a cirurgia e 6 dias apds a
cirurgia, animais CCNI foram submetidos ao teste de hiperalgesia térmica para
determinacdo dos niveis basais de grooming em cada grupo e verificagdo da
instalacdo do quadro hiperalgésico ao calor. Em seguida, os animais foram
tratados com as maiores doses de lamotrigina (30 mg/Kg, i.p.) memantina (3,0
mg/Kg, v.0.) ou MK-801 (10,0 nM, local, 50 pL/sitio) ou 0 mesmo volume dos
respectivos veiculos e a estimulacdo térmica foi feita 30 min e a cada 60 min

durante 6 horas apds o tratamento com as diferentes drogas.
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3.3.3. TESTE DE COORDENACAO MOTORA

Neste teste, foi avaliado o efeito da lamotrigina e da memantina sobre a
performance motora dos animais. Os animais foram selecionados 24 h antes do
experimento, sendo eliminados aqueles que ndo permaneceram sobre 0
aparelho de rota-rod por, pelo menos, dois periodos consecutivos de 60 s. Os
animais selecionados foram tratados com lamotrigina (30,0 mg/Kg, i.p.),
memantina (3,0 mg/Kg, v.0.), diazepam (5,0 mg/kg, s.c.) ou 0s respectivos
veiculos (1,0 mL/Kg) 60 min antes do teste. A seguir, os animais foram levados
ao aparelho e observados por um periodo de trés minutos. O resultado foi dado
pela média de tempo de permanéncia de cada grupo no aparelho em

segundos.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Para os testes de nocicepcado induzida por glutamato, sensibilizacao e
hiperalgesia ao frio, foi registrado o tempo de grooming facial (em segundos)
apos cada aplicacdo do estimulo. Para o teste de hiperalgesia ao calor, foi
registrado o tempo de resposta ao estimulo, em segundos. E, no teste de
desempenho motor, foi registrado o tempo de permanéncia em segundos. Os
dados estdo expressos como média £ erro padrdo da média (EPM) para um n
de 6 a 10 para cada grupo experimental. Os dados registrados foram avaliados
por analise de variancia de duas vias (ANOVA) para medidas repetidas entre
0S grupos seguida por teste post-hoc de Tukey para comparagdo entre os
grupos nos experimentos que envolviam medidas de hora em hora. As analises
do teste de desempenho motor e da area sob a curva foram feitas por ANOVA
de uma via, também seguida pelo teste de Tukey e experimentos que
envolveram apenas dois grupos foram analisados estatisticamente pelo teste t
de Student.

Os resultados sdo apresentados como porcentagem de inibicao,

calculados da seguinte forma:
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Média do grupo salina (estudo agudo) ou sham (estudo crénico) tratado com

veiculo da droga em teste = x

Média do grupo glutamato (estudo agudo) ou operado (estudo crdnico) tratado

com veiculo da droga em teste =y

y — X = % maxima de inibicdo (m)

Média do grupo glutamato (estudo agudo) ou constrito (estudo crdnico) tratado
com cadadroga=d,e,f

deouf)y—x=n m % maxima de inibicao

n % de inibicdo induzida por determinada droga
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4. RESULTADOS

4.1. ESTUDOS AGUDOS

4.1.1. NOCICEPCAO INDUZIDA POR GLUTAMATO

Os animais que receberam salina na regido orofacial apresentaram
grooming facial durante 19,8 + 4,1 s. Apés a aplicagdo de glutamato no labio
superior dos animais, observou-se que 0s animais exibiram um tempo de
grooming facial significativamente maior nas doses de 10,0 e 30,0 mM de
glutamato (41,2 £ 3,4 e 49,6 + 6,2 s respectivamente) do que 0s animais que
receberam apenas salina (figura 5). A dose de 3,0 mM de glutamato néo
induziu um aumento significante do grooming facial. Como n&o houve diferenca
significativa entre as concentracdes de 10,0 e 30,0 mM, a concentracdo de
10,0 mM foi selecionada para os experimentos posteriores, pois foi a menor

concentracdo capaz de induzir grooming facial.
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Figura 5. Inducdo de nocicepcdo através da injecao de diferentes doses de
glutamato na regido orofacial. Os animais receberam glutamato (GLU) (3,0,; 10,0 e
30,0 mM, 50 pL) ou 0 mesmo volume de salina (SAL). Os dados representam a média
+ EPM (n = 8) do tempo de grooming facial durante quinze minutos apos aplicacdo do
estimulo. Significancia estatistica em relacdo ao grupo salina (*) P < 0,05. Analise
estatistica realizada por ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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4.1.2. HIPERALGESIA AOS ESTIMULOS NOCICEPTIVOS TERM ICOS
INDUZIDA POR GLUTAMATO

Este teste permitiu avaliar se o glutamato também induz a instalacao de
um estado de hipersensibilidade ao frio na regido orofacial. Os animais que
receberam salina, ndo apresentaram variagoes significativas de sensibilidade
ao frio durante todo o periodo de teste. Por outro lado, os animais que
receberam glutamato apresentaram uma maior sensibilidade ao frio na area
injetada em relacdo aos animais que receberam salina. O tempo meédio de
grooming facial para o grupo salina foi de 12,7 + 1,8, enquanto o do grupo que
recebeu glutamato orofacial foi de 26,0 + 1,9 s (figura 6A).

Além disso, observou-se também que essa sensibilizacao teve inicio 30
min apds a injecao de glutamato e permaneceu significativamente maior do que
0 grupo que recebeu somente o veiculo por um periodo de pelo menos seis
horas. Ap6s 24h os animais que receberam glutamato ndo apresentaram
diferenca significativa em relacdo aos animais controle (figura 6A). A
representacdo da area sob a curva aponta um aumento de 106,3% em relacdo
ao grupo controle (figura 6B).

Em relacéo ao estimulo de calor, os animais que receberam salina, ndo
apresentaram variacdes significativas de sensibilidade durante todo o periodo
de teste (figura 7A). Observamos ainda que o glutamato, apesar de induzir uma
leve tendéncia de diminuir o tempo de reag¢do dos animais de, em média, trés
segundos, ndo houve relevancia estatistica nesse parametro (figura 7A). Além
disso, foi notado que essa reducédo se estabeleceu apenas nas duas primeiras
horas apds a injecdo de glutamato. A representacdo da area sob a curva
indica uma reducéo do tempo de reagcdo de 13,9% em relagdo ao grupo

controle (figura 7B).
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Figura 6. Hiperalgesia ao estimulo de frio induzida por glutamato.

realizada por Teste t de Student.
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Os animais
receberam glutamato (GLU, 10,0 mM, 50 pL, orofacial) ou salina (SAL, 50 pL,
orofacial) e o estimulo de frio foi aplicado nos intervalos de tempo determinados. Os
dados representam a média + EPM (n = 6) do tempo de grooming facial durante dois
minutos apds a aplicacdo do spray da area sob a curva de cada grupo (painel B).
SignificAncia estatistica em relacdo ao grupo salina (*) P< 0,01. Analise estatistica
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Figura 7. Sensibiliza¢do local ao estimulo de calor
animais receberam glutamato (GLU, 10,0 mM, 50 L, orofacial) ou salina (SAL, 50 pL,
orofacial) e o estimulo de calor foi aplicado em intervalos de tempo determinados. Os
dados representam a média + EPM (n = 6) do tempo de reacdo apdés exposicdo a
fonte de calor (painel A) ou a area sob a curva de cada grupo (painel B). Andlise
estatistica realizada por Teste t de Student. Nao houve diferenga significativa entre os

grupos.
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4.1.3. EFEITO DA LAMOTRIGINA, MEMANTINA E MK-801 SO BRE A
NOCICEPCAO INDUZIDA POR GLUTAMATO

ApoOs a padronizacdo do teste e da dose a ser utilizada no estudo da
ativacdo de nociceptores pelo glutamato, avaliou-se o efeito da lamotrigina, um
anticonvulsivante bloqueador de canais de sédio, sobre a nocicepcao induzida
pelo glutamato. A administragéo de lamotrigina e salina ndo promoveu qualquer
alteracao significativa no grooming basal apresentado pelos animais (figura 8).
A lamotrigina, em todas as doses empregadas (3,0; 10,0 e 30,0 mg/Kg, i.p.)
promoveu uma reducao significativa do tempo de grooming facial dos animais
tratados de 71,6%, 86,5% e 112,4% respectivamente (figura 8).

Em seguida, foi verificado o efeito da memantina, um bloqueador nao
competitivo de receptores NMDA para o glutamato, frente a nocicepcéo
induzida por glutamato orofacial. A administracdo de memantina e salina néo
promoveu qualquer alteracdo significativa no grooming basal apresentado
pelos animais (figura 9). Além disso, os resultados demonstraram que a
memantina também foi eficaz em reverter a nocicepcdo causada pelo
glutamato, de forma dose dependente, em todas as doses testadas, nas
proporcdes de 69,5%, 84,2% e 106,5%, para as doses de 0,3; 1,0 e 3,0 mg/Kg
(v.0.), respectivamente (figura 9). A dose mais alta testada (3,0 mg/Kg) foi
eficaz a ponto de produzir registros de grooming facial semelhantes aos do
grupo controle que recebeu somente salina orofacial.

Por fim, avaliou-se o efeito antinociceptivo do MK-801 sobre a
nocicepcao induzida por glutamato através da administracédo local do mesmao,
com o intuito de verificarmos a participacdo do componente periférico da
nocicepgao induzida neste modelo. Conforme ilustrado na figura 10, podemos
perceber que a aplicacéo local de MK-801 antes da injecdo de glutamato
reduziu o tempo de grooming facial significativamente, e de maneira dose
dependente, nas concentracbes de 5,0 e 10,0 nM (104,9% e 113,2%,
respectivamente). A concentracdo mais baixa (2,5nM) causou uma reducao de

apenas 26,6% e nao foi estatisticamente significante.
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Figura 8. Efeito da lamotrigina sobre a nocicepc¢ao induzida por glutamato

administrado na regido orofacial.  Os animais receberam lamotrigina (LTG) (3,0; 10,0
ou 30,0 mg/Kg, i.p.) ou veiculo (VEIC) (1 mL/Kg, i.p.) 30 minutos antes da injecdo
orofacial de glutamato (GLU) (50 upL, 10 mM, orofacial) ou salina (SAL) (50 pL,
orofacial). Os dados representam a média = EPM (n = 6) do tempo de grooming facial
durante quinze minutos apds a aplicacdo do estimulo. SignificAncia estatistica em
relagdo ao grupo salina veiculo (*) P< 0,001. Em relag&o ao grupo glutamato veiculo:
(#) P< 0,01. Analise estatistica realizada por ANOVA de duas vias seguida de teste
post-hoc de Tukey.
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Figura 9. Efeito da memantina sobre a nocicep¢do in  duzida por glutamato
administrado na regido orofacial. = Os animais receberam memantina (MMT - 0,3; 1,0
ou 3,0 mg/Kg, v.0.) ou veiculo (VEIC) (1 mL/Kg, v.0.) 60 minutos antes da injec&o
orofacial de glutamato (GLU) (50 pL, 10 mM, orofacial) ou salina (SAL) (50 pL,
orofacial). Os dados representam a média + EPM (n = 6) do tempo de grooming facial
durante quinze minutos apds a aplicagdo do estimulo. SignificAncia estatistica em
relacdo ao grupo salina veiculo (*) P< 0,001. Em relagdo ao grupo glutamato veiculo:
(#) P< 0,01. Andlise estatistica realizada por ANOVA de duas vias seguida de teste
post-hoc de Tukey.
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Figura 10. Efeito do MK-801 sobre a nocicepcdo indu zida por glutamato
administrado na regido orofacial. Os animais receberam MK-801 (2,5; 5,0 ou 10,0
nM, 50 pL, orofacial) ou veiculo (VEIC - 50 pL, orofacial) 30 minutos antes da inje¢éo
orofacial de glutamato (GLU) (50 pL, 10 mM, orofacial) ou salina (SAL) (50 pL,
orofacial). Os dados representam a média + EPM (n = 6) do tempo de grooming facial
durante quinze minutos apds a aplicagdo do estimulo. Significancia estatistica em
relacdo ao grupo salina veiculo (*) P< 0,001. Em relagdo ao grupo glutamato veiculo:
(#) P< 0,001. Analise estatistica realizada por ANOVA de duas vias seguida de teste
post-hoc de Tukey.
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4.1.4. EFEITO DA LAMOTRIGINA, MEMANTINA E MK-801 SO BRE A
HIPERALGESIA AO FRIO

Uma vez que a lamotrigina demonstrou ser eficaz na reducdo da
nocicepcao induzida por glutamato, esta droga foi testada também no modelo
de sensibilizacdo ao estimulo de frio. A injecdo de lamotrigina 30,0 mg/Kg (i.p.)
e veiculo ndo alterou significativamente o grooming basal dos animais. A
lamotrigina reduziu significativamente a sensibilizacdo provocada pelo
glutamato (78,5% para a dose de 3,0 mg/Kg, 96,8% para a dose de 10,0 mg/Kg
e 133.4% para a dose de 30,0 mg/Kg) (figura 11A). A analgesia promovida pela
lamotrigina na dose mais alta (30,0 mg/Kg i.p.) perdurou por todo o periodo de
teste (6h) e foi substancial a ponto de produzir uma hipoalgesia, observada em
funcdo do tempo de grooming facial inferior ao do controle. A dose de 10,0
mg/Kg teve inicio de acdo mais tardio (a partir da segunda hora) e a dose mais
baixa (3,0 mg/Kg, i.p.), promoveu analgesia estatisticamente significante da
segunda a quinta hora do teste. A analise da area sob a curva também mostrou
uma reducdo significativa apos tratamento com lamotrigina em relacdo ao
controle (figura 11B).

A injecao de memantina e veiculo n&o alterou significativamente o
grooming basal dos animais. Procedeu-se, entédo, o teste de sensibilizacdo ao
frio em animais tratados com a memantina para verificarmos o envolvimento de
receptores NMDA na instalagéo desta sensibilizagdo. Como demonstrado na
figura 12A, observa-se que a memantina por via oral, em todas as doses
administradas, reduziu significativamente o tempo de grooming facial em
55,1%, 64,1% e 100,1% , para as doses de 0,3; 1,0 e 3,0 mg/Kg,
respectivamente. A dose maxima utilizada (3,0 mg/Kg), foi a que apresentou
maior eficacia, revertendo os tempos de grooming facial ao nivel da medida
basal, na qual os animais ainda ndo apresentavam sensibilizacdo (tempo O,
figura 12A). As doses de 0,3 e 1,0 mg/Kg (v.0.) apresentaram reducao
estatisticamente significante da segunda a quinta horas do teste. A analise da
area sob a curva também mostrou uma reducéo significativa apos tratamento
com memantina em todas as doses em relacdo ao controle (figura 12B).

Finalmente, procurou-se determinar a participacao de receptores NMDA

periféricos na inducéo da sensibilizacéo, através da aplicacao orofacial de MK-
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801. O bloqueio de receptores NMDA periféricos promoveu reducédo da
sensibilizacdo induzida pelo glutamato, o que pode ser observado pela
diminuicdo do tempo de grooming facial em resposta ao estimulo de frio (figura
13A). A acédo antinociceptiva do MK-801, nas concentracdes de 5,0 e 10,0 nM
(50 pL, orofacial) promoveu 50,8% e 64,1% de reducdo do tempo de grooming
facial, respectivamente (figura 13A). O efeito antinociceptivo iniciou-se aos 30
minutos do teste e permaneceu até a quarta hora (figura 13A). A concentracéo
de MK-801 2,5 nM reduziu de forma parcial e ndo significativa o tempo de
grooming facial (20,6%) por todo o periodo do teste. A andlise da area sob a
curva também mostrou uma reducao significativa apos tratamento com MK-801

em relacdo ao controle para as concentragdes de 5,0 e 10,0 nM (figura 13B).
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Figura 11. Efeito do tratamento com lamotrigina so  bre a sensibilizacdo ao frio
em animais sensibilizados com glutamato. A sensibilidade basal dos animais ao
estimulo de frio foi avaliada (tempo 0) Em seguida, os animais foram tratados com
lamotrigina (LTG, 3,0; 10,0 ou 30,0 mg/kg, i.p.) ou veiculo (VEIC, 1 mL/Kg, i.p.) e apds
30 min foi administrado glutamato (GLU, 10,0 mM, 50 uL, orofacial) ou salina (SAL, 50
uL, orofacial) no I4bio. A aplicacdo do estimulo térmico foi realizada
subsequentemente nos intervalos de tempo determinados. Os dados representam a
média + EPM (n = 6) do tempo de grooming facial durante dois minutos apoés
aplicacdes do spray (painel A) ou da area sob a curva de cada grupo (painel B).
Significancia estatistica em relacdo ao grupo salina veiculo (*) P< 0,01. Significancia
estatistica em relacdo ao grupo glutamato veiculo: (#) P< 0,01. Analise estatistica
realizada por ANOVA de duas vias no painel A e ANOVA de uma via no painel B,
seguidas ambas por teste post-hoc de Tukey.
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Figura 12. Efeito do tratamento com memantina sobr e a sensibilizacdo ao frio
em animais sensibilizados com glutamato. Os animais passaram por uma medida
basal para verificar a sensibilidade ao frio (tempo 0). Em seguida, os animais foram
tratados com memantina (MMT, 0,3; 1,0 ou 3,0 mg/Kg, v.0.) ou veiculo (VEIC, 1
mL/Kg, v. 0.) e, apds 30 minutos, foi administrado glutamato (GLU, 10,0 mM, 50 pL,
orofacial) ou salina (SAL, 50 uL, orofacial) no labio. A aplicacdo do estimulo térmico foi
realizada subsequentemente nos intervalos de tempo determinados. Os dados
representam a média = EPM (n = 6) do tempo de grooming facial durante dois minutos
apos aplicagbes do spray (painel A) ou da area sob a curva de cada grupo (painel B).
Significancia estatistica em relacdo ao grupo salina veiculo (*) P< 0,01. Significancia
estatistica em relacdo ao grupo glutamato veiculo: (#) P< 0,01. Analise estatistica
realizada por ANOVA de duas vias no painel A e ANOVA de uma via no painel B,
seguidas ambas por teste post-hoc de Tukey.
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Figura 13. Efeito do tratamento com MK-801 sobre a  sensibilizacdo ao frio em
animais sensibilizados com glutamato.  Os animais passaram por uma medida basal
para verificar a sensibilidade ao frio (tempo 0). Em seguida, os animais foram tratados
com MK-801 (2,5; 5,0 e 10,0 nM, 50pL, orofacial) ou veiculo (VEIC, 50pL, orofacial) e,
ap6s 30 minutos, foi administrado glutamato (GLU, 10,0 mM, 50 pL, orofacial) ou
salina (SAL, 50 puL, orofacial) no labio. A aplicacdo do estimulo térmico foi realizada
subsequentemente nos intervalos de tempo determinados. Os dados representam a
média + EPM (n = 6) do tempo de grooming facial durante dois minutos apoés
aplicacdes do spray (painel A) ou da area sob a curva de cada grupo (painel B).
Significancia estatistica em relacdo ao grupo salina veiculo (*) P< 0,01. Significancia
estatistica em relagéo ao grupo glutamato veiculo: (#) P< 0,01. A seta indica o periodo
de tempo durante o qual a reducao foi significativa. Analise estatistica realizada por
ANOVA de duas vias no painel A e ANOVA de uma via no painel B, seguidas ambas
por teste post-hoc de Tukey.
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4.2. ESTUDOS CRONICOS

4.2.1. TESTE DE HIPERALGESIA AO FRIO

Este teste permitiu avaliar a inducdo do estado de hiperalgesia ao frio no
quarto dia apos a cirurgia de constricdo do nervo infra-orbital. Observou-se que
0s animais que foram submetidos a cirurgia de constricdo do nervo infra-orbital
(CCNI) permaneceram por tempo significativamente maior efetuando o
grooming facial (28,9 + 2,9 segundos) apos aplicacdo do estimulo de frio do
que os animais falso operados (sham, 8,5 + 1,3 segundos) ou naive (8,9 £ 1,1
segundos) (figura 14).

Apos ter sido confirmado que a cirurgia de constricdo do nervo produz
sensibilizacdo dos animais ao frio, avaliou-se o efeito da lamotrigina sobre a
sensibilizacdo ao estimulo nociceptivo induzido pelo frio. A lamotrigina, de
forma dose-dependente, reverteu a hiperalgesia ao frio causada pela leséo do
nervo infra-orbital (figura 15A) na dose mais alta utilizada (30,0 mg/Kg, i.p.),
causando inibicdo de 92,8% durante todo o periodo de teste. Por outro lado,
nas doses de 3,0 e 10,0 mg/Kg (i.p.), a lamotrigina reduziu em,
respectivamente, 34,7% e 42,1% o tempo de grooming facial. Nestas doses, o
efeito antinociceptivo foi significante a partir da segunda hora do teste e
permaneceu até a quinta hora (figura 15A). A andlise da area sob a curva
também mostrou uma reducgdo significativa apos tratamento com lamotrigina
em todas as doses em relagéo ao controle (figura 15B).

A administracdo de memantina em diferentes doses também reduziu o
estado de hiperalgesia frente ao frio de maneira dose dependente, conforme
mostrado na figura 16A. A memantina, na dose mais baixa (0,3 mg/Kg, v.0.)
reduziu em 46,4% a sensibilidade ao frio sendo seu efeito significativo apenas
na segunda e na quarta hora do teste. A memantina, nas doses de 1,0 e 3,0
mg/kg (v.0.), aboliu a hiperalgesia (reducdo de 99,8% e 93,0% do tempo de
grooming facial, respectivamente), de modo que os animais dos respectivos
grupos constritos apresentaram tempos de grooming facial estatisticamente
iguais aos do grupo sham + salina. O efeito da memantina nestas doses
mostrou-se significativo a partir da primeira hora e perdurou por todo o tempo

do experimento. A analise da area sob a curva também mostrou uma reducgao



significativa apos tratamento com memantina em todas as doses em relacéo ao
controle (figura 16B).

Em seguida, avaliou-se o efeito do antagonista de receptores NMDA
MK-801, que também diminuiu a hiperalgesia ao frio causada pela constricao
do nervo infra-orbital de maneira dependente da dose (figura 17A). A
concentracdo mais baixa (2,5 nM/sitio) promoveu um decréscimo significativo
no tempo de grooming facial, mas em menor proporcao (38,8%) comparado as
demais concentracbes. O efeito maximo parece ter sido atingido na
concentracdo de 5,0 nM, pois a reducdo causada pela concentracdo de 10,0
nM (orofacial) ndo diferiu significativamente da concentracao de 5,0 nM (46,1%
e 45,1%, respectivamente), inclusive no tempo de duracdo, que foi de quatro
horas. A analise da area sob a curva também mostrou uma reducdo
significativa apos tratamento com MK-801 nas concentracfes de 5,0 e 10,0 nM

em relacao ao controle (figura 17B).
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Figura 14. Efeito da constricdo do nervo infra-orbi  tal sobre a sensibilidade ao
estimulo térmico de frio. Os animais foram submetidos a cirurgia de constricdo do
nervo infra-orbital (CCNI) ou falsa cirurgia (SHAM) ou permaneceram sem
intervencBes (NAIVE). No quarto dia apds a cirurgia, o estimulo térmico foi aplicado
duas vezes em um intervalo de tempo de 30 minutos. Os dados representam a meédia
+ EPM (n = 6) do tempo de grooming facial durante dois minutos apds aplicacdo do
spray. Significancia estatistica em relagdo ao grupo sham (*) P< 0,001 e em relacéo
ao grupo naive (#) P< 0,001. Andlise estatistica realizada por ANOVA de uma via
seguida teste post-hoc de Tukey.
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Figura 15. Efeito do tratamento com lamotrigina so  bre a hiperalgesia ao frio em
animais submetidos a CCNI. Os animais foram avaliados quanto & sua sensibilidade
ao frio (PRE) e em seguida submetidos & CCNI ou a falsa cirurgia (SHAM). No quarto
dia apds a cirurgia, os animais foram novamente avaliados quanto a sensibilidade ao
frio (tempo 0) e receberam, imediatamente apds esta medida, lamotrigina (LTG, 3,0;
10,0 ou 30 mg/kg, i.p.) ou veiculo (VEIC, 1 mL/Kg, i.p.). O estimulo térmico foi aplicado
novamente 30 min e a cada 60 min durante 6 h apds os tratamentos. Os dados
representam a meédia + EPM (n = 10) do tempo de grooming facial durante dois
minutos apos aplicacées do spray (painel A) ou da area sob a curva de cada grupo
(painel B). Significancia estatistica em relagdo ao grupo sham salina (*) P< 0,001.
Significancia estatistica em relagdo ao grupo constrito salina: (#) P< 0,01. Analise
estatistica realizada por ANOVA de duas vias no painel A e ANOVA de uma via para o
painel B, ambas seguidas por teste post-hoc de Tukey.
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Figura 16. Efeito do tratamento com memantina sobr e a hiperalgesia ao frio em
animais submetidos a CCNI. Os animais foram avaliados quanto a sua sensibilidade
ao frio (PRE) e em seguida submetidos & CCNI ou a falsa cirurgia (SHAM). No quarto
dia apoés a cirurgia, os animais foram novamente avaliados quanto a sensibilidade ao
frio (tempo 0) e receberam, imediatamente apds esta medida, memantina (MMT, 0,3,
1,0 ou 3,0 mg/kg, v.0.) ou veiculo (VEIC, 1 mL/Kg, v.0.). O estimulo térmico foi
aplicado novamente 30 min e a cada 60 min durante 6 h apds os tratamentos. Os
dados representam a média £+ EPM (n = 10) do tempo de grooming facial durante dois
minutos apos aplicacées do spray (painel A) ou da area sob a curva de cada grupo
(painel B). Significancia estatistica em relagcdo ao grupo sham salina (*) P< 0,001.
Significancia estatistica em relacdo ao grupo constrito salina: (#) P< 0,001. Analise
estatistica realizada por ANOVA de duas vias no painel A e ANOVA de uma via para o
painel B, ambas seguidas por teste post-hoc de Tukey.
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Figura 17. Efeito do tratamento com MK-801 sobre a hiperalgesia ao frio em
animais submetidos a CCNI. Os animais foram avaliados quanto & sua sensibilidade
ao frio (PRE) e em seguida submetidos & CCNI ou a falsa cirurgia (SHAM). No quarto
dia apds a cirurgia, os animais foram novamente avaliados quanto a sensibilidade ao
frio (tempo 0) e receberam, imediatamente apds esta medida, MK-801 (50 uL - 2,5; 5,0
e 10 nM, orofacial) ou veiculo (VEIC, 50 pL, orofacial). O estimulo térmico foi aplicado
novamente 30 min e a cada 60 min durante 6 h apds os tratamentos. Os dados
representam a média + EPM (n = 10) do tempo de grooming facial durante dois
minutos apos aplicacbes do spray (painel A) ou da area sob a curva de cada grupo
(painel B). Significancia estatistica em relacdo ao grupo sham salina (*) P< 0,001.
Significancia estatistica em relacdo ao grupo constrito salina: (#) P< 0,001. Analise
estatistica realizada por ANOVA de duas vias no painel A e ANOVA de uma via para o
painel B, ambas seguidas por teste post-hoc de Tukey.
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4.2.2. TESTE DE HIPERALGESIA AO CALOR

Este teste permitiu avaliar a inducéo do estado de hiperalgesia ao calor
no sexto dia apds a cirurgia de constricdo do nervo infra-orbital. Observou-se
que o0s animais submetidos a CCNI apresentaram tempo de resposta
significativamente menor ao estimulo nociceptivo (4,2 + 0,4 segundos) do que
animais falso operados (sham, 10,6 + 0,4 segundos) ou naive (12,2 + 0,7
segundos) (figura 18).

Apos ter sido confirmado que a cirurgia de constricdo do nervo produz
sensibilizagado dos animais ao calor, avaliou-se o efeito da lamotrigina sobre a
sensibilizacdo ao estimulo nociceptivo induzido pelo calor. A lamotrigina, na
dose de 30 mg/kg (i.p.), reverteu a hiperalgesia causada pela lesédo do nervo
infra-orbital, aumentando em 78,4% o tempo de reacao (figura 19A). Este efeito
perdurou por pelo menos 6 horas apdés o tratamento dos animais com
lamotrigina. A analise da area sob a curva também mostrou um aumento
significativo apos tratamento com lamotrigina em relacdo ao controle (figura
19B).

Uma vez que a memantina promoveu reducao da hipersensibilidade ao
frio, selecionou-se a dose desta droga que promoveu melhor efeito sobre a
hiperalgesia ao frio e analisou-se o efeito sobre a hiperalgesia ao calor. A figura
20A mostra que a memantina atuou de maneira analoga ao teste de frio,
revertendo a hipersensibilidade ao estimulo, de modo que os animais tratados
tiveram o limiar de resposta aumentado em 74,7%, diferindo significativamente
do grupo constrito tratado apenas com veiculo. Tal acdo permaneceu por todo
o0 periodo de teste. A andlise da area sob a curva também mostrou um
aumento significativo apds tratamento com memantina em rela¢cdo ao controle
(figura 20B).

Por fim, seguindo o mesmo protocolo do teste de hiperalgesia ao frio, foi
testado o antagonista de receptores NMDA MK-801. Aplicada localmente, na
concentracdo de 5,0 nM, esta droga foi capaz de promover reducéo
significativa da hipersensibilidade ao calor, causando um aumento em 47,7%
do tempo de reacdo. De modo semelhante a esse efeito no modelo de
hiperalgesia ao frio, a reducéo foi menos intensa e também menos duradoura,

significativa até a quarta hora do teste (figura 21A). A analise da area sob a
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curva também mostrou um aumento significativo apés tratamento com MK-801

em relacao ao controle (figura 21B).
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Figura 18. Efeito da constricdo do nervo infra-orbi

por teste post-hoc de Tukey.

62

CONSTRITO

tal sobre a sensibilidade ao

estimulo de calor. Os animais foram submetidos a cirurgia de constricdo do nervo
infra-orbital (constrito) ou falsa cirurgia (sham) ou permaneceram sem intervencoes
(naive). No sexto dia ap0s a cirurgia o estimulo térmico foi aplicado trés vezes a cada
30 minutos. Os dados representam a média + EPM (n = 6) do tempo de resposta apés
exposicao a fonte de calor. Significancia estatistica em relagdo ao grupo sham e ao
grupo naive (*) P< 0,001. Andlise estatistica realizada por ANOVA de uma via seguida
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Figura 19. Efeito do tratamento com lamotrigina so  bre a hiperalgesia ao calor
em animais submetidos a CCNI. Os animais foram avaliados quanto a sua
sensibilidade ao calor (PRE) e em seguida submetidos & CCNI ou & falsa cirurgia
(SHAM). No sexto dia apds a cirurgia, os animais foram novamente avaliados quanto a
sensibilidade ao frio (tempo 0) e receberam, imediatamente apds esta medida,
lamotrigina (LTG, 30 mg/kg, i.p.) ou veiculo (VEIC, 1 mL/Kg, i.p.). O estimulo térmico
foi aplicado novamente 30 min e a cada 60 min durante 6 h apds os tratamentos. Os
dados representam a média + EPM (n = 6) do tempo de resposta ap0s exposicao a
fonte de calor (painel A) ou da area sob a curva de cada grupo (painel B). Significancia
estatistica em relacdo ao grupo sham salina (*) P< 0,001. Significancia estatistica em
relacdo ao grupo constrito salina: (#) P< 0,001. Andlise estatistica realizada por
ANOVA de duas vias no painel A e ANOVA de uma via no painel B, ambas seguidas
por teste post-hoc de Tukey.
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Figura 20. Efeito do tratame.nto com memantina sob  re a hiperalgesia ao calor
em animais submetidos a CCNI. Os animais foram avaliados quanto a sua
sensibilidade ao calor (PRE) e em seguida submetidos & CCNI ou & falsa cirurgia
(SHAM). No sexto dia ap0s a cirurgia, 0s animais foram novamente avaliados quanto a
sensibilidade ao frio (tempo 0) e receberam, imediatamente apds esta medida,
memantina (MMT, 3 mg/kg, via oral) ou veiculo (VEIC, 1 mL/Kg, via oral). O estimulo
térmico foi aplicado novamente 30 min e a cada 60 min durante 6 h apds os
tratamentos. Os dados representam a meédia £+ EPM (n = 6) do tempo de resposta
apos exposicdo a fonte de calor (painel A) ou da &rea sob a curva de cada grupo
(painel B). Significancia estatistica em relagcdo ao grupo sham salina (*) P< 0,001.
Significancia estatistica em relacdo ao grupo constrito salina: (#) P< 0,001. Analise
estatistica realizada por ANOVA de duas vias no painel A e ANOVA de uma via no
painel B, ambas seguidas por teste post-hoc de Tukey.
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Figura 21. Efeito do tratamento com MK-801 sobre a  hiperalgesia ao calor em
animais submetidos a CCNI. Os animais foram avaliados quanto a sua sensibilidade
ao calor (PRE) e em seguida submetidos & CCNI ou a falsa cirurgia (SHAM). No sexto
dia apds a cirurgia, os animais foram novamente avaliados quanto a sensibilidade ao
frio (tempo 0) e receberam, imediatamente apds esta medida, MK-801 (50 pL, 5,0 nM,
orofacial) ou veiculo (VEIC, 50 pL, orofacial). O estimulo térmico foi aplicado
novamente 30 min e a cada 60 min durante 6 h apdés os tratamentos. Os dados
representam a média £+ EPM (n = 6) do tempo de resposta apds exposicao a fonte de
calor (painel A) ou da area sob a curva de cada grupo (painel B). SignificAncia
estatistica em relacdo ao grupo sham salina (*) P< 0,001. Significancia estatistica em
relacdo ao grupo constrito salina: (#) P< 0,001. Andlise estatistica realizada por
ANOVA de duas vias no painel A e ANOVA de uma via no painel B, ambas seguidas
por teste post-hoc de Tukey.
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4.3. TESTE DE COORDENACAO MOTORA

Este teste permitiu avaliar a influéncia da lamotrigina e da memantina
sobre a resposta motora dos animais. Uma vez que se tratam de farmacos que
podem produzir efeitos depressores sobre o Sistema Nervoso Central e que
trabalhou-se com testes comportamentais de resposta a dor que envolvem
coordenacdo motora dos animais, a sedagédo poderia levar a interpretacdes
equivocadas das respostas.

Os dados registrados demonstram que o desempenho motor dos
animais nao foi alterado pela administracdo da lamotrigina na dose de 30,0
mg/Kg (i.p.) e tampouco pela memantina na dose de 3,0 mg/Kg (v.0.), uma vez
que o tempo de permanéncia dos animais tratados foi igual ao dos animais
tratados com veiculo (figura 22). Como controle positivo, um grupo de animais
foi tratado com diazepam 5,0 mg/Kg (s.c.). Os animais deste ultimo grupo
apresentaram um tempo de permanéncia significativamente menor em relacéo

a todos os outros grupos.
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Figura 22. Efeito do tratamento com lamotrigina, me  mantina e diazepam sobre o
desempenho motor dos animais. Os animais receberam lamotrigina (30,0 mg/Kg,
I.p. 30 minutos antes), memantina (3,0 mg/Kg, v.o., 1 hora antes), diazepam (5,0
mg/Kg, s.c. 15 minutos antes) ou os respectivos veiculos (1,0 mL/Kg, v.o. ou i.p. 30
minutos ou 1 hora antes do teste) e foi registrado o tempo de permanéncia sobre o
eixo giratério durante trés minutos. Os dados representam a média = EPM (n = 6) do
tempo de permanéncia em segundos durante trés minutos. SignificAncia estatistica em
relacdo ao grupo diazepam (*) P< 0,001. Andlise estatistica realizada por ANOVA de
uma via seguida por teste post-hoc de Tukey.
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5. DISCUSSAQO

5.1. NOCICEPCAO E HIPERALGESIA PERIFERICAS INDUZIDAS POR
GLUTAMATO

Existe amplo corpo de evidéncia de que os aminoacidos excitatorios sao
responsaveis pela transmissdo da informacdo sensorial originada na periferia
para o sistema nervoso central. A aplicacdo iontoforética de N-metil-D-
aspartato (agonista do receptor NMDA de glutamato) na coluna dorsal induz
respostas aumentadas a estimulagdo mecéanica nociva e indcua (SHER, 1990;
AANONSEN, 1990; DOUGHERTY, 1991; CUMBERBATCH, 1994). Além disso,
dados comportamentais também sugerem um papel importante para receptores
NMDA no processamento nociceptivo: a administracdo intratecal de NMDA
elicita comportamento nociceptivo espontaneo (AANONSEN, 1987, 1989; SUN,
1991; RAIGORODSKY, 1987, 1990), bem como hiperalgesia térmica e
mecanica (KOLHEKAR, 1993, 1994; ADVOKAT, 1994; MALMBERG &YAKSH,
1993; BJORKMAN, 1994). Em contraste, sabe-se relativamente pouco sobre o
papel do glutamato e seus receptores nas terminacdes sensoriais periféricas e
menos ainda, nas terminagdes trigeminais. Para investigar tal questédo, foi
testado o efeito da aplicacdo local de glutamato na regido orofacial de ratos.

A injecéo de glutamato nas concentracdes de 10,0 e 30,0 mM promoveu
um aumento significativo do tempo que os animais despenderam executando
grooming facial em relagéo aos animais que receberam salina nos primeiros 15
minutos apods a aplicacdo. Neste sentido, e com relacdo ao sistema sensorial
trigeminal de ratos, FIORENTINO et al. (1999) mostraram que a injecdo de
glutamato 250,0 mM na regido temporo-mandibular também causou
nocicepcdo. Estes dados sugerem que receptores glutamatérgicos estdo
presentes nas regides avaliadas e que o glutamato é capaz de ativa-los e
causar nocicepgao per se.

Esses dados também estdo de acordo com outros estudos que avaliam
a participacdo de glutamato liberado perifericamente em outras regides.
BEIRITH et al. (2002) demonstraram que a injecdo de glutamato na regiao

intraplantar também causou comportamento nociceptivo e, além disso,
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formacdo de edema em camundongos de forma dose-dependente. A resposta
méxima foi obtida com uma concentracdo de 6,0 M e foi evidente nos primeiros
15 minutos, decresceu entre 15 e 30 minutos e foi quase ausente apés 30
minutos. Nessa concentracdo, também houve aumento significativo do volume
da pata 40 minutos ap0s a inje¢cdo. Em adicdo, CARLTON et al. (1995)
demonstraram que receptores AMPA e NMDA estdo presentes na pata traseira
de ratos, fornecendo uma base anatbmica que justifica a acdo periférica do
glutamato exdgeno. Outra evidéncia morfoldgica foi fornecida utilizando a
expressdo de c-fos como parametro. WANG et al. (1997) observaram aumento
dependente da dose da expressdo da proteina c-fos apds injecdo intraplantar
do agonista NMDA (50, 100 e 250 mM) nas laminas superficiais do corno
dorsal ipsilateral a injecdo. Além disso, a co-injecdo de MK-801 (antagonista de
receptores NMDA) com formalina na pata suprimiu 0 aumento da expressao de
c-fos no corno dorsal, sugerindo que receptores NMDA estdo presentes nas
terminag@es periféricas dos neurdnios do ganglio da raiz dorsal que inervam a
pata e que eles estdo envolvidos na ativacdo dos nociceptores. Em todos estes
estudos, as doses de glutamato necessarias para ativar uma resposta
nociceptiva foram bastante superiores aquelas utilizadas neste trabalho, o que
sugere que 0 nervo trigeminal é particularmente sensivel ao glutamato e este
fato poderia representar uma importante estratégia terapéutica para a
nocicepcao nesta regiao.

Em contraste com a nocicep¢ao causada por glutamato, a sensibilizagao
aos estimulos nocivos induzida pelo mesmo parece exigir doses menores para
sua instalacdo. LAWAND et al. (1997) examinaram o efeito da administracao
periférica de glutamato, aspartato e arginina e combinacdes dos mesmos na
articulagdo do joelho em ratos. Individualmente, nenhum deles, em qualquer
uma das concentragbes utilizadas (0,001; 0,1 e 1,0 mM) produziu
comportamento nociceptivo espontaneo ou mesmo hiperalgesia ao calor ou
alodinia mecéanica. Entretanto, quando certas combinacfes de aminoacidos
(glu/asp, aspl/arg e asp/glu/arg) foram injetadas, houve um decréscimo
significativo na laténcia de retracdo da pata ao estimulo de calor e no limiar de
retracdo em resposta a estimulagdo mecanica in6cua repetitiva. Mais
importante, o tratamento dos animais com antagonistas de receptores NMDA

(AP-7) e ndo NMDA (CNQX) promoveu a reducdo da laténcia de retirada da
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pata em resposta ao calor ou ao estimulo mecanico por duas horas. Apds esse
periodo, os animais voltaram a manifestar hiperalgesia. Este estudo indica que
receptores NMDA e AMPA estdo ligados a sensibilizacdo induzida pelos
aminoacidos excitatorios nesta regido. A auséncia de comportamento
nociceptivo espontaneo pode estar relacionada a dose, pois, conforme
discutido anteriormente, para que haja ativagéo direta dos nociceptores, parece
ser necessaria uma alta dose dos mesmos.

De maneira similar, JACKSON et al. (1995) observaram uma
sensibilizacdo ao estimulo de calor apos a injecao intraplantar de glutamato na
dose de 30 nmol/pata (0,6 mM) em ratos. Além disso, a inje¢do local de
antagonistas de receptores NMDA e AMPA/cainato reverteu a hiperalgesia
inflamatodria induzida por carragenina. Ainda, CARLTON et al. (1998)
observaram, apdés a injecdo de glutamato 5,0 mM na cauda de ratos, a
instalacdo de hiperalgesia térmica, reduzindo o limiar de retirada da cauda em
resposta a imersdao em agua a 44 <C, que durou 30 minutos. Mais ainda, este
grupo demonstrou que receptores NMDA e AMPA estdo presentes nas fibras
nao mielinizadas na juncdo dermo-epidérmica do tecido da cauda apos
marcagao com anticorpos direcionados contra a subunidade NR1 do receptor
NMDA e GIuR1 do receptor AMPA. Uma vez que esta resposta foi atenuada
pelos antagonistas MK-801 e CNQX, especificos para receptores NMDA e
AMPA, respectivamente, a hiperalgesia e alodinia advindas das injecdes de
glutamato foram mediadas por tais receptores. Em conjunto, esses resultados
apontam para um alvo periférico ativado pelos aminoacidos excitatérios que
facilita a resposta comportamental hiperalgésica a estimulacdo térmica. O
namero total de movimentos espontaneos de dor da cauda néo foi
significativamente diferente do controle sugerindo que a injecao de glutamato
nao resultou em nocicepg¢ao, mas apenas em sensibilizagdo aos estimulos.

Em uma preparagédo cutanea da pata de ratos in vitro, DU et al. (2001)
demonstraram a presenca de fibras C e Ad. Ao perfundirem o0s campos
receptores das fibras A e C sensiveis ao calor e a estimulos mecanicos por
dois minutos com glutamato 300 mM, houve uma sensibilizacdo em 90% das
fibras A e 92% das fibras C a estimulacdo por calor nocivo, evidenciada por
decréscimo significativo no limiar de ativacdo térmico e aumento na taxa de

disparos neuroniais. Nao houve sensibilizacdo a estimulacdo mecanica neste
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caso. Curiosamente, os estudos mencionados anteriormente nao fizeram
referéncia a sensibilizacao induzida por glutamato a estimulos de frio.

No presente trabalho, observou-se que, na regido orofacial, o papel do
glutamato na sensibilizacdo a estimulos de natureza térmica apés a injecao do
mesmo, foi bastante evidente a instalacdo de uma reacdo exacerbada ao
estimulo de frio por pelo menos seis horas apdés a aplicagdo, manifestada
através do aumento do tempo de grooming facial dos animais em relacdo aos
que receberam apenas salina. Em contrapartida, e em contraste com as
evidéncias até agora apresentadas, houve apenas uma leve tendéncia a
sensibilizacdo ao estimulo de calor apés injecdo de glutamato nas duas
primeiras horas, porém a pequena diminuicdo do tempo de reacao ao estimulo
ndo foi suficiente para atingir relevancia estatistica. E possivel que em doses
maiores de glutamato, a hiperalgesia ao calor atinja niveis significativos.

A partir dos dados apresentados, sugeriu-se que o glutamato na periferia
pode, entdo, além de ativar os nociceptores e induzir nocicep¢ao per se, atuar
como um agente sensibilizante ou, ainda, efetuar as duas funcoes,
dependendo da regiao na qual foi injetado. Contudo, na regido orofacial e nas
doses testadas, o glutamato ativa 0os nociceptores e induz a instalacdo de um
quadro de hiperalgesia especifica para estimulos térmicos de frio, 0 que sugere
uma possivel conexao entre os receptores glutamatérgicos e os canais TRP,
responsaveis pela transducdo de estimulos de natureza térmica. Mais
especificamente, entre os receptores NMDA e o TRPA1 (responséavel pela
transducéo de frio nocivo). Entretanto, até o momento, a literatura ndo fornece
dados que suportem a hipotese de que canais TRP sensiveis ao frio estejam
sujeitos a uma modulacdo glutamatérgica, apenas o estudo de TANIGUCHI et
al. (2004) relatou que o AP-5, um antagonista de receptores NMDA, suprimiu a
fosforilacdo da tirosina em ndcleos hipotalamicos apés exposicdo ao frio em
ratos.

Uma vez determinado o papel do glutamato na regido orofacial, foram
iniciados os testes com drogas para verificar como as mesmas poderiam atuar
sobre a nocicepc¢ao e sensibilizagao induzidas por glutamato.

A lamotrigina € um novo anticonvulsivante, com estrutura quimica
diferente das drogas antiepilépticas convencionais, e tem se mostrado efetiva

clinicamente para o tratamento da dor orofacial (CANAVERO et al.,, 1995;
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DEVULDER & DELAAT, 2000). CHEUNG et al. (1992) descreveram o
mecanismo de agdo da lamotrigina através de estudos eletrofisiolégicos e de
ligacdo especifica (binding), relatando que este anticonvulsivante tem a
propriedade de bloquear, de forma dependente da dose, da voltagem e da
ativacdo de canais de sodio, os disparos repetitivos mantidos apds a emissao
de impulsos despolarizantes. Além disso, este estudo indicou que a lamotrigina
exerce um efeito direto sobre canais de sodio dependentes da voltagem no
sistema nervoso central de mamiferos.

E sabido que a despolarizacdo dos neurdnios, inclusive os nociceptores,
é primariamente dependente do influxo de sddio. Além disso, devido a hipotese
de que a lamotrigina possa exercer um efeito inibitério indireto sobre a
liberacdo de aminoacidos excitatorios e, desta forma, promover analgesia, 0
presente estudo avaliou o efeito desta droga na dor orofacial em ratos.

Varios estudos em modelos de dor envolvendo a lamotrigina tém
demonstrado analgesia. BLACKBURN-MUNRO et al. (2001) relataram inibic&o
de disparos neuroniais persistentes evocada por Oleo de mostarda apos
aplicacao iontoforética de lamotrigina. Este grupo também pesquisou a relacéo
do efeito da lamotrigina com o sistema opioidérgico, e perceberam que as
acOes do anticonvulsivante em questdo independem dos receptores opidides
para mediar seu efeito antinociceptivo. Mais recentemente (BLACKBURN-
MUNRO et al., 2002; CHICHORRO, 2002) foi observada analgesia na fase
inflamatoria do teste de formalina apds tratamento com lamotrigina (15 e 30
mg/Kg, i.p.), mas ndo na fase neurogénica. NAKAMURA-CRAIG et al. (1995)
descreveram um efeito analgésico para a lamotrigina em um modelo de dor
inflamatoria. ApOs tratamento por via oral, antes ou apdés a injecao de PGE,, a
hiperalgesia foi suprimida, havendo maior eficacia quando a droga foi injetada
antes do mediador inflamatério. Além disso, o efeito parece ser
predominantemente central, através da inibicdo da sensibilizacdo, uma vez que
a injecao intraplantar de lamotrigina ndo reverteu a hiperalgesia instalada. LEE
et al. (2002) também observaram reversdo da hiperalgesia térmica e mecéanica
induzida por uma mistura de carragenina e caolin na articulacdo do joelho em
ratos apés administracao intratecal de lamotrigina por trés horas. O tratamento,
mais uma vez, foi mais eficaz quando realizado antes do estimulo inflamatorio:

quatro horas apds inducdo da inflamacdo, a lamotrigina promoveu apenas
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alivio da alodinia mecéanica, e ndo da hiperalgesia térmica. Contudo,
BLACKBURN-MUNRO et al. (2002) conduziram um teste de retracdo da pata
sob estimulo de calor em que a lamotrigina ndo apresentou efeito sobre o
tempo que os animais levavam para retirar a pata. HUNTER et al. (1997)
também nao observaram mudancas no teste de retirada da cauda apoés
estimulo de calor. O fato de a lamotrigina distinguir entre ativacdo fasica e
tbnica dos nociceptores pode ser atribuido ao bloqueio dependente da ativacao
dos canais de sédio ou propriedades de ligacdo seletivas aos mesmos. Ou
ainda, o efeito irrisério da lamotrigina em testes de dor nociceptiva sugere uma
interacdo seletiva com vias associadas com eventos patofisiolégicos e ndo com
a funcao nociceptiva sensorial normal.

Em nosso estudo, a lamotrigina foi eficaz tanto sobre a nocicepcao
quanto na sensibilizacdo induzidas pelo glutamato de forma dependente da
dose, em uma faixa de tratamento que ndo causou prejuizo sobre o
desempenho motor dos animais. A administracdo de lamotrigina 10,0 e 30,0
mg/Kg (i.p.) produziu dados semelhantes aos do grupo que recebeu apenas
salina, isto é, promoveu abolicdo da nocicepcdo mediada pelo glutamato. Da
mesma forma, foi observado um efeito antinociceptivo substancial e duradouro
(6 horas) no teste de sensibilizacdo ao frio, reduzindo o tempo de grooming
facial do grupo de animais que recebeu glutamato a valores similares ao grupo
controle e aos registros obtidos antes da inducdo da sensibilizacdo (medida
basal). Logo, este resultado demonstra o envolvimento crucial dos canais de
sédio na mediacdo da nocicepgdo orofacial e da sensibilizagdo ao frio
induzidas pelo glutamato.

Estes estudos deixam claro que a lamotrigina possui efeitos analgésicos,
embora tais efeitos ndo sejam possiveis de serem demonstrados em todos os
modelos animais. Alguns autores sugerem que esses efeitos podem estar
associados, ao menos em parte, a inibicdo da liberacado de glutamato (LEACH
et al., 1986; CHEUNG et al., 1992), o que forneceria uma base para a maior
eficacia em modelos de dor crénica ou que envolvem alguma alteracéo
acentuada nas vias ascendentes de transmissdo da dor, assunto que sera
discutido mais adiante.

Sendo assim, a etapa seguinte focalizou na idéia de confirmar a

participacdo do glutamato. Para tanto, foi avaliado o efeito sistémico de um
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antagonista de receptores NMDA, a memantina. Conforme mencionado
anteriormente, o antagonismo de receptores NMDA pode ter um amplo
espectro de a¢les terapéuticas, inclusive como analgésico. A inibicdo funcional
de receptores NMDA pode ser alcancada através de acOes em diferentes sitios
de reconhecimento, como: o sitio transmissor primario, o sitio glicina insensivel
a estricnina, sitio das poliaminas e o sitio da fenciclidina localizado dentro do
canal de céations (PARSONS et al., 1998).

A memantina foi sintetizada pela primeira vez no comeco da década de
1960, como um agente antidiabético, no entanto, era ineficaz em reduzir os
niveis de glicose do sangue (GERZON et al., 1963). Mais tarde sua atividade
no sistema nervoso central foi encontrada e em 1986 iniciaram-se as tentativas
clinicas no quadro de deméncia. Entretanto, o antagonismo de receptores
NMDA néo tinha sido identificado como o mecanismo de sua acéo terapéutica
até 1989, o ano em que foi lancada na Alemanha como tratamento para
deméncia (WESEMANN et al., 1983).

A memantina é um antagonista ndo competitivo de receptores NMDA de
afinidade baixa a moderada e, portanto, apresenta menor incidéncia dos efeitos
colaterais no sistema nervoso central associados com outros antagonistas de
receptores NMDA. E sugerido que isso ocorra devido a alta dependéncia da
voltagem e rapida cinética de desligamento da memantina, resultando no
bloqueio seletivo da ativacdo patologica, mas néao fisioldgica, dos receptores
NMDA (HEWITT, 2000; SCHMID et al.,1999; GORDON et al., 1999).

No presente estudo, a memantina foi capaz de prevenir a nocicepgao
causada pelo glutamato na regido orofacial de forma dependente da dose,
promovendo uma intensa reduc¢ao no tempo de grooming facial. Mais ainda, o
tratamento sistémico com memantina sugere que os receptores NMDA também
possuem um papel fundamental na indugéo da sensibilizacdo, uma vez que
houve abolicdo completa e duradoura (6 horas) da hiperalgesia ao estimulo de
frio na maior dose (3,0 mg/Kg, v.0.) sem comprometimento motor dos animais.
Também na regido orofacial, o efeito sistémico da memantina foi avaliado no
teste de formalina (EISENBERG et al, 1993) e resultou em uma inibicdo de
52% do tempo de grooming facial na primeira fase e de 65-93% na segunda

fase.
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Posteriormente, EISENBERG et al. (1994) demonstraram que a
memantina foi profilatica sobre o desenvolvimento de hiperalgesia ao calor
apos aplicacdo de carragenina na pata de ratos e NEUGEBAUER et al. (1993)
relataram diminuicdo da hiperalgesia e alodinia mecanica em modelos de
inflamacé&o na articulacéo do joelho.

Outro estudo que verificou que a administracdo periférica (local) de
antagonistas de receptores NMDA também aliviou a nocicepcédo induzida por
formalina intraplantar (DAVIDSON & CARLTON, 1998), sugerindo um sitio
periférico de acdo desses antagonistas. Enquanto dextrorfan e quetamina
reduziram o comportamento nociceptivo predominantemente na segunda fase,
a memantina foi eficaz em ambas, atuando sobre a ativagdo dos nociceptores e
sobre a sensibilizagcdo por mediadores inflamatérios. O tratamento periférico
indica que o blogueio de receptores NMDA ocorreu nos ax0nios nao
mielinizados da pele. Assim, antagonistas NMDA diminuem a ativagdo dos
nociceptores periféricos induzida pelo glutamato.

E sabido que uma grande porcentagem das fibras aferentes primarias
contém glutamato (BATTAGLIA et al., 1988; CARLTON et al., 1995), que é
liberado tanto central como perifericamente apos a ativagdo dessas fibras. A
liberacdo periférica forneceria glutamato enddégeno em quantidade critica que
poderia resultar em ativacdo de receptores NMDA localizados nos ax6nios
sensoriais, que culminaria em liberacdo de mais glutamato na periferia, que
poderia prolongar ou exacerbar essa ativagdo, criando um circulo vicioso. A
adicdo de antagonistas de receptores NMDA previne a ativagdo destes
receptores periféricos, terminando por diminuir ndo apenas a transmissao
nociceptiva, mas também o desenvolvimento de sensibilizacdo central. Isso fica
evidente ao observarmos a reducéo da nocicepgao promovida nas duas fases
do teste de formalina, que sdo desencadeadas, respectivamente, por ativagéo
fasica dos nociceptores e consequente sensibilizacdo desenvolvida na forma
de resposta inflamatoria.

A fim de confirmar e evidenciar melhor esta possivel participacdo de
receptores NMDA periféricos do glutamato no sistema trigeminal avaliou-se o
efeito da injec&o orofacial do antagonista ndo competitivo de receptores NMDA,
o MK-801, que age de maneira dependente da ativacdo do canal, bloqueando-

0 apenas no estado aberto. Isto significa que quanto maior a ativacdo do
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receptor, maior serd o grau de inibicdo promovido pelo antagonista. Tal
mecanismo de acgado implicou no fato de que essas drogas possam ser
particularmente Uteis quando h& ativagdo excessiva patologica de receptores
NMDA, como na epilepsia, isquemia e trauma. Antagonistas ndo competitivos
de receptores NMDA com alta dependéncia da ativacédo do canal, como o MK-
801, foram considerados, na época de sua descoberta como uma promessa de
uma nova classe de agentes terapéuticos contra a patologia mediada por
receptores NMDA. Entretanto, experiéncias clinicas com antagonistas de
receptores NMDA seletivos de alta afinidade e grande dependéncia do uso do
canal, como o MK-801, tem sido desencorajadoras por um lado: o surgimento
de efeitos colaterais psicotomiméticos, aparentes em doses terapéuticas
(LEPPIK et al.,, 1988; YENARI et al.,, 1998). Contudo, o uso de métodos
eletrofisiologicos mais elaborados indicou que ndo ha igualdade entre
diferentes antagonistas ndo competitivos, uma vez que fatores como a
velocidade de bloqueio do receptor (cinética de ligagdo e desligamento) e a
dependéncia da voltagem podem determinar as caracteristicas
farmacodinamicas in vivo, bem como a janela terapéutica (PARSONS et al.,
1993). Paradoxalmente, agentes com baixa, mas nao alta afinidade, podem
ser eficientes, o que suscitou uma reconsideracédo do conceito de antagonismo
nao competitivo de receptores NMDA no desenvolvimento de drogas. Assim,
antagonistas como a amantadina e memantina, que preenchem o0s critérios
anteriores, tém sido usados clinicamente h& varios anos no tratamento da
doenca de Parkinson e deméncia, respectivamente e raramente produzem
efeitos colaterais em doses terapéuticas.

A aplicacdo préevia orofacial de MK-801 nas doses de 5,0 e 10,0 nM
inibiu substancialmente a inducéo de grooming facial pelo glutamato em ratos.
RO (2003) também observou reversdo do comportamento nociceptivo induzido
por 6leo de mostarda no musculo masséter apos administracao prévia de MK-
801 no mesmo local (0,3 mg/Kg, 50 pL). No teste de sensibilizagdo ao estimulo
de frio, foi observada uma reversdo parcial, porém significativa pelo MK-801,
mas que permaneceu por menos tempo (4 horas) em comparagdo com 0sS
tratamentos sistémicos (6 horas). Assim, da mesma forma que BEIRITH et al.
(2002) indicaram a ativacao de receptores glutamatérgicos pelo glutamato na

regido intraplantar e que receptores NMDA e nao NMDA sao responsaveis por
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essa ativacdo, temos que a regido orofacial possui receptores glutamatérgicos
que respondem a injecdo de glutamato exdgeno e que esta regido também
apresenta receptores NMDA, uma vez que a nocicepcdo foi revertida pelo
antagonista especifico aplicado localmente (MK-801).

CHEN et al. (1999) constataram que os receptores NMDA periféricos
estdo envolvidos na inducdo e na manutencdo da ativacdo persistente dos
neurénios do corno dorsal apds injegcdo de um agente algico (veneno de
abelha, via subcutanea) na pata de gatos. Essa ativacdo foi intensamente
inibida pelo AP-5 um antagonista competitivo de receptores NMDA, tanto
qguando aplicado antes ou apds o veneno, mas nado pelo CNQX, antagonista de
receptores AMPA, que foi eficaz apenas quando administrado antes do veneno.
Embora a aplicacéo tenha sido por via subcutanea, os autores ndo observaram
alteracdes nos disparo dos neurdnios do lado contralateral, sugerindo que o
resultado ndo se tratava de efeito sistémico. Outro modelo de sensibilizacao,
utilizado por ZANCHET & CURY (2003), que emprega o veneno da aranha
armadeira como agente inflamatério, também conta com o envolvimento de
receptores NMDA e ndo NMDA periféricos. Apos administracao intraplantar do
veneno na pata de ratos, uma intensa hiperalgesia no teste de pressao sobre a
pata foi percebida. Essa sensibilidade foi revertida por tratamento intraplantar
com MK-801 e AP-5. WANG et al. (2000) conduziram um estudo
eletrofisiolégico que demonstrou que a aplicacdo local de antagonistas de
receptores NMDA (AP-5 e MK-801) e ndo NMDA (DNQX) injetados por via
subcutanea na regiao intraplantar de ratos reduziram as descargas neuroniais
de fibras C. Além disso, ap0s a sensibilizacdo do local com injecdo de
carragenina, a inibicdo das respostas de fibras C foi ainda maior do que no
animal normal, sugerindo que receptores NMDA e ndo NMDA est&o envolvidos
na mediacdo da excitacdo e sensibilizacdo dos nociceptores. Mais tarde,
YASHPAL et al. (2001) ao testar o MK-801 via intratecal no modelo da
formalina, observaram um efeito analgésico na segunda fase do teste,
mostrando o envolvimento de receptores NMDA na sensibilizac&o.

LEEM et al. (2001) também descreveram sensibilizacao periférica apés
injecdo local de glutamato na regido intraplantar manifestada na forma de
hiperalgesia mecanica (3 pmol, 100 uL) significativa por 30 minutos, mas que

mostrou tendéncia de reducéo do limiar de retirada da pata por até duas horas
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em ratos. Em um segundo teste, foi realizada inducdo de hiperalgesia por
aplicacao de adjuvante completo de Freund na pata, que sugeriu a participagéo
de receptores periféricos NMDA, mas ndo AMPA, na inducdo da hiperalgesia
mecanica, devido a reversdo leve, mas significativa, causada pela injecdo
intraplantar de MK-801, mas nao de CNQX. Portanto, parece clara a
participacdo de receptores NMDA ndo sO6 na nocicepgdo, mas também na
inducéo de hiperalgesia frente a diferentes estimulos na pata.

Deste modo, o bloqueio parcial da sensibilizacdo ao estimulo de frio em
nosso modelo fornece mais uma evidéncia de que ndo sdo apenas 0S
receptores NMDA centrais os responsaveis pela inducdo da sensibilizacéo,
conforme foi constatado com a memantina. Embora verificado, através dos
resultados obtidos com o MK-801, que o papel destes receptores ndo € tao
fundamental como provavelmente o dos receptores centrais, a inibicao
produzida foi significativa, sugerindo que, mesmo que a participagcdao dos
receptores periféricos ndo seja primaria, ndo pode ser dada como irrelevante.
Em adicdo nossos dados sugerem ainda uma participacdo importante do
glutamato na nocicepcao no sistema trigeminal.

Tem sido demonstrado que condi¢Bes fisiologicas como isquemia,
inflamacéo, tumores, fraturas e hematomas estdo associadas com decréscimo
do pH extracelular. Além disso, a reducdo do pH também foi associada com a
dor em voluntéarios humanos (STEEN et al., 1995) e essa dor cutanea induzida
por acidos parece ser mediada por canais sensiveis a acidos (JONES et al.,
2004; McMAHON & JONES, 2004; UGAWA et al., 2002). No rato, a ativacdo de
fiboras C por acidos também ¢€ inibida pela amilorida (YUDIN et al., 2004).
Assim, as correntes mediadas por esses canais estdo envolvidas na percepgao
da dor que acompanha a acidose tecidual. Em acordo com essa funcao, varios
subtipos dos canais sensiveis a acidos sao significativamente expressados em
nociceptores de pequeno e médio diametro (UGAWA et al., 2005; VOILLEY et
al., 2001) e também em neurénios de grande diametro.

Em certas condi¢cdes, os baixos valores de pH, atingidos, por exemplo,
durante uma reacgdo inflamatdria, podem aumentar a sensibilidade dos
nociceptores sem diretamente ativa-los. De acordo com esses dados, a
inativacdo do subtipo 3 dos canais sensiveis a acidos revelou um papel para o

mesmo na sensacdo de dor em camundongos nocaute para esse subtipo do
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canal (CHEN et al., 2002; PRICE et al., 2001). Em adic&o, existem evidéncias
diretas de que esse mesmo canal esta claramente envolvido na percep¢ao da
acidose no tecido muscular (PRICE et al.,, 2001) e também na isquemia
(SUTHERLAND et al., 2001) e na inflamacdo (VOILLEY, 2004; YIANGOU et
al.,, 2001; VOILLEY et al.,, 2001). Desta forma, € possivel que os canais
sensiveis a acidos também exercam um papel importante na nocicepgao
induzida pelo glutamato na regido trigeminal, uma vez que foi injetado &cido

glutamico na regido orofacial dos animais.

5.2. PAPEL DO GLUTAMATO NA HIPERALGESIA INDUZIDA POR CCNI EM
RESPOSTA A ESTIMULOS TERMICOS.

A percepcado dos estimulos nocivos de natureza térmica é realizada
através da ativacdo de membros especificos da familia dos canais idbnicos TRP
dos mamiferos, que respondem a variados limites de temperatura. Os
compostos naturais capsaicina e mentol ativam 0s receptores sensiveis ao
calor nocivo TRPVL1 e sensiveis ao frio nocivo, 0 TRPMS8, respectivamente. A
sensacao de queimacédo da capsaicina e a percepgdo de refrescancia atraves
do mentol demonstra que esses canais ibnicos medeiam a termossensacéo. O
limiar de dor provocada pelo calor para os humanos € de aproximadamente
45°C. Em contraste, tanto o limiar como as qualidades da dor induzida pelo frio
sd0 mais variaveis. Os limiares para a dor induzida pelo frio variam
amplamente entre individuos dentro de uma faixa de menos que 0° C a mais de
15° C. Duas subfamilias distintas dos canais TRP estdo envolvidas na
sensacao de frio: TRPM8, ativado a 25° C, enquanto o TRPAL € ativado a 17°
C (BANDELL et al., 2004).

Exposicdo a um ambiente frio induz dor em pacientes com processos
cronicos, e varios destes reclamam que a dor torna-se pior mesmo sob leves
decréscimos de temperatura, considerados inécuos. A hiperalgesia ao frio na
dor neuropatica esta atraindo a atencdo de varios pesquisadores, que focam
seus estudos principalmente na sensibilizacdo central (TAKAHASHI et al.,
2003).

THUT et al. (2003) sugerem que uma ativacao induzida pelo estimulo de

frio de um canal catibnico ndo seletivo resulta em despolarizacédo direta da
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membrana neuronial. Esta despolarizacdo envolve um canal de sédio epitelial
sensivel & amilorida (ENaC) e um membro da superfamilia de canais ibnicos
TRP, o receptor TRPM8. Este € um candidato muito provavel, uma vez que
estd presente em uma subpopulacdo de neurdnios sensoriais e pode ser
ativado tanto por diminuicdo da temperatura como pelo composto refrescante
mentol em sistemas de expresséo heteréloga.

Com relacdo a hiperalgesia induzida por calor em animais com
neuropatia por ligagao de L5, FUKUOKA et al. (2002) observaram aumento da
expressdo do TRPV1 no géanglio da raiz dorsal, sugerindo que este receptor
pode estar envolvido na mediagc&o da hiperalgesia ao calor. Posteriormente, foi
investigada, por GAUDET et al. (2004), a expressao do TRPV2 (um homélogo
do TRPV1, ativado a 53°C) apds axotomia periférica. Embora a lesdo nao ter
alterado a imunorreatividade ao TRPV2 no ganglio da raiz dorsal, tronco
cerebral ou na coluna dorsal, o TRPV2 apresentou-se aumentado em
neurbnios pds-ganglionares simpaticos apds a lesdo, sugerindo que o TRPV2
pode ter um papel na dor neuropatica mantida pelo simpatico. Assim,
mudancas na expressdo dos canais TRP ligados a sensacdo de calor
localizados no sistema nervoso central podem ser responsaveis pela
hipersensibilidade ao calor.

Estudos realizados em camundongos nocaute para o receptor TRPV1
mostraram que este canal € exigido para que ocorra sensibilizacdo inflamatoria
a estimulos nocivos térmicos (CATERINA et al., 2000; DAVIS et al., 2000) e,
inclusive, apresenta expressdo aumentada durante condi¢des inflamatorias
(AMAYA et al., 2003; TOHDA et al., 2001). Em modelos animais de neuropatia
experimental diabética ou por leséo de nervo, o TRPV1 aparece em neurbnios
que ndo o expressam normalmente (HUDSON et al., 2001; RASHID et al.,
2003). Mais recentemente, ASAI et al. (2005) demonstraram que o TRPV1
também é importante na hiperalgesia em um modelo de dor induzido pela
inoculacao de células tumorais em ratos. AMAYA et al. (2003) observaram que
uma das espécies celulares que apresentaram aumento da expressdo de
TRPV1 apods inducéo de inflamacao eram fibras Ad mielinizadas. A plasticidade
estrutural das mesmas parece ser um importante mecanismo que causa
hiperalgesia apés inflamacédo, pois, em diferentes modelos de neuropatia, a

imunorreatividade para receptores TRPV1 estava aumentada no ganglio da raiz

80



dorsal de neurbénios nédo lesados (HUDSON et al., 2001), particularmente em
fibras A, assim, as fibras ndo lesadas remanescentes podem estar envolvidas
na sensibilizagéo.

Em conjunto, esses dados indicam um papel importante para a
expressdo alterada do TRPV1 (e possivelmente de TRPV2) no
desenvolvimento dos estados de dor inflamatéria, de origem tumoral e
neuropatica. Sugerem ainda a participacdo de fibras A nesta patologia.

Embora o modelo de constricdo do nervo infra-orbital utilizado para
induzir neuropatia em nosso estudo seja uma adaptacdo do modelo original
desenvolvido por VOS et al. (1994), foi possivel desenvolver um estado de dor
neuropatica em ratos através da constricdo do nervo infra-orbital de modo
consideravelmente menos invasivo do que o original, que envolve a retirada do
globo ocular do animal.

Com o intuito de estudar os mecanismos da hiperalgesia ao frio e calor
em condic¢des de leséo de nervo e validagcdo do modelo utilizado, foi observado
gue animais selvagens (naive) ou falso-operados (sham) exibiram um tempo
médio (basal) uniforme de grooming facial ou de comportamento nociceptivo
em resposta ao frio e ao calor, respectivamente. No entanto, quatro dias apds a
cirurgia de constricdo do nervo infra-orbital, houve hipersensibilidade ao frio,
demonstrada pelo aumento significativo do tempo de grooming facial dos
animais apos estimulo de frio e seis dias ap0s a cirurgia houve um aumento da
hipersensibilidade ao calor. Nao existem dados na literatura com relagédo ao
sistema trigeminal que possam indicar a participacdo de canais TRP ou de
outros canais neste fendbmeno, mas é bastante provavel que os mesmo canais
discutidos anteriormente estejam envolvidos, sabendo-se que grande parte das
modificacdes descobertas a respeito da expressédo dos receptores TRPV1 e
TRPV2 ocorrem na medula e no ganglio. Porém, os mecanismos envolvidos na
sensibilizagdo do TRPV1 ainda s&o obscuros. MORENILLA-PALAO et al.
(2004) mostraram que pode haver modulagédo da translocacdo do TRPV1 para
a superficie neuronial pela PKC ativada por ésteres de forbol ou ativacdo de
MGIuUR5, implicando que essa exocitose possa contribuir para a instalacéo e
manutencdo da hiperalgesia inflamatéria térmica nas terminacdes nervosas
periféricas. O fato das terminacdes periféricas que apresentam o TRPV1

utilizarem o glutamato como neurotransmissor e fazer sinapse com neurénios
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que expressam receptores AMPA, NMDA e NK-1(HWANG et al., 2004)
também suportam a hip6tese da modulagéo.

Ja foi demonstrado que a hiperalgesia ao frio envolve receptores
ionotropicos de glutamato (NMDA e AMPA) localizados em axbnios e
terminacbes distais de nociceptores periféricos (CARLTON, 1995). Este
impulso nociceptivo mantido resulta em uma neuroplasticidade central em que
0S neurdnios espinhais nociceptivos mostram excitabilidade aumentada, o que
se reflete em respostas comportamentais aos estimulos nocivos também
exacerbadas (MELZACK, 2001).

Estabelecida a hiperalgesia induzida pelo modelo, foram iniciados os
experimentos envolvendo tratamentos farmacolégicos, comecando pela
avaliacdo do efeito do anticonvulsivante lamotrigina. A lamotrigina nas doses
de 10,0 e 30,0 mg/Kg (i.p.) mostrou-se bastante eficiente ao reverter a
hiperalgesia ao frio causada pela constricdo do nervo para o nivel basal
durante as seis horas de experimento, sendo capaz de, inclusive, em alguns
momentos, abolir por completo a resposta de grooming facial dos animais
tratados. HUNTER et al. (1997) obtiveram resultados similares com a
lamotrigina no modelo de imersdo da pata em agua gelada (0° C) apds
constricdo dos nervos L5 e L6. Além disso, no presente estudo, a lamotrigina,
na maior dose também foi igualmente eficaz em reduzir a hiperalgesia ao calor
decorrente da CCNI. Entretanto, um estudo curioso conduzido por
CHRISTENSEN et al. (2001), utilizando o modelo de constricdo do nervo infra-
orbital em ratos, verificou que a alodinia mecénica foi refrataria ao tratamento
com lamotrigina, observando reversdo deste quadro apenas com a
gabapentina. Assim, a alodinia mecéanica trigeminal parece apresentar
mecanismos diferentes da hiperalgesia ao frio e ao calor.

Em adicdo, BLACKBURN-MUNRO et al. (2001) observaram, em um
estudo eletrofisiolégico apos inducdo de neuropatia, reducédo dos disparos
neuroniais ap6s administracdo iontoforética de lamotrigina. Por outro lado,
LYNCH 1ll et al. (2004) relataram que nao houve reversao da alodinia aos
estimulos térmicos por lamotrigina no modelo de neuropatia induzida por
vincristina, mas, neste caso, houve atenuacdo da alodinia mecanica. No
entanto, ndo se pode assumir que 0s mecanismos envolvidos na hiperalgesia

térmica sdo os mesmo da mecanica. Na verdade, com relacdo aos efeitos da
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lamotrigina na alodinia/hiperalgesia mecanica e tatii os dados parecem
contraditorios. Corroborando com esse trabalho, a lamotrigina reduziu a
hiperalgesia mecanica no modelo de neuropatia diabética (NAKAMURA-CRAIG
et al., 1995). No entanto, HUNTER et al., (1997) demonstraram que no teste de
alodinia tatil a lamotrigina ndo foi efetiva em um modelo de ligacdo de nervo
espinhal. Resultados similares foram observados na regido do trigémio por
CHRISTENSEN et al. (2001). Assim, comparando os modelos de hiperalgesia
mecanica, ERICHSEN et al. (2003) verificaram que a lamotrigina inibiu a
hiperalgesia no modelo de ligacdo das ramificacdes tibial e peroneal do ciatico
mas ndo sobre a alodinia e hiperalgesia produzidas por lesdo fotoquimica.
Estes dados parecem indicar que o efeito da lamotrigina depende ndo somente
do parametro analisado (hiperalgesia/alodinia mecanica, tatil, hiperalgesia
térmica) mas também do tipo e da regido onde a lesdo ocorreu. Infelizmente,
em nosso modelo de neuropatia trigeminal ainda nao foi possivel avaliar o
efeito deste anticonvulsivante sobre a estimulacdo mecéanica. FOX et al. (2003)
também destacam que diferencas entre as espécies podem existir.
Clinicamente, foi demonstrado que a lamotrigina é eficaz em quadros de dor
com origem neural (ZAKRZEWSKA et al., 1997; DEVULDER & DELAAT, 2000)
e lesdo traumatica da coluna (FINNERUP et al., 2002).

A lamotrigina difere de outros anticonvulsivantes, como fenitoina e
carbamazepina, por exibir sensibilidade diferente para as varias subunidades a
do canal de sodio (COULTER, 1997) e tem sido sugerido que a lamotrigina
possa atuar seletivamente em canais de sédio em neurdnios que sintetizam
glutamato e aspartato (LEACH et al., 1986). Uma vez que as evidéncias
(CARLTON, 2001; EIDE et al., 1995) apontam para o envolvimento do receptor
NMDA na sensibilizacdo dos nociceptores, avaliou-se também a acdo da
memantina em nosso modelo de dor neuropatica trigeminal. Sendo assim, a
memantina aboliu completamente a hipersenbilidade ao frio e ao calor
promovida pela lesdo no nervo infra-orbital durante as 6 h em que foi avaliada.
Este resultado parece indicar que ha participacdo do glutamato na instalacao
do quadro de hiperalgesia térmica ao frio e ao calor induzido pela cirurgia de
constricdo do nervo infra-orbital. Resultados similares também foram obtidos
em outros modelos de neuropatia onde a memantina atenuou a hiperalgesia e

alodinia mecanica em animais que sofreram ligacdo dos nervos espinhais da
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quinta e sexta vértebra lombar (CARLTON & HARGETT, 1995), a hiperalgesia
térmica apods ligacdo do nervo ciatico (EISENBERG et al., 1995), a alodinia
mecanica induzida por ligacdo do sétimo nervo espinhal (CARLTON et al.,
1994) e a hiperalgesia aos estimulos mecanicos e térmicos (frio e calor) no
modelo de neuropatia induzida por ligagdo dos nervos L5 e L6 em ratos
(SUZUKI et al.,, 2001). Em adicdo, a memantina suprimiu a resposta de
neurdnios espinhais a estimulagdo térmica tanto em animais normais quanto
artriticos (NEUGEBAUER et al., 1993), bem como também promoveu reducao
da nocicepcdo e da hiperalgesia em modelos animais de inflamacéo
(EISENBERG et al., 1993; 1994).

Embora tanto receptores NMDA e ndo NMDA sejam ativados por um
potencial de acéo originado de uma fibra C, os principais contribuintes para o
potencial pos-sinaptico excitatorio rapido sédo os receptores ndo NMDA (JIANG
et al., 1990). KING & GARCIA (1993) observaram que receptores ndo NMDA
contribuem substancialmente para a neurotransmissdo no corno dorsal e
processamento somatossensorial de estimulos cutaneos nocivos e indcuos,
enquanto receptores NMDA estdo relacionados com respostas mais lentas.
Assim, ndo é surpreendente que a despolarizagdo cumulativa seja reduzida
também por antagonismo de receptores NMDA (BARANAUSKAS et al., 1995).

CHAPLAN et al. (1997) demonstraram ainda que a memantina é mais
eficaz que a quetamina e o dextrometorfan (antagonistas mais antigos dos
receptores NMDA). Nesse sentido, a memantina torna-se o candidato ideal
para o tratamento da dor cronica, devido ao seu antagonismo ndo competitivo
de relativa baixa afinidade e dependente da voltagem, além de produzir menos
efeitos colaterais em comparacdo aos outros antagonistas de receptores
NMDA (KORNHUBER et al., 1997).

Para compreendermos melhor a participagédo do glutamato e o efeito da
memantina na hiperalgesia térmica no modelo de CCNI avaliamos o efeito do
antagonista ndo competitivo de receptores NMDA MK-801. YASHPAL et al.
(2000) demonstraram que o MK-801 promoveu aumento dos limiares de
resposta ao estimulo mecénico e reducdo da hiperalgesia ao estimulo de frio
no modelo de dor crbnica induzida por constricdo do nervo ciatico. Em
contraste, ERICHSEN & BLACKBURN-MUNRO (2002) descreveram auséncia

de reversdo sobre a hiperalgesia ao frio e alodinia mecanica no modelo de
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constricdo do nervo ciatico ao administrar MK-801 ou o antagonista de
receptores AMPA, o NS 1209. As razdes para esta discrepancia sao
desconhecidas.

Outros estudos, como o de MAO et al. (1992) observaram que, apés a
cirurgia de constricdo do nervo ciatico houve uma reducéo do limiar de retirada
da pata ipsilateral em resposta ao estimulo de calor que foi revertida pela
administracdo de MK-801 e HA966 (outro antagonista de receptores NMDA)
antes e apos a lesdo do nervo, enquanto o antagonista de receptores AMPA
(CNQX) foi eficaz apenas quando administrado antes da cirurgia. Isto sugere
que a ativacao de receptores NMDA e ndo-NMDA pode ter papeis distintos na
inducdo e manutencdo da hiperalgesia térmica ao calor apds a cirurgia de
constricdo do nervo e que 0s mecanismos envolvidos na dor neuropatica estéo
relacionados com anormalidades centrais mediadas por aminoacidos
excitatorios.

Nossos resultados corroboram com os estudos de YASHPAL et al.
(2000) e MAO et al. (1992) e estendem para a regiao orofacial a participacéo
do glutamato na instalacdo do quadro hiperalgésico ao frio e ao calor. Em
contraste com o0s tratamentos sistémicos anteriores com lamotrigina e
memantina, a duragéo de acdo do MK-801 foi observada apenas durante as
primeiras quatro horas de teste. Além disso, uma vez que o MK-801 foi
administrado localmente sugerimos que esteja havendo liberacédo de glutamato
na regido orofacial (local). Estes receptores periféricos parecem também
contribuir para a instalagdo da alodinia mecanica na pata apos a constricdo do
nervo ciatico (JANG et al., 2004).

O gene Homerl foi identificado recentemente e parece ter um papel
critico na expressdo da plasticidade sinaptica em vérias regides cerebrais
(BRAKEMAN et al., 1997). MIYABE et al. (2006) investigaram as
consequéncias imediatas da lesédo de constricAo do nervo ciatico sobre a
expressdo deste gene no corno dorsal. Aumento significativo dos niveis do
RNA mensageiro para Homerl foi encontrado no corno dorsal ipsilateral a
lesédo 4 h apOs a cirurgia e foi mantido até 8 h antes de retornar aos valores
basais 24 h apés a cirurgia. A inducdo do gene foi dependente de ativagdo de
receptores NMDA e da via das quinases reguladas por sinal extracelular 1 e 2,

uma vez que o MK-801 e um inibidor especifico das vias das MAP quinases 1 e
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2 (U1026) significativamente atenuaram o0 aumento nos niveis do RNA
mensageiro do Homerl induzido pela lesdo em comparagéo a animais controle.
Esses dados fornecem a importante evidéncia de que uma regulacao transitoria
de genes apds lesdo de nervo pode ser fundamental na remodelacdo do
fendtipo das fibras sensoriais e contribuir para o aumento duradouro da eficacia
singptica que d4 margem ao desenvolvimento da dor neuropatica e que 0s
receptores NMDA podem ter um papel importante nesta regulagédo de genes.
Logo, no que refere a hiperalgesia térmica na regido trigeminal, verificou-se

que tanto a memantina como o MK-801 sao efetivos.

5.3. MODULAGCAO DOS RECEPTORES DE CALOR E FRIO E SUA RELAGCAO
COM RECEPTORES NMDA

Andlises de co-expressdo mostraram que o RNA mensageiro para o
receptor TRPAL é encontrado, em sua maioria, em neurénios que também séo
positivos para TRPV1. Em contraste, poucos neurbnios positivos para TRPV1
contém o RNA mensageiro para o receptor TRPM8 (PEIER et al., 2002;
STORY et al., 2003). Uma vez que o TRPAL marca neurbnios que respondem
a estimulos de frio e calor, o conhecimento da qualidade sensorial que ativa
especificamente o receptor TRPA1 ¢é crucial para a compreensdo da
codificacdo de temperaturas nocivas. BANDELL et al. (2004) confirmaram que
tanto o receptor TRPA1 de camundongos quanto o de humanos em cultura sédo
ativados por temperaturas frias nocivas e por substancias que excitam
predominantemente neurdnios do ganglio da raiz dorsal sensiveis ao frio (por
exemplo, o cinamaldeido). A injecédo de cinamaldeido na pata de camundongos
induziu comportamento nociceptivo, como lambedura e chacoalhar da pata que
cessa apOs cinco minutos. Em seguida, foi verificado que os animais
apresentavam hiperalgesia a um estimulo de calor 30 minutos apés a aplicacéo
de cinamaldeido. Apesar do marcante comportamento nociceptivo agudo em
resposta ao cinamaldeido em animais nocaute para o TRPV1, esses nédo
apresentaram hiperalgesia ao estimulo de calor, indicando que a resposta
nociceptiva aguda é independente do TRPV1, enquanto a hiperalgesia é

mediada pelo ultimo.
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A ativacdo de muitos canais TRP esta ligada a sinalizacdo mediada por
receptores acoplados a proteina G (CLAPHAM et al., 2003). BANDELL et al.
(2004) demonstraram que o receptor TRPAL pode ser ativado pela bradicinina
e que a ativacdo do TRPA1 e do TRPMS8 pode ser severamente atenuada por
um inibidor especifico da fosfolipase C. Uma das consequéncias da ativacéo
dessa enzima é a quebra de bisfosfato de fosfatidilinositol em trifosfato de
inositol e diacilglicerol. O primeiro mobiliza as reservas intracelulares de calcio
e 0 segundo ativa a PKC. Como o cinamaldeido, o mentol e um estimulo de frio
nao causam liberacdo de calcio em células que ndo possuem 0s receptores
TRPAL1 e TRPMS8, entdo n&do sdo capazes de ativar diretamente a fosfolipase
C.

Um modo importante de ativacdo do receptor TRPV1 é por fosforilacdo
do canal ibnico pela PKC. A habilidade de regular a atividade do TRPV1 sugere
conexdes com cascatas de resposta a ativacdo de receptores da superficie
celular, como ocorre com o receptor do fator de crescimento neural (TrkA,
BONNINGTON et al., 2003), com o receptor B, da bradicinina (SUGIURA et al.,
2002) e com o receptor do ATP (P2Y1; TOMINAGA et al., 2001). Mais ainda, a
fosforilacdo do TRPV1 pela PKC induzida por PMA diminui o limiar de resposta
ao calor de 42 C para cerca de 32 € (NUMAZAKI et al., 2002). HU et al.
(2002) demonstraram que a PGE, também pode induzir fosforilacdo do TRPV1
por intermédio da PKA. A fosforilacdo e defosforilacdo do TRPV1 modula a
atividade do canal. As proteinas quinases A e C atuam sensibilizando-o a
estimulacdo por agonista, bem como diminuindo sua dessensibilizac&o
(PREMKUMAR & AHERN, 2000; DE PETROCELLIS et al., 2001).

Por sua vez, a fosforilacdo de proteinas tem sido considerada um
mecanismo principal pelo qual ocorre a modulacdo da funcéo de receptores de
glutamato (RAYMOND et al., 1994; HATT, 1999). A fosforilacdo de receptores
NMDA parece ser regulada por um nimero de proteinas quinases e fosfatases.
A subunidade NR1 é fosforilada pela PKA ou C em residuos de serina
(TINGLEY et al., 1997; HATT, 1999) e, assim, 0 receptor passa a gerar
respostas exacerbadas devido & uma probabilidade aumentada de abertura do
canal e reducdo do bloqueio voltagem dependente exercido pelo ion magnésio
em receptores NMDA (CHEN & HUANG, 1992). LIN et al. (2002) observaram

que, ao induzir a ativacdo da PKA com forscolina, as respostas das células do
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trato espinotalamico estavam exacerbadas para estimulos nocivos mecanicos,
mas ndo em relacdo a estimulos in6cuos. Seguindo esta linha de estudo, ZOU
et al. (2002) forneceram evidéncias morfologicas de que houve aumento no
namero de células trato espinotalamico que continham receptores NMDA
fosforilados apds injecdo de capsaicina por via intradérmica. Ainda, esta
fosforilacdo foi prevenida com o uso de um inibidor da PKA. Ou seja, apés a
inducdo de uma inflamacé&o periférica aguda, houve ativacdo de receptores
NMDA, mediada, em parte, pela PKA. Experimentos recentes deste grupo (LIN
et al., 2002) indicaram que a ativacdo da PKA por administracédo de forskolin no
corno dorsal aumenta a resposta de células do trato espinotalamico a estimulos
mecanicos nocivos, mas ndo ao leve esfregar da pele. Em contraste, a
administracdo de ésteres de forbol (indutores da atividade da PKC) no corno
dorsal aumentou a resposta dessas células ao leve toque da pele, mas ndo ao
estimulo mecanico nocivo (LIN et al.,, 1996), o que sugere a interessante
possibilidade de que a PKA esteja mais relacionada com a hiperalgesia
mecanica, e a PKC, com a alodinia. Finalmente, em uma condicdo de dor
cronica, produzida por ligacado do nervo espinhal da quinta vértebra lombar (L5)
GAO et al. (2005) demonstraram o aumento da fosforilacdo da subunidade
NR1 do receptor NMDA no corno dorsal de animais neuropaticos. Assim, a
modulacdo da funcdo do receptor NMDA parece estar envolvida com o
desenvolvimento de sensibilizacdo central em situacbes de estimulacéo
prolongada advindas de estimulo inflamatério ou lesdo de nervo.

Logo, é possivel que a modulagdo do funcionamento dos receptores
NMDA possa influenciar o desempenho dos canais TRP relacionados a
transducdo dos estimulos nocivos de frio e calor em quadros de dor
neuropatica. Mais especificamente, no sistema trigeminal, a inducdo de
neuropatia, uma condi¢cdo que prevé mudancas drasticas no sistema sensorial,
foi observada hiperalgesia térmica aos estimulos de frio e calor que pode ser,
em alguns casos, completamente revertida por antagonistas de receptores
NMDA, indicando fortemente uma conexao entre esses receptores.
Considerando-se que o receptor NMDA permite influxo de calcio e que, as vias
discutidas anteriormente culminam em ativacdo de quinases ou liberagdo dos
estoques de calcio intracelular, este pode ser um mecanismo em potencial para

essa suposta conversa cruzada.
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A relacdo entre receptores NMDA em um quadro de sensibilizacédo
induzida por um agente algico parece ser mais ténue, de modo que foi
observada apenas sensibilizacdo ao estimulo de frio, e ndo de calor apés a
injecdo de glutamato. Contudo, ndo se deve excluir a possibilidade da
sensibilizacao ocorrer com doses diferentes de glutamato. Além disso, o fato da
aplicacao ter sido realizada apenas uma vez pode néo ter sido suficiente para
induzir uma sensibilizacdo que acusasse relevancia estatistica. Logo,
aplicacdes multiplas podem fornecer um resultado diferente. Entretanto, deve-
se trazer a mente que a lesdo do nervo constitui um quadro bastante distinto,
que gera respostas acentuadas no que refere a reorganizacdo que se
estabelece ap0s a lesdo cronica. O fato da sensibilizagdo ao frio ter exigido
uma dose menor de glutamato também pode refletir a expressdo de maior
quantidade de receptores TRPAL na regido orofacial e/ou uma suscetibilidade
naturalmente maior desta regido a estimulos de frio. Além disso, ndo deve ser
descartada a possibilidade de que outros mediadores estejam envolvidos na
inducdo de sensibilizagcdo, como neurocininas, endotelinas, bradicinina, entre

outros.

5.3. EFEITO DAS DROGAS SOBRE O DESEMPENHO MOTOR (ROTA-RQOD)

A avaliacdo do desempenho do motor dos animais é fundamental para
observacdo de efeitos sobre o sistema nervoso central. Neste estudo, tem
importancia chave para que pudesse ser realizada uma andlise fiel dos dados
registrados nos testes de nocicepcao, os quais dependiam da observacao de
um parametro que diretamente relacionado a coordena¢do motora dos animais
(grooming facial). Animais cujo desempenho motor estivesse comprometido
poderiam levar a conclusdo precipitada de que a droga estaria elicitando
analgesia, quando, na verdade, estariamos analisando uma atividade sedativa
do agente terapéutico em questéao.

A fim de evitar esse interferente, foram testadas varias doses no modelo
de hiperalgesia ao frio, cuja dependéncia da coordenagdo motora era extrema.
A dose que promoveu maior analgesia (30 mg/Kg para a lamotrigina e 3,0
mg/Kg para a memantina) foi testada no rota-rod e néo foi observado prejuizo

motor algum nos animais.

89



Um estudo com a lamotrigina relatou que a dose de 100,0 mg/Kg causou
prejuizo motor em ratos (HUNTER et al.,, 1997) e, embora estudos que
utilizaram memantina a 10,0 e 20,0 mg/Kg (SUZUKI et al., 2001; CARLTON &
HARGETT, 1995) ndo tenham relatado disfuncées motoras, a dose de 10,0
mg/Kg claramente induziu mudancas de comportamento significativas nos
animais de nosso estudo. Assim, estabelecemos a dose méaxima de 3,0 mg/Kg,
que apresentou maior efichcia como analgésica. A diferenca pode advir do fato
de ter sido utilizada uma linhagem de animais diferente em nosso estudo (ratos
Wistar), enquanto ratos Sprague-Dawley foram empregados pelos outros

autores.
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6. CONCLUSOES

Através de modelos de dor aguda e crbnica na regido orofacial podemos

sugerir que:

» O glutamato é capaz de promover ativacdo dos nociceptores periféricos
na regido orofacial, uma vez que a sua injecdo causou comportamento
nociceptivo.

* A nocicepc¢ao induzida pelo glutamato orofacial envolve a ativacao de
canais de sédio dependentes da voltagem, pois o tratamento sistémico
com o anticonvulsivante lamotrigina, bloqueador de canais de sédio, foi
capaz de bloquear essa nocicepcgao.

e O comportamento nociceptivo induzido pela injecdo orofacial de
glutamato também depende da ativacao de receptores glutamatérgicos
ionotrépicos NMDA, pois tal comportamento foi inibido pela
administragao sistémica do antagonista memantina. Estes receptores
nao estéo localizados somente no sistema nervoso central mas também
perifericamente uma vez que a injecdo local de MK-801 reverteu a
nocicep¢ao causada por glutamato.

« A aplicacdo orofacial de glutamato € capaz de induzir, além da
nocicepcao, sensibilizacdo a estimulos nocivos de frio nessa regiéo.
Essa sensibilizacdo também depende da ativagdo de canais de sodio,
pois foi revertida em grande proporcédo pelo tratamento sistémico com
lamotrigina, e da ativacdo de receptores NMDA centrais e periféricos, 0
que é justificado pela a¢do inibitéria sistémica da memantina e local do
MK-801, respectivamente.

* A constricdo crbnica do nervo infra-orbital produz um quadro de intensa
hiperalgesia a estimulos de natureza térmica, constituindo um modelo
confidvel de estudo de neuropatia trigeminal.

* A hiperalgesia ao frio e ao calor apos a constricdo do nervo infra-orbital
€ mediada, em grande parte, por canais de soédio regulados pela
voltagem, devido a reversdo substancial da hiperalgesia apds

administracdo de lamotrigina e por receptores NMDA centrais e

91



periféricos, que também atuam no desenvolvimento dessa resposta
exacerbada, conforme demonstra o blogueio da hiperalgesia ap0s
tratamento sistémico e local com os antagonistas de receptores NMDA
memantina e MK-801, respectivamente.

A reducdo da hiperalgesia ao frio e calor pelos antagonistas de
receptores NMDA e as possiveis modificacdes que este canal sofre apos
constricdo do nervo infra-orbital sugerem que possa existir um
mecanismo intracelular capaz de modular a atividade dos canais TRP
responsaveis pela percepcdo de frio e calor nocivos no quadro de dor

cronica.
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