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RESUMO

A regido orofacial é freqlientemente acometida por dores agudas ou crénicas. No
entanto, os mecanismos e mediadores envolvidos neste processo ainda sdo pouco
entendidos. Isto pode ser atribuido, pelo menos em parte, ao reduzido nimero de
modelos animais destinados ao estudo das dores de origem trigeminal. O teste de
formalina orofacial pode ser utilizado para a realizagdo destes estudos. Neste teste,
apos a injecado de formalina diluida no labio superior de ratos, a intensidade da dor
pode ser medida através da analise de um Unico parametro: a friccdo da area
injetada. Esta resposta apresenta um perfil bifasico. A primeira fase reflete a
ativacéo direta dos nociceptores pela formalina, enquanto que a segunda fase
parece ser o resultado da resposta inflamatéria induzida pela formalina. Utilizando o
teste de formalina orofacial, o objetivo do nosso estudo foi avaliar mediadores que
participam da primeira e da segunda fase desta resposta. Os experimentos foram
realizados utilizando ratos machos Wistar, pesando entre 160-240 g. Apdés um
periodo de ambientagdo, os animais receberam uma inje¢do local de salina ou
formalina (50 pl) e a resposta nociceptiva foi avaliada durante 30 minutos (0-3 min
fase |.e 12-30 min- fase Il). A administracdo de formalina nas concentragées de
0,625; 1,25; 2,5; 3,75; e 5% induziram uma resposta nociceptiva dose-dependente
nos animais. A dose de 0,625% foi selecionada para experimentos que visassem
avaliar o efeito potenciador de drogas ou mediadores, enquanto que a dose de 2,5%
foi utilizada para avaliar o efeito antinociceptivo das drogas. As drogas foram
administradas por via s.c. para o tratamento local (50 ul) ou por via i.p ou s.c. para o
tratamento sistémico (1 ml/kg). Os dados aqui apresentados mostram % maxima de
reducao ou potenciagéo. O tratamento com o antagonista de receptores ETa de
endotelina (BQ123, 1-10 nmol/50 pl), com o antagonista de receptores B, de
bradicinina (BK) (HOE140, 0,1-10 mg/kg) ou com o antiinflamatério esteroidal
(dexametasona, 0,5-2,0 mg/kg) reduziu as fases | (45, 67 e 66%) e |l (49, 46 e 43%),
respectivamente, da resposta induzida por formalina 2,5%. A fase | da resposta foi
potenciada pelo tratamento dos animais com ET (endotelina)-1 (10 pmol, 94,3%). A
fase Il desta resposta foi reduzida pelo tratamento com os antiinflamatérios n&o
esteroidas (AINES) meloxicam (0,31-5 mg/kg, 55%) e celecoxibe (1-10 mg/kg, 51%
ou 12,5-200 ng, 52%), com os agentes simpatoliticos atenolol, (6,25-100 ug, 56%) e
guanetidina (30 mg/kg, 54%), com o antagonista de receptores B; de BK (DALBK,
0,5-2,0 ug/50 pl, 43%), com o antagonista de receptores H1 de histamina (meclisina,
12,5-200 pgl/, 62%), com anticorpo anti-fator de necrose tumoral (TNF)-a (46%), e
com antisoros anti-interleucina (IL)-1p (48%), anti-IL-6 (47%) anti-IL-8 (43%), com.o
antagonista de receptores NMDA (AP-5, 30-300 ug, 46%) e com o anticonvulsivante
lamotrigina (3-30 mg/kg, i.p., 58,9%). Por outro lado, a fase Il da resposta a formalina
0,625 % foi potenciada pelo tratamento com o inibidor da cininase Il (captopril, 5
mg/kg, 87%), prostaglandina (PG) E, (50 e 100 ng, 79%), tiramina (200 ng, 46%),
ET-1 (10 pmol, 133%), histamina (250 ng, 95,8%) TNFa (1,25-5,0 pg, 72%), IL-1B
(0,125-0,5 pg, 61%), IL-6 (1,0-2,0 ng, 84%) ou IL-8 (100 e 200 pg, 70%) e glutamato
(100 nmol, 76,2%). O AINE (Indometacina, 2 e 4 mg/kg ou 100 e 300 pg/50 pl), o
inibidor da 5-lipoxigenase (MK 886, 0,3-3,0 mg/kg) e o antagonista de receptores
ETgs de ET (BQ788, 3 e 10 nmol) ndo modificaram a resposta. Nossos resultados
sugerem a participacdo da BK (via receptores Bz) e endotelina (via receptores ETa),
em ambas as fases, e de PGs, aminas simpatomiméticas, BK (via receptores
B,), histamina, citocinas e glutamato na fase |l da resposta a formalina orofacial.
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ABSTRACT

The orofacial region is frequently assaulted by chronic and acute pain. However, the
mechanisms and mediators underlying these process are still poorly understood. This
is partially due to the relative scarcity of experimental animal models available for the
study of trigeminal pain. The orofacial formalin test can be used for this purpose. In
this model, after an injection of diluted formalin into the upper lip of rats, the pain
intensity can be evaluated by the analysis of single parameter, e.g. the rubbing of the
injected area. This response shows a biphasic profile similar to that observed after
injection of formalin into the hind paw. Even though several mediators have been
implicated in the formalin-induced pain in the paw, there are only a few studies
evaluating these mediators in the orofacial formalin model. The aim of this study was
to evaluate some mediators involved in both phases of this response. The
experiments were conducted using male Wistar rats weighting 160-240 g. After a
short habituation period, animals received an injection of 50ul formalin at different
concentrations (0.625, 1.25, 2.5, 3.75, 5%) or saline and the nociceptive response
was recorded at 3 min blocks up to 30 min. The injection of crescent concentrations
of formalin induced a concentration related response. Formalin 0.625 was selected
for experiments were an increase in the response was expected and formalin 2.5%
was selected for experiments where antinociceptive drugs were used. Drugs were
given by local s.c. injection (50ul) or systemically by i.p. or s.c. injection (1 mi/kg).
Data show maximum percentage of reduction or potentiation. The treatment of
animals with the endothelin ETa receptor antagonist (BQ123, 1-10 nmol), the
bradykinin (BK) Bz receptor antagonist (HOE140, 1-10 mg/kg), or with
dexamethasone (0.5-2.0 mg/kg) reduced phases | (45, 67 and 66%) and |l (49, 46
and 43%), respectively, of formalin-induced response. Local treatment of animals
with endothelin (ET)-1 (10 pmol) resulted in a potentiation (94,3%) of phase | of the
formalin-induce response. The phase |l or formalin-induced response was reduced
by the treatment of animals with NSAIDS like meloxicam (0.31-5 mg/kg, 55%) or
celecoxib (1-10 mg/kg, 51%, or 12.5-100 pg, 52%). This reduction was also observed
when animals were treated with sympatolitic agents atenolol (6.25-100 ug, 56%) or
guanethidine (30 mg/kg, 54%), BK B4 receptor antagonist (DALBK, 0.5-2 pg,-43%),
histamine Hy receptor antagonist (meclizine, 12.5-200 pg, 62%), antibody against
tumor necrosis factor (TNF)-o. (46%), or antiserum against interleukin (IL)-18 (48%),
IL-6 (47%) or IL-8 (43%), or with the NMDA receptor antagonist (AP-5, 30-300 pg,
46%) On the other hand, phase |l was potentiated by treatment with the cininase Il
inhibitor (captopril, 5 mg/kg, 87%), prostaglandin (PG)E2 (50 ng, 79%), tyramine (200
ug, 46%), ET-1 (10 pmol, 133%), TNFa (1.25-5 pg, 72%), IL-1B (0.125-0,5 pg, 61%),
IL-6 (1-2 ng, 84%) or IL-8 (100 and 200pg,70%). The NSAID Indomethacin, (2 and 4
mg/kg or 100 and 300 ng), the 5-lipoxigenase inhibitor (MK 886, 0.3-3.0 mg/kg) and
the endothelin ETg receptors antagonist (BQ788, 3 and 10 nmol) did not reduce the
phase | or |l of formalin-induced response. Our results suggest the participation of BK
(via By receptors) and ET (via ETa receptors) in both phases or formalin-induced
response, and the participation of PGs (formed via COX-2), BK (via B¢ receptors),
histamine, cytokines and glutamate (via NMDA receptors) in phase Il of formalin-
induced response. The partial inhibitory effect observed with dexamethasone
indicates that pre-formed mediators have a role in formalin-induced orofacial pain.
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Introdugdo - 1

1 INTRODUGAO

1.1 ADOR COMO UM SINAL DA REACAO INFLAMATORIA

A inflamacdo é uma resposta do organismo a lesdo ou destruicdo de um
tecido que envolve eventos celulares e vasculares, orquestrados por muiltiplos tipos
de leucécitos, mediadores quimicos e fatores de crescimento teciduais ou
plasmaticos (WEAVER, 1995).

A inflamacdo aguda caracteriza-se por quatro sinais classicos: dor, calor,
rubor e tumor. Eventualmente um quinto sinal pode ser adicionado a estes, a perda
da fungdo do érgdo ou tecido. Microscopicamente esses sinais envolvem uma
complexa série de eventos que incluem dilatagdo de arteriolas, capilares e vénulas
com aumento da permeabilidade e fluxo sanglineo, exsudagdo de fluidos e
migracao de leucécitos para o foco inflamatério. Os eventos basicos desencadeados
frente as respostas inflamatérias s&o iniciados pelo trauma (de origem mecanica,
térmica ou quimica), que ocasiona ativagdo de células locais (mastdcitos, células
endoteliais e macréfagos) e migratérias. Substancias quimicas sdo liberadas no foco
inflamatério, sendo responsaveis pela série de eventos locais. Essas substancias
sdo conhecidas como mediadores quimicos da inflamagcdo e podem ter origem
celular (histamina, eicosandides, fator de ativagdo plaquetaria (PAF), neuro-
peptideos, éxido nitrico e citocinas) ou plasmatica (cininas, C5a, fibrinopeptideos e
fator XII ativado) (GALLIN et al., 1982).

Os macréfagos residentes podem ser considerados células de alarme pois,
quando estimulados, liberam grande quantidade de substancias ativas, dentre elas
as citocinas, que funcionam como reguladores das agdes inflamatdrias e imunes
(FERREIRA, 1980; FERREIRA et al.,, 1988; CUNHA et al., 1991; CUNHA et al.,
1992; THOMAZZ| et al., 1997).

1.2 DOR E NOCICEPCAO
A dor foi conceituada, em 1986, pela Associagao Internacional para o Estudo

da Dor (IASP) como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel a qual

esta associada a lesGes reais ou potenciais ou descrita em termos de tais lesbes”.
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Portanto a dor possui, dentre outros, um carater subjetivo. Cada individuo aprende a
utilizar este termo através de suas experiéncias. Este conceito ndo admite uma
relacdo direta entre leséo tecidual e dor e enfatiza o aspecto da subjetividade na
interpretagéo do fenémeno doloroso.

Enquanto que a dor representa uma percepgao subjetiva com uma dimenséo
psicolégica, a nocicepgdo consiste na recepgdo dos estimulos pelos nociceptores
que codificam sinais para fornecer informagdes ao sistema nervoso central (SNC) da
existéncia da injuria. Portanto, dor seria o termo mais apropriado para o homem,
enquanto que nocicepgdo seria mais indicado para animais experimentais
(ALMEIDA, 1996).

Quase um século atrds, Sherrington propGs a existéncia de nociceptores,
neurénios sensoriais primarios que seriam ativados por estimulos nocivos
(SHERRINGTON, 1906). De acordo com este modelo, os nociceptores teriam uma
sensibilidade ou limiar caracteristico que os distinguiria de outras fibras sensoriais
nervosas. Posteriormente, estudos eletrofisiolégicos demonstraram a existéncia de
neurdnios sensoriais primarios que sao ativados por calor nocivo, pressao intensa ou
iritantes quimicos, mas que ndo respondem a estimulos in6cuos (BURGESS e
PERL, 1967).

Desta maneira, os nociceptores podem ser definidos como receptores
sensoriais que sao ativados por estimulos nocivos e, apresentam-se como
terminagdes nervosas livres mielinizadas do tipo A5 e ndo mielinizadas do tipo C
(MESSLINGER, 1997). Essas fibras nervosas apresentam velocidade de condugéo
rapida (fibras AS) e lenta (fibras C). As fibras aferentes A5 respondem a estimulos
mecanicos e térmicos, e as fibras aferentes do tipo C (polimodais) respondem a
estimulos mecanicos, térmicos e quimicos (WILLIS, 1985). Considera-se ainda que
quando hé um estimulo intenso duas sensacgbes dolorosas diferentes ocorrem: uma
breve e aguda, chamada "dor priméria", transmitida por fibras A8, seguida de uma
sensagdo mais difusa e duradoura, conhecida como "dor secundaria”, transmitida
por fibras C (BASBAUM e JESSEL, 2000).

A ativagdo dos nociceptores em resposta a estimulos nocivos leva a
despolarizagio e geragéo de um potencial de agéo que se propaga ao longo de toda
a fibra. Canais de sodio regulados por voltagem controlam a excitabilidade neuronal
e estdo envolvidos na indugéo e propagacgdo dos potenciais de agdo (WOOLF e
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SALTER, 2000). A despolarizagdo se propaga ao longo de toda fibra alcangando o
corno dorsal da medula espinhal, que constitui importante estagdo relé para a
transmissdo da dor. Os nociceptores terminam de uma maneira altamente
organizada no corno dorsal da medula espinhal, com as finas fibras mielinizadas A3
terminando principalmente nas laminas | e V e as fibras C, ndo mielinizadas, na
lamina Il. Essas fibras sensoriais de alto limiar ativam um grande numero de
interneurdnios de segunda ordem e neurdonios de projecdo na medula espinhal,
alguns deles sdo ativados exclusivamente por estimulos nocivos (nociceptivos
especificos) e outros sdo ativados por estimulos de alta ou baixa intensidade (limiar
dinadmico e amplo). O impulso originado nas fibras aferentes primarias no local da
injuria causa a liberag@o de vesiculas, ao nivel da primeira sinapse do corno dorsal,
contendo neuropeptideos, como substancia P e glutamato, os quais séo
responsaveis pela producdo de potenciais sinapticos excitatérios. O glutamato pode
atuar através da ativagdo de receptores ionotrépicos (NMDA, AMPA e cainato) e de
receptores metabotropicos (MGLUR1 a mGLURS). A ativacdo de receptores NMDA
nos neurdnios do corno dorsal da medula parece ter importante participacdo no
desenvolvimento da sensibilizagdo central e hiperalgesia (MELLER e GEBHART,
1993, WOOLF, 1994). Existem evidéncias de que os receptores AMPA e cainato
também estejam envolvidos na transmiss@o da informagdo nociceptiva (CARLTON,
2001). Quanto aos receptores metabotropicos de glutamato, tem sido demonstrado
que a ativagdo de alguns destes receptores leva a liberagéo espinhal de glutamato,
o que contribui para um aumento da atividade pés sinaptica dos receptores NMDA
no corno dorsal da medula (FISHER e CODERRE, 1996).

Apbs a integragdo da informagdo nociceptiva no corno dorsal da medula
espinhal, ela é conduzida via neurbnios de projecdo para centros cerebrais
superiores (BESSON e CHAOUCH, 1987). Apesar da complexidade das vias
ascendentes da dor, neuroanatomicamente elas podem ser divididas em: vias
monosinapticas e polisinapticas. As vias monosinapticas projetam-se diretamente
para os centros cerebrais superiores e incluem o trato espinomesencefalico,
espinoparabraquial, espinotalamico e espinoreticular. As vias polisinapticas possuem
uma estagio relé de neurbnios de segunda ordem antes de se projetarem aos
centros cerebrais superiores. As duas principais vias polisinapticas sdo o trato

espinocervical e o trato da coluna dorsal p6s-sinaptica (MILLAN, 1999).
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Com relagdo a modulagdo da informagdo nociceptiva, estudos neuro-
fisiologicos realizados na década de 60 demonstraram que a estimulagéo de fibras
aferentes primarias, mielinizadas e de baixo limiar reduziam a resposta dos
neurénios do corno dorsal aos nociceptores ndo mielinizados, enquanto que o
bloqueio da condugdo nas fibras mielinizadas aumentavam a resposta dos neurénios
do corno dorsal. A partir dessa idéia foi introduzida a teoria de controle do portdo. De
acordo com essa teoria, os neurdénios envolvidos na modificacdo dos impulsos dos
neurdnios do corno dorsal compreendem as fibras de baixo limiar Aa/AB, fibras C,
neurdnios de projecdo do como dorsal que organizam e distribuem os sinais para o
cérebro, e interneurdnios inibitdrios, os quais inibem os neurdénios de proje¢do. Os
neurdnios de projecdo sdo diretamente ativados por ambas as fibras de baixo limiar,
mielinizadas e nao-mielinizadas. A diferenga crucial nos impulsos dessas duas
classes de fibras aferentes € que as fibras mielinizadas também ativam os
interneurdnios inibitorios, enquanto que as fibras ndo mielinizadas suprimem sua
atividade. Deste modo, quando fibras mielinizadas de baixo limiar s&o ativadas, a
atividade dos neurdnios de projecédo e a percepgao da dor fica reduzida (MELZACK
e WALL, 1965).

A transmissdo nociceptiva ao nivel espinhal ainda esta sujeita a regulagao
por neurdnios descendentes originados de diversos centros cerebrais. Os corpos
neuronais das fibras que formam esse sistema de controle inibitério descendente
estdo localizados em diferentes nticleos incluindo nicleo magno da rafe, rafe dorsal,
nucleo reticular paragigantocelular, loco certleo, substancia cinzenta periaquedutal,
formacé&o reticular mesencefalica, hipotalamo e cortex somatossensorial. Tais fibras
liberam diversos neurotransmissores inibitorios incluindo serotonina, dopamina,
noradrenalina, peptideos opiddes e GABA (&cido y aminobutirico) (HAMMOND,
1986; MALCANGIO e BOWERY, 1996).

1.3 DOR INFLAMATORIA

A dor inflamatéria inicia com a injuria tecidual e consequente inflamagéo e se
caracteriza pela mudanga na sensibilidade de transdugdo dos nociceptores no local
da injuria e nos tecidos normais adjacentes (WOOLF,1994). A resposta inflamatéria
provoca inicialmente uma mudanga local na sensibilidade das fibras sensoriais, um
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fenémeno conhecido como sensibilizagdo periférica (HANDWERKER e REEH,
1991). Esta sensibilizagdo, ou hiperalgesia, & consequéncia da exposi¢cdo dos
terminais nociceptivos a agentes sensibilizantes que levam a um aumento na
excitabilidade da membrana do nociceptor e consequente redugdo da despolariza-
¢ao necessaria para iniciar um potencial de agdo. Existe uma laténcia entre a injuria
tecidual e o estabelecimento da dor inflamatéria, o que sugere que o estimulo nocivo
desencadeie a liberagdo de mediadores os quais podem ativar diretamente os
referidos nociceptores, como por exemplo a histamina e a bradicinina (BK) ou
sensibilizar os mesmos como as prostaglandinas (PGs) e as aminas
simpatomiméticas (noradrenalina e dopamina). A sensibilizagdo dos nociceptores
envolve a ativagdo da enzima adenilato ciclase com conseqiente aumento nos
niveis intracelulares de AMPc (adenosina monofosfato ciclico) (LORENZETTI e
FERREIRA, 1981; FERREIRA E NAKAMURA, 1979a).

A idéia que prevalece atualmente é que a hiperalgesia n&o resulta apenas
da sensibilizacdo dos neurdnios sensoriais primarios associados aos nociceptores
polimodais de alto limiar, mas também da ativagdo de nociceptores denominados
“silenciosos”. Estes nociceptores tornam-se responsivos somente quando
sensibilizados pelos mediadores liberados apds a injuria tecidual (SCHAIBLE e
SCHIMIDT, 1988, MACMAHON, 1990).

Duas zonas de hiperalgesia podem ser caracterizadas apds o dano tecidual:
a hiperalgesia primaria, que resulta da mudanga na sensibilidade dos nociceptores
periféricos e consequente aumento na sensibilidade dolorosa em resposta a
estimulos mecénicos, térmicos ou quimicos, e a zona de hiperalgesia secundaria
que depende inicialmente da atividade neural originada no local da injuria e
propagac¢do dos potenciais de agdo através de outros ramos das fibras aferentes
levando a sensibilizagdo de neurdnios centrais (CAMPBELL et al., 1988; RAJA et al.,
1984).

1.3.1 Principais mediadores da dor inflamatéria

Na dor inflamatdria, a sensibilidade dos nociceptores pode ser modificada

por uma combinagdo de mediadores inflamatérios e quimicos, os quais s&o liberados
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apos a injuria tecidual, e atuam sinergisticamente ativando ou sensibilizando esses
nociceptores (RANG et al., 1991; TREEDE et al., 1992).

As evidéncias de que uma substancia era liberada das células da pele por
diversos estimulos lesivos, e até mesmo pela reagdo de um antigeno com um
anticorpo (LEWIS, 1927) levaram a identificagdo de um dos principais mediadores
quimicos da fase inicial da resposta inflamatoria, a histamina. Esta amina é estocada
nos granulos dos mastécitos e liberada por varios agentes fisicos e inimeros
mediadores como substancia P (SP), interleucina 1 (IL-1) e fator de crescimento
neural (NGF) (BEVAN, 1982; HILL, 1990; SCHWARTZ et al., 1991). Juntamente com
a histamina, os mastocitos também podem liberar serotonina, porém somente em
roedores (GRAZIANO, 1988), sendo que a fonte de serotonina em humanos séo as
plaquetas (PAGE, 1989). A histamina e a serotonina sdo capazes de excitar certas
populagbes de fibras aferentes polimodais (fibras C) que respondem a estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos (HANDWERKER, 1991).

Mais tarde, demonstrou-se que a histamina também era capaz de induzir
respostas nociceptivas quando injetada na pata de ratos (CARSTENS, 1997). As
suspeitas iniciais de que a histamina atuaria sobre mais de um receptor se
confirmaram e atualmente sabe-se que existem pelo menos trés classes distintas de
receptores para histamina, denominadas H1 (ASH e SCHILD, 1966), H2 (BLACK et
al., 1972) e H3 (ARRANG et al., 1987).

Pelo fato do NGF estar implicado na degranulagdo dos mastécitos, é
possivel que a histamina e a serotonina liberadas dessas células estejam envolvidas
nas respostas nociceptivas mediada pelo NGF. O NGF estimula a sintese de
neuropeptideos como SP e CGRP (peptideo relacionado ao gene da calcitonina) no
ganglio da raiz dorsal (DRG) (LINDSAY e HARMAR, 1989; GOEDERT et al., 1981).

Um outro mediador possivelmente envolvido na fase inicial da resposta
nociceptiva € a SP. Essa substancia faz parte de uma familia de peptideos
denominados taquicininas. Desta familia, SP e neurocinina A (NKA) s&o codificadas
a partir de um mesmo precursor e apresentam o mesmo padrdo de distribuicdo
(HELKE et al.,1990; MARKSTEINER et al.,, 1992). A SP e a NKA atuam via
receptores NK1 e NK2 , respectivamente. As evidéncias de que esses receptores
estejam envolvidos na mediagdo da estimulagdo nociva prolongada (GARRET et al.,
1991; CHAPMAN e DICKENSON, 1993) sdo particularmente importantes na
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subpopulag¢é@o de neurdnios aferentes primarios onde SP (e NKA) coexistem com o
glutamato, pois a agdo desse transmissores nos receptores NMDA do corno dorsal
contribuem para o fendmeno de facilitagdo central (BATTAGLIA e RUSTIONI, 1988;
CUELLO et al., 1993).

Estudos recentes tém demonstrado que receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA e ndo NMDA também participam da modulagéo da informagé&o nociceptiva na
periferia (LAWAND et al., 1997, WANG et al., 2000). A inje¢do intraplantar de
antagonistas de receptores NMDA reduz significativamente a resposta a formalina
na pata, indicando a presenca destes receptores perifericamente (DAVIDSON e
CARLTON, 1998).

Assim como a SP, o CGRP também participa da inflamagdo neurogénica. O
CGRP é sintetizado e estocado em alguns neurdnios sensoriais e pode ser liberado
tanto em suas terminagbes periféricas como centrais (MARTLING et al., 1988). O
CGRP é liberado pelos terminais das fibras C, apds estimulagdo ou sensibilizagéo
desses terminais pelos autacdides que s&o liberados apds a injuria tecidual. Os
efeitos do CGRP durante a inflamag&o neurogénica sugerem que essa ativagao local
pode ter importante fungdo ndo apenas para prover a informagdo aferente
necessaria para a geragao de respostas mediadas centralmente, mas também para
prover uma regulagéo tréfica local (HUA e YAKSH, 1993). Sugere-se que o efeito
fisiolégico mais importante do CGRP seja sua agdo vasodilatadora, que resulta em
um aumento da permeabilidade vascular e no exsudato de proteinas, como
albumina e cininogénios (BUCKLEY et al.,1991a,b).

Outros importantes mediadores envolvidos na dor inflamatéria sdo as
endotelinas (YANAGISAWA et al., 1988). A isoforma ET-1 (endotelina-1) foi a
primeira a ser identificada. Inicialmente, a ET-1 foi reconhecida pela sua potente
atividade vasoconstritora. Estudos posteriores revelaram que a ET-1 produzia uma
grande diversidade de efeitos em varias células e tecidos, e possuia fungdo
patofisiolégica em varias doengas (MASAKI et al., 1992).

As endotelinas sdo peptideos de 21 aminoacidos com ampla distribuicdo no
SNC e periférico, representadas por trés familias biologicamente ativas: ET-1, ET-2
e ET-3 (MASAKI et al.,1992). Elas estao expressas e sao secretadas por varios tipos
celulares, como por exemplo, células endoteliais (YANAGISAWA et al., 1988),
macréfagos (EHRENREICH, et al., 1990, astrécitos ( MACCUMBER et al., 1990) e
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neurénios (GIAID et al.,1989) As endotelinas atuam através da estimulagdo de pelo
menos dois receptores especificos : ETa e ETg. O receptor ET, possui alta afinidade
pela isoforma ET-1 em comparac&o a isoforma ET-3, por outro lado, o receptor ETg
possui afinidade igual para as isoformas ET-1 e ET-3 (MASAKI et al., 1992). Tem
sido demonstrado que a isoforma ET-1 possui varias propriedades pré-inflamatérias,
como por exemplo: aumento da permeabilidade vascular (FILEP et al, 1995);
ativacao e recrutamento de leucdcitos via aumento da expressdo de moléculas de
adesdo (ISHIDA et al., 1990); liberagdo de citocinas (STANKOVA et al., 1996) e
degranulacdo de mastécitos (YAMAMURA et al., 1994). Em adicdo, estudos
recentes sugerem a participagdo da ET-1 na nocicep¢do. PIOVESAN et al.(1997,
1998) demonstraram o envolvimento da ET-1 na nocicep¢ao induzida por formalina e
capsaicina em camundongos.

Dentre os mediadores da dor inflamatéria, a bradicinina (BK) é considerada
um dos mais potentes ativadores dos nociceptores. A BK foi identificada em 1949
por ROCHA e SILVA et al., a partir de observagdes da existéncia de uma nova
substancia relaxante liberada no plasma pela agéo do veneno da Bothrops jararaca.
Desde entdo, tem sido demonstrado o envolvimento da BK e peptideos relacionados
em diversos processos fisiologicos como controle da pressao arterial, contragéo e
relaxamento da musculatura lisa, respostas inflamatérias e inducdo de dor e
hiperalgesia (revisado por CALIXTO et al., 2000).

A BK e seu metabdlito ativo des-Arg BK, sdo rapidamente geradas no local
da injuria tecidual ou infecgdo, onde induzem uma variedade de efeitos pro-
inflamatérios através da ativag@o de receptores especificos B, ou By,. A estimulagéo
dos receptores B, nos tecidos periféricos parecem induzir quase todos os eventos da
inflamag&o aguda, como vasodilatagdo, formacdo de edema e dor (BHOOLA et al.,
1992: HALL, 1982; DRAY e PERKINS, 1993). Além disso, a estimulagéo dos
receptores B, esta relacionada a indugdo e liberagdo de um grande nimero de
mediadores pré-inflamatérios e citotoxicos, entre eles, neuropeptideos, 6xido nitrico,
aminoacidos excitatorios e metabdlitos do acido araquidénico (WALKER et al,,
1995). Enquanto os receptores B, estdo expressos constitutivamente na maioria dos
tecidos, a expressdo do receptor By € mais limitada. No entanto, alguns estudos tém
demonstrado que durante a inflamagao cronica a ativacdo e expressdo do receptor
B; esta aumentada (REGOLI et al., 1986; HALL, 1982; PERKINS et al., 1993; DAVIS
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e PERKINS, 1994; PERKINS E KELLY, 1994) e estudos mais recentes sugerem a
participacdo de ambos os receptores na hiperalgesia inflamatéria (POOLE et al.,
1999).

A BK tem duas fungdes no desenvolvimento da dor inflamatéria: ativagédo e
sensibilizagdo dos nociceptores. A ativagdo dos nociceptores causa dor declarada e
imediata, enquanto que a sensibilizacdo é responsavel pelo desenvolvimento da
hiperalgesia inflamatéria. A BK parece contribuir para a hiperalgesia inflamatéria pela
liberagdo de PGs e aminas simpatomiméticas via liberacdo de citocinas
hiperalgésicas (FERREIRA et al., 1993; TONUSSI E FERREIRA, 1997).

Com relagdo as PGs, o primeiro registro destes autacoides na literatura data
de 1913, quando BATTEZ e BOULET demonstraram que a inje¢éo intravenosa de
extrato prostatico humano, em cées, provocava hipertensdo. No entanto, este
material ativo s6 foi identificado anos mais tarde por EULER (revisado por EULER,
1973). O maior interesse sobre as PGs teve inicio a partir de 1960 quando
BERGSTROM e SJOVAL extrairam da vesicula seminal do carneiro dois compostos
cristalinos ativos: prostaglandina E1 (PGE,) e prostaglandina Fi, (PGF1.) (revisado
por BERGSTROM e SAMUELSSON, 1968). Quatro anos mais tarde BERGSTROM
et al. e VON DORP et al. conseguiram, independentemente, a biossintese da
prostaglandina E; (PGE2) a partir do acido araquidénico, utilizando homogenatos da
vesicula seminal de carneiro (revisado por SAMUELSSON, 1972). A percepgéo de
que as PGs constituiam apenas uma pequena fragdo dos produtos fisiologicamente
ativos do metabolismo do &cido araquidodnico resultou na descoberta do tromboxano
Az (TXA2) (HAMBERG et al., 1975), da prostaciclina (PGl2) (MONCADA et al., 1976)
e dos leucotrienos (SAMUELSSON, 1983).

Nos seres humanos, o0 acido araquiddnico € o precursor mais abundante das
PGs e dos leucotrienos. Ele é clivado a partir dos fosfolipidios das membranas
celulares pela agédo da fosfolipase A; e da fosfolipase C ativadas por uma variedade
de mediadores intercelulares e intracelulares (AXELROD et al.,1988). Uma vez livre,
o acido araquiddnico pode ser metabolizado por duas vias: a via da ciclooxigenase e
a via da lipoxigenase. Entre os produtos da via da lipooxigenase, o leucotrieno B4
parece estar envolvido na patogénese de uma ampla variedade de doencas
inflamatdrias (LEWIS et al., 1990). O leucotrieno B4 é um potente agente quimiotatico
para neutréfilos (FORD-HUTCHINSON et al., 1980) e causa hiperalgesia, de
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maneira indireta, em varias espécies, inclusive ratos e humanos através da
diminuigdo do limiar de ativagdo das fibras C (LEVINE et al., 1984; BISGAARD e
KRISTENSEN, 1985; MARTIN et al., 1987). O leucotrieno B4 ainda parece estar
envolvido na sensibilizag&o das fibras intra-pulpares A5 (MADISON et al., 1992) e na
hiperalgesia induzida por NGF (AMANN et al., 1996). Os leucotrienos C4, D4 € E4
medeiam reagdes inflamatdrias por induzirem alteragdes no fluxo sanguineo e
aumento da permeabilidade vascular (FORD- HUTCHINSON, 1985; DAHLEN et al.,
1981). Esses leucotrienos também tém sido associados com a patofisiologia da
asma (CHANARIN e JOHNSTON, 1994).

Quando o acido araquiddnico sofre a agdo da enzima ciclooxigenase (COX),
ele é transformado em prostaglandina H, (PGH,), que através da acdo de isomera-
ses, prostaciclina sintetase e tromboxanas sintetase, origina as PGs, PGl e TXA,
respectivamente. Duas isoformas da enzima COX foram identificadas, COX-1 e
COX-2. Apés a identificacdo de uma segunda isoforma, a COX-1 foi considerada a
enzima constitutiva, responsavel pela producgao fisioldgica das PGs, e portanto pelos
seus efeitos benéficos em tecidos como estdbmago, ovarios, plaquetas e rins. Ja a
COX-2, foi considerada a enzima induzida por uma variedade de agentes incluindo
citocinas e fatores de crescimento e, portanto, responsavel pela produgao patolégica
de PGs em condigdes inflamatérias (VANE et al., 1998). No entanto, existem vérias
evidéncias que demonstram a expressé@o constitutiva da enzima COX-2 em vérios
orgaos e tecidos, como rins, ovario, Utero, medula espinhal e SNC. Entéo, a
supressdo da enzima COX-2 com inibidores seletivos ndo pode ser associada com a
auséncia de efeitos colaterais. Além disso, existem evidéncias que a enzima COX-1
contribui para a inflamagéo e dor, portanto a inibicdo seletiva da COX-2 ndo possui
necessariamente a mesma eficacia da inibigdo ndo seletiva de ambas as enzimas
(WALLACE, 1999).

A capacidade das PGs de sensibilizarem diretamente os neur6nios
aferentes primarios foi intensamente estudada em modelos experimentais utilizando-
se técnicas comportamentais (FERREIRA et al., 1978; FERREIRA et al., 1990). As
PGs, principalmente PGl, e PGE,, sdo capazes de causar hiperalgesia quando
administradas em patas de ratos (FERREIRA et al., 1978a) e sua liberagdo pode
ocorrer mediante a aplicagdo de diferentes estimulos nocivos, como por exemplo, a
administragio subcutanea de formalina na pata (MALMBERG e YAKSH, 1995 a,b;
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MUTH-SELBACH et al., 1999). As PGs, quando liberadas, desencadeiam uma série
de eventos que incluem alteragées nas correntes das membranas celulares e
inducdo da liberagdo de diversos mediadores. A PGE; quando liberada produz uma
diminuicdo no limiar de ativacdo dos canais de sodio tetrodotoxina-resistentes,
aumentando assim o nimero de potenciais de agéo por estimulo gerados nas fibras
nociceptivas primarias. A PGE; atua ainda inibindo as correntes de potassio,
causando diminuigdo no limiar de disparos e novamente aumento no numero de
potenciais de acédo por estimulo (ENGLAND et al., 1996; GOLD et al., 1998; NICOL
et al.,, 1997). Finalmente, a liberagdo de PGE; causa um aumento do influxo de
calcio por atuar em canais de célcio voltagem-dependente, causando a liberagdo de
varios mediadores como glutamato, aspartato, SP e CGRP (NISHIHARA et al., 1995;
NICOL et al.,, 1992; VASKO., 1995). Os efeitos diretos das PGs nos aferentes
nociceptivos e na medula espinhal e suas agées como adjuvantes de outros agentes
como BK resultam em um aumento na transmissdo dos sinais nociceptivos assim
como na sua transmissao sinaptica na medula espinhal.

Além das PGs, NAKAMURA e FERREIRA (1987) demonstraram que
agonistas adrenérgicos (noradrenalina, adrenalina e dopamina) ou aminas
simpatomiméticas de acgdo indireta (como a tiramina) também s&o capazes de
induzir hiperalgesia. Em adicado, esses mesmos autores demonstraram a eficacia do
tratamento com antagonistas B-adrenérgicos ou antagonistas de receptores
dopaminérgicos DA-1 em reduzir a hiperalgesia induzida pela administracédo de um
estimulo inflamatério como a carragenina, demonstrando a participacdo de um
componente simpatico nesse processo. Posteriormente, a participagdo do
componente simpético também foi demonstrada utilizando a metodologia de
contorgdes abdominais induzidas por acido acético (DUARTE et al., 1988).

Embora a ativagdo de receptores adrenérgicos o, no sistema nervoso central
produza analgesia efou antinocicepgdo em diversos modelos animais de dor
(PETROVAARA, 1993), inclusive no teste da formalina (MASTRIANNI et al., 1989), e
que este mecanismo possa produzir analgesia em humanos (KUNOS et al., 1987,
PETROVAARA, 1993), a ativagdo dos mecanismos adrenérgicos na periferia parece
ser pro-nociceptivo. O tratamento com simpatoliticos produz alivio da dor e da
hiperalgesia em diversos modelos animais (LEVINE et al., 1986, CODERRE et al.,
1984 a;CODERRE et al., 1984b). No teste de formalina na pata a administrag&o local
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de antagonistas a-adrenérgicos, como a fentolamina, causa redugdo da resposta
nociceptiva (HONG e ABBOTT, 1996). Em humanos, os efeitos mais significativos
do tratamento com estes agentes sdo observados em estados de dor cronica que
envolvem hiperpatia e exacerbagdo por estresse (RAJA et al., 1991; MCMAHON,
1991; GHOSTINE et al., 1984; HANNINGTON-KIFF, 1974; TREEDE et al., 1992). A
administragdo de noradrenalina no tecido normal (ndo inflamado) ndo produz dor ou
hiperalgesia mecéanica. No entanto, quando agonistas adrenérgicos sao
administrados em tecidos inflamados ou em locais de lesdo nervosa cronica sao
capazes de induzir dor e hiperalgesia mecanica (ABBOTT et al., 1996, DAVIS et al.,
1994).

A contribuicdo relativa dos componentes de cada uma das vias
hiperalgésicas (PGs ou aminas simpatomiméticas) parece depender das
caracteristicas do estimulo nocivo (FERREIRA, 1972; HANNINGTON - KIFF, 1974;
NAKAMURA e FERREIRA, 1987) e a liberagdo de ambos ocorre subsequente a
liberag&o de citocinas, como IL-1B e IL-8, respectivamente (CUNHA et al., 1991).

A presenca de um antigeno nos tecidos ou de uma lesdo tissular provoca
uma resposta precoce considerada uma reacdo de alarme em que ha liberagdo de
citocinas. Neste contexto, as citocinas parecem constituir um elo entre a injuria
celular ou o reconhecimento de antigenos e a liberagdo de mediadores responsaveis
pelo desenvolvimento de sinais e sintomas locais e sistémicos, inclusive a dor,
liberando os componentes PG e simpatico da hiperalgesia (CUNHA et al., 1992).

Em 1993, FERREIRA et al. sugeriram que a hiperalgesia induzida por BK é
mediada por TNFa (fator de necrose tumoral a), uma vez que a hiperalgesia

induzida por BK foi abolida pelo tratamento com antisoro anti-TNFa, enquanto que a

hiperalgesia induzida por TNFa néo foi inibida pelo antagonistas de receptores B de
BK, HOE 140.

Uma propriedade do TNFa e de diversas outras citocinas é sua capacidade
de induzir sua propria produgdo e a produgdo de outras citocinas. Assim,
demonstrou-se que o TNFa induz a produgéo de IL-1 (DINARELLO et al., 1987), e
por sua vez, a IL-1 induz a produgéo de IL-1 (DINARELLO et al., 1987), IL-6 (VAN
DAMME et al., 1987), e IL-8 (STREITER et al.,1989).Tem sido demonstrado ainda,
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que a IL-1 estimula a sintese de PGs em varios tipos celulares (MIZEL et al., 1983;
ROSSI et al., 1985; CHANG et al., 1986).

De acordo com esta sequéncia de liberagdo de citocinas, sugere-se que o
TNFa represente a primeira citocina hiperalgésica liberada, portanto considerada
citocina pivd na cascata de liberagdo dos mediadores inflamatérios, uma vez que
estimula a liberagdo de IL-1B e IL-6, as quais estimulam a geragdo dos produtos da
COX, elou a liberacdo de IL-8 que estimula a liberacdo dos mediadores
simpatomiméticos (CUNHA et al, 1992; FERREIRA et al., 1993). Esta seqliéncia de
mediadores proposta por CUNHA et al. (1992) e FERREIRA et al. (1993) esta
esquematizada na Figura 1.
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Sensibilizagao do nociceptor

Figura 1 - Esquema da cascata de liberagdo de mediadores para a ativagdo
do nociceptor. Cg = carragenina, LPS = lipopolissacarideo , BK = bradicina, TNFo. =
fator de necrose tumoral o, IL-6 = interleucina 6, IL-8 = interleucina 8, IL-1 =

interleucina 1B, PGs = prostaglandinas.
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1.3.2. Controle da dor Inflamatéria

Uma das classes de drogas mais utilizadas para o controle da dor
inflamatéria & representada pelos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES).
Sugere-se que os efeitos analgésico e anti-inflamatério dos AINES resultam, pelo
menos em parte, da supressao da sintese de PGs devido a inibigdo da enzima COX
(FU et al,, 1990). Em 1971, VANE et al. demonstraram que baixas concentragdes de
aspirina e indometacina inibiam a produgdo enzimatica de PGs. Posteriormente,
FERREIRA et al. (1978b), demonstraram que as PGs eram os principais mediadores
responsaveis pela sensibilizacdo dos nociceptores no processo inflamatério, e sua
hipétese inicial de que drogas como a aspirina previnem a sensibilizagdo do
nociceptor por inibicdo da sintese das PGs é amplamente aceita.

A identificagcdo molecular de uma segunda isoforma da enzima COX (COX-
2) foi o passo determinante para que as companhias farmacéuticas investissem no
desenvolvimento de drogas que blogueiam a atividade da COX-2 sem afetar a
atividade da COX-1. As drogas consideradas inibidoras da COX-2 podem também
inibir a COX-1, porém com uma afinidade menor. O meloxicam, testado em
diferentes metodologias, apresenta poténcia de 3 a 77 vezes maior para a inibicao
da COX-2 em relagdo a COX-1, sendo considerado um inibidor preferencial da COX-
2. No inicio de 1999 foi introduzido no mercado farmacéutico o primeiro inibidor
“altamente seletivo” para COX-2, o celecoxibe, e em junho do mesmo ano foi
langado o rofecoxibe. Estas drogas sdo consideradas inibidores especificos para
COX-2, sendo que o celecoxibe é 375 vezes e o rofecoxibe mais de 800 vezes mais
potente para inibir a COX-2 em relagdo a COX-1(baseado em ensaios de enzima
recombinante humana) (VANE et al., 1998; HAWKEY, 1999).

Ainda com relacdo aos AINES, uma alternativa que tem sido utilizada para
reduzir as reagGes adversas por eles causadas e aumentar sua atividade anti-
inflamatéria é o desenvolvimento de inibidores seletivos de COX-2 associados a
inibidores da 5-lipoxigenase (5-LOX). Os inibidores duplos (COX/5-LOX) que tém
sido testados em ratos e camundongos demonstraram efeitos anti-inflamatérios
superiores aos da indometacina sem apresentar efeitos ulcerogénicos ( INAGAKI et
al., 2000; HORIZOE et al., 1998).
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Os glicocorticdides, como a dexametasona, também s3o importantes
agentes anti-inflamatérios que tém sido utilizados desde a década de 40
(BARANIUK, 1996). Com relagdo a dor inflamatéria, a dexametasona previne o
desenvolvimento da hiperalgesia através da inibicdo da sintese de citocinas
(BARTON et al., 1991), PGs e outros eicosandides (HIRATA et al., 1980;
BLACKWELL et al.,, 1980). Apenas recentemente os mecanismos de agdo dos
glicocorticéides foram esclarecidos. Os glicocorticdides, devido a sua natureza
lipofilica, cruzam a membrana plasmatica das células e ligam-se aos seus
receptores citoplasmaticos, ativando-os. O complexo glicocorticéide-receptor ativado
desloca-se até o nucleo celular para ativar a repressdo ou a transcrigdo de genes
alvo que contém elementos responsivos a glicocorticdides (GRE) em seus
promotores. Os glicocorticides induzem a transcri¢do de diversas protéinas, dentre
elas, a lipocortina (BARANIUK, 1996). A lipocortina-1 € uma proteina considerada o
mediador enddgeno potencial das agdes antiinflamatérias dos glicocorticoides
(FLOWER e ROTHWELL, 1994). A lipocortina inibe a enzima fosfolipase A2,
prevenindo a geragdo de acido araquidonico, o precursor das PGs, tromboxanos e
produtos da lipoxigenase (FLOWER e BLACKWELL, 1979). Outro mecanismo que
explica os intensos efeitos anti-inflamatdrio e anti-hiperalgésico destas drogas esta
relacionado a sua capacidade de estimular a produgéo do inibidor do fator xB (IF«xB).
O IFxB é uma proteina que se encontra ligada, no citoplasma de diversas células, ao
NFxB (fator nuclear xB), um fator de transcricido responsavel pela inducdo de
diversas citocinas, de receptores inflamatorios (como o receptor B de BK) e de
enzimas inflamatérias (como a enzima COX-2) (AUPHAN et al., 1995; SCHEINMAN
et al., 1995; CAMPOS et al., 1999). Apds a ativagdo da célula, por citocinas pré-
inflamatérias por exemplo, o IFkB é fosforilado, por quinases especificas, deixando o
NF«B livre para se deslocar até o nucleo celular e ativar a transcrigdo de genes alvo.
Além do NF«xB, a expressdo de diversos mediadores inflamatérios é regulada por
uma outra familia de fatores de transcrigdo (proteina ativadora -1, AP-1) que pode
atuar sinergisticamente com o NFxB. O complexo glicocorticéide/receptor ativado
pode interagir diretamente com o AP-1 ativado. Esta interacdo leva a inativagao
mutua dos complexos e o AP-1 perde seus efeitos transcripcionais (STEIN et al.,

1993; BARANIUK, 1996). Como na maioria dos promotores de genes de proteinas
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inflamatérias, GREs negativos ndo tem sido identificados, 0 mecanismo de interagdo
direta entre o receptor de glicocorticéide ativado e fatores de transcrigdo, como AP-1
e NFxB parece ser mais importante que a indugo da sintese do IFxB. Além disso,
foi demonstrado que a indugédo do aumento da sintese de IFkB pelos glicocorticoides
n&o € um mecanismo que ocorre em todos os tipos celulares (revisado por
BOSSCHER et al., 2000).

Outro grupo de drogas que atua prevenindo o desenvolvimento da
hiperalgesia sdo os agentes simpatoliticos e inibidores da liberagdo das aminas
simpatomiméticas (guanetidina), através do bloqueio do componente simpatico da
hiperalgesia inflamatéria. A eficacia clinica destas drogas parece estar restrita a
algumas situacdes, possivelmente onde ha uma participagdo predominante do
componente simpatico da hiperalgesia em relacdo ao componente PG, como por
exemplo, na dor e hiperalgesia resultantes da lesdo de fibras nervosas (revisado por
FERREIRA, 1993).

Estudos experimentais utilizando metodologias de dor inflamatéria
demonstram que antagonistas de receptores de BK, antagonistas de receptores de
endotelinas e bloqueadores de citocinas, embora ainda ndo estejam disponiveis
para utilizag&o clinica, representam instrumentos importantes para o controle da dor.
Os antagonistas de receptores By e B, de BK tém se mostrado efetivos em modelos
de hiperalgesia inflamatéria (POOLE et al., 1999) e dor inflamatéria aguda e cronica
(CORREA e CALIXTO, 1993; SUFKA e ROACH, 1996) e os antagonistas de
receptores de endotelina sd3o capazes de interferir tanto na ativagdo dos
nociceptores como na resposta inflamatéria (PIOVESAN et al., 1997, 1998, DE
MELO et al., 2000). A utilizagio de anticorpos contra citocinas como TNFa, IL-1B, IL-
6 e IL-8 reduzem a hiperalgesia inflamatéria (CUNHA et al., 1992). Drogas como
anti-inflamatérios esteroidais s&o eficazes no tratamento da hiperalgesia inflamatéria,
em parte, por inibir a sintese destas citocinas.

Experimentalmente, a dor inflamatéria também pode ser controlada pela
administracgo local de opidides. Os mecanismos moleculares das agdes periféricas
dos opidides ainda ndo estdo bem esclarecidos. Pelo fato da hiperalgesia
inflamatéria ser devido a um aumento do contetido neuronal de Ca** e AMPc
(FERREIRA e NAKAMURA, 1979; COLLIER e ROY, 1974), sugeriu-se que o efeito

antinociceptivo periférico destas drogas estaria associado com a inibiggo da ativagéo
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da adenilato ciclase (FERREIRA e NAKAMURA, 1979). No entanto, foi proposto que
0 mecanismo de antinocicepg¢ao periférica dos opidides seria devido ativagdo da via
L-arginina-6xido nitrico-GMPc (DUARTE et al., 1990; FERREIRA et al., 1991). Mais
recentemente, RODRIGUES e DUARTE (2000) demonstraram que o aumento de
GMPc promove a abertura de canais de potassio sensiveis ao ATP, e portanto que a
entrada de ions potassio e consequente hiperpolarizagdo das células neuronais
estaria envolvida no mecanismo de agao periférica dos opidides.

No entanto, os efeitos antinociceptivos dos opidides ndo se restringem ao
seu efeito periférico, mas incluem efeitos supra-espinhais e espinhais.Os efeitos
antinociceptivos supra espinhais dos opidides resultam da ativagdo de muiltiplos
sistemas de controle descendente da dor, com conseqiente liberagdo de
neurotransmissores como noradrenalina e serotonina na medula espinhal. A
ativagéo destas vias descendentes por agonistas opidides, como a morfina, parece
ser resultado da inibicdo da atividade de um interneurdnio gabaérgico que atua
inibindo a ativagéo das vias descendentes (DUBNER e BENNET, 1983; BASBAUM e
FIELDS; 1984; SUH et al., 1989; JESSEL e KELLY, 1991).

Ainda, os opi6ides podem exercer uma agdo analgésica direta na medula
espinhal através da ativagdo de receptores opidides presentes nos terminais centrais
dos aferentes primarios. A interacdo de agonistas opidides com estes receptores
leva a uma diminuigdo da entrada de célcio para o interior dos terminais nervosos,
diretamente, pela diminuicdo da condutancia de ions célcio, ou indiretamente,
através da indugdo do aumento da condutancia aos ions potassio. O resultado da
diminuic@o da entrada de calcio para a terminagdo nervosa € a inibigdo da liberagdo
de neurotransmissores como glutamato e SP (JESSEL e KELLY, 1991).

A restricdo para o uso clinico dos opidides no controle da dor baseia-se em
evidéncias de que o uso prolongado destas drogas esta freqientemente associado
com o desenvolvimento de tolerancia ao efeito analgésico e dependéncia fisica e

psicolégica.

1.4 NOCICEPGAO INDUZIDA POR FORMALINA

O teste da formalina, padronizado por DUBUISSON e DENNIS (1977) em
ratos e gatos, por HUNSKAAR et al. (1985) em ratos, e por ALREJA et al. (1984) em
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macacos, é considerado um modelo de dor bifasica. O comportamento de resposta
dos animais apds a injecdo de formalina consiste em uma fase inicial de curta
duragdo, possivelmente causada pelo efeito quimico direto da formalina nos
receptores sensoriais, seguida por uma fase continua e prolongada, a qual é devido,
ao menos em parte, a uma inflamagdo causada pela formalina (DUBUISSON e
DENNIS, 1977; HUNSKAAR, et al. 1985; HUNSKAAR e HOLE, 1987). Portanto, este
teste tem sido utilizado como um modelo de dor inflamatéria persistente e
plasticidade do SNC. A ativag@o do nociceptor durante a fase inicial parece produzir
uma sensibilizagdo neuronal no comno dorsal, a qual contribui para a nocicepgéo da
segunda fase da resposta a formalina (DICKENSON e SULLIVAN, 1987 a e b;
CODERRE et al.,1990).

O modelo original do teste de formalina foi baseado na interpretacdo do
comportamento apresentado pelos animais apds a inje¢do subcutanea de formalina
diluida em qualquer uma das patas, a saber, a protecdo ao andar ou descansar,
sapateado, elevagdo, lambida ou mordida da pata (DUBUISSON e DENNIS, 1977;
FRANKLIN e ABBOTT, 1989).

Em 1989, CLAVELOU et al. adaptaram o teste de formalina para a dor
orofacial. Este teste consiste na injecdo subcutanea de formalina diluida no labio
superior do animal, e o perfil da resposta bifasica € semelhante as manifestacdes de
comportamento vistas apds a inje¢cdo na pata (DALLEL et al., 1995).

As principais vantagens do teste de formalina orofacial sdo a possibilidade
do uso de um unico “indicador de dor”, ou seja, o tempo que o animal permanece
esfregando a éarea injetada, e o fato de representar um método confiavel para
acessar dor na regido trigeminal (CLAVELOU et al., 1989). Com relagdo a maioria
dos estimulos nocivos comumente aplicados em experimentos comportamentais
para o estudo da dor orofacial, como a estimulagdo elétrica da polpa dental
(RAJAONA, et al., 1986; YOUNG, et al., 1981), radiacdo de calor (DUBNER, et al.,
1975; ROSENFELD, et al., 1978) ou estimulagdo mecanica (YOUNG, et al., 1981), o
teste de formalina também apresenta certas vantagens. Enquanto que estes
modelos produzem apenas uma dor fasica e requerem uma certa restricio dos
animais durante o periodo de teste, o0 que pode alterar a sensibilidade dolorosa
(AMIR e AMIT, 1979; DUBUISSON e DENNIS, 1977; HILL et al., 1952), o teste de
formalina € um modelo de dor tonica que envolve o minimo de restricdo dos animais.
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1.5 DOR OROFACIAL: ORIGEM E CONTROLE

1.5.1 O nervo trigémio

Apds a injecdo de formalina no labio superior de ratos, a resposta bifasica é
observada em registros eletrofisiologicos dos neurdnios do tronco cerebral
trigeminal, demonstrando o envolvimento do sistema sensorial trigeminal na resposta
a formalina orofacial (DICKENSON e SULLIVAN, 1987 a,b ; RABOISSON et al.,
1991). Uma importante caracteristica do sistema sensorial trigeminal é que os
corpos celulares dos aferentes primarios estéo localizados no ganglio trigeminal e no
cérebro (USUNOFF et al., 1997; LAZAROV, 2000). O ganglio trigeminal representa o
analogo no cérebro do DGR no sistema nervoso periférico (DARIAN-SMITH, 1973).

Os neurdnios do ganglio trigeminal inervam principalmente mecanorrecep-
tores, termorreceptores e nociceptores na face, cavidades oral e nasal (DUBNER et
al.,, 1978; DAVIES, 1988). Os processos centrais destes neurdnios terminam em
varios grupos de neurdnios de segunda ordem, cujos impulsos convergem, via
talamo, para o cortex somatossensorial (KRUGER e YOUNG, 1981; PFALLER e
ARVIDSSON, 1988). Existem ainda, alguns neurdnios de segunda ordem que fazem
parte de um circuito neuronal local (YOSHIDA et al., 1994, YOSHIDA e OKA, 1998).

A andlise das células dos neurdnios do ganglio trigeminal em ratos e gatos,
tém revelado 3 grupos celulares distintos: células pequenas (20-30 pm),
relacionadas aos ramos cutaneos; células de tamanho mediano (30-50 um),
relacionadas com os aferentes da cornea; e células de tamanho grande (50-80 pm),
relacionadas aos ramos oral e perioral, inclusive a polpa dental (MARFURT, 1981,
SUGIMOTO et al., 1986). Os grupos celulares do ganglio trigeminal também foram
classificados de acordo com a velocidade de condugdo de seus axénios e sua
modalidade sensorial em: Ac/AB, AS e C (BURGESS e PERL, 1973; DUBNER e
BENNET, 1983). As fibras de tamanho mediano a grande possuem velocidades de
condugéo condizentes com as categorias Ap e A3. As fibras AP representam
mecanorreceptores de baixo limiar, enquanto que as fibras A3 representam

mecanorreceptores de alto limiar, termorreceptores e nociceptores. As células de
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tamanho pequeno possuem uma velocidade de condugdo que corresponde a
categoria C e séo consideradas nociceptores (LAWSON, 1992).

O nucleo sensorial trigeminal divide-se em trés grupos principais: o ntcleo
mesencefalico, o nucleo sensorial principal e o nucleo trigeminal espinhal (Sp5). O

Sp5 esta subdividido em trés partes : oral (Sp50), interpolar (Sp5l) e caudal (Sp5C)
(DARIAN-SMITH, 1973) (Figura 2).
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Figura 2 — Representagio esquematica do sistema sensorial trigeminal.
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O Sp50 e o Sp5C representam um relé dos impulsos nociceptivos das
regides oral e perioral, no entanto atribui-se uma maior importancia ao Sp5C.
Registros extracelulares dos neurdnios do Sp50 revelaram a existéncia de respostas
induzidas por estimulos nocivos aplicados nestas regides (DALLEL et al.,1990;
RABOISSON et al., 1991; SESSLE,1996). No entanto, estudos recentes
demonstraram que a maior parte dos terminais dos axdnios aferentes primarios, ndo
mielinizados, trigeminais (fiboras C) se projetam ao Sp5C e raramente a outras
subdivisbes do complexo sensorial trigeminal (CRISSMAN et al, 1996). A
tractotomia que exclui o Sp5C e preserva o Sp50 suprime as sensagbes de dor
intensa das areas orofaciais de pacientes com neuralgia trigeminal (MORITA e
HOSOBUCHI, 1992). A tractotomia do Sp5C também suprime o comportamento de
resposta a formalina, pois este estimulo ativa preferencialmente as fibras do tipo C,
cujos terminais estdo localizados principalmente nas laminas | e Il do Sp5C (PAJOT
et al., 2000). A importancia do subnucleo Sp5C na nocicepgao orofacial também foi
demonstrada por DUALE et al. (1996) através da realizacdo de injegdes de morfina
em diferentes subnticleos trigeminais previamente a injegdo subcutanea de formalina
no labio superior ipsilateral.

O ganglio trigeminal fornece a inervagdo somatossensorial da face e da
cavidade oral através das trés divisbes do nervo trigémio: oftalmica, maxilar e
mandibular. O ramo oftélmico inerva testa, palpebra, cémea, conjuntiva, mucosas
sinusais do frontal, etmoide e esfendide e dorso do nariz ; o ramo maxilar inerva o
labio superior, porgdes laterais do nariz, parte da cavidade oral, mucosa da cavidade
nasal, maxilar superior, palato e arcada dental superior; o ramo mandibular inerva
l4bio inferior, bochechas, queixo, arcada dental inferior, gengiva, mucosa do maxilar
inferior, assoalho da boca e os dois tercos anteriores da lingua (BRODAL, 1981;
USUNOFF et al., 1997; VOOGD et al., 1998). O nervo trigémio , por se tratar de um
nervo misto, possui ainda uma raiz motora, cujos axénios trafegam juntamente com
o ramo mandibular e inervam os musculos da mastigagdo. O nervo trigémio e suas

ramificagdes em humanos e ratos esta demonstrado nas figuras 3 e 4.
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Figura 3 - Nervo trigémio em humanos e suas ramificagdes: divisdo

oftalmica, divisdo maxilar e divisdo mandibular.
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Figura 4 - Nervo trigémio em ratos e suas ramificagdes: divisdo oftalmica,

divisdo maxilar e divisdo mandibular.
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Os neurbnios aferentes primarios trigeminais utilizam vaérios
neuromediadores quimicos para a transmissdo sinaptica (LAZAROV, 2000). Nos
ultimos anos diversas substancias transmissoras e seus receptores foram
identificados nos aferentes trigeminais primarios. Algumas destas substancias estao
listadas na tabela 1.

Tabela 1 - Alguns mediadores e seus receptores identificados no ganglio
trigeminal e neurdnios aferentes trigeminais primarios.

Mediadores Receptores
Glutamato Receptor para cainato, mGIuRS
Aspartato
GABA Receptor GABAA subunidades y1 e y2
GABAg subunidade GABAg:
Dopamina Receptor D2
Serotonina Receptores 5-HTg, SHT1p, SHT ¢, SHT7
Histamina Receptor Hy
Acetilcolina Receptores nicotinicos
Adenosina Receptor A4
ATP Receptor Pax
Oxido nitrico
Substacia P
CGRP
Somatostatina
Colecistocinina

Peptideos opidides

Galanina

Peptideo intestinal vasoativo

Neuropeptideo Y

Receptores opoidérgicos ., 6 e x

Receptores subtipo Y1 e Y2
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