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Resumo

A neuralgia do trigémeo (NT) € considerada uma das condi¢des dolorosas
mais excruciantes, em que o tratamento empregado €, muitas vezes, tao debilitante
quanto a propria patologia. O objetivo deste trabalho foi testar a eficacia da
aplicacdo do ultrasom terapéutico (USt) - modo pulsado - em um modelo
experimental de dor neuropatica trigeminal (Nervo Infraorbitario - Lesdo por
constriccao crénica do nervo - CCI-ION), em ratos. Para isso, foi desenvolvido um
método de avaliacdo termonociceptiva facial, o termoalgesimetro, que avalia o
tempo de laténcia para a retirada da cabeca ap6s a aplicagdo de um estimulo
térmico padronizado na regido vibrissal de ratos. Apds a cirurgia de CCI-ION,
observou-se a redugdo do tempo de laténcia em funcao do tempo pds-operatdrio
(basal =11,29 + 0,27 s; 23° dia= 4,60 + 0,13 s; p<0,001); os animais submetidos a
cirurgia falsa (sham) e sem procedimento (naive) ndao apresentaram as mesmas
variagdes. O USt-modo pulsado foi capaz de aumentar o tempo de laténcia de
animais CCI-ION apés as aplicacdes (ERA 1 cm?, pulso 1:5, freqliéncia 100 Hz,
intensidades 0,4 W/cm? e 0,3 W/cm?). Trés aplicagdes seriadas no lado ipsilateral &
lesdo, feitas com intervalo de 2 horas, determinaram um efeito antinociceptivo
evidente ja na primeira avaliagcdo, feita 2 h ap6s a 12 aplicacao (22 h=6,79 + 0,15 s;
p<0,05). O aumento no limiar termonociceptivo atingiu valores maximos na 242 h,
onde a laténcia foi maior que os valores basais pré-cirurgicos (242 h= 14,29 + 0,67
s; p<0,001), evidenciando um efeito hipoalgésico. A magnitude do efeito
antinociceptivo foi diretamente proporcional a intensidade da onda ultrasénica. A

massagem com o cabecote do aparelho desligado ndo alterou os valores basais. O



pré-tratamento com Naltrexona (5 mg/Kg; s.c.) foi incapaz de bloquear o efeito
antinociceptivo do USt nas primeiras 8 horas, embora a administracdo do
antagonista opidide feita na 232 2 h tenha bloqueado completamente o efeito
hipoalgésico observado na 242 h (5,05 + 0,56 s; p<0,05), indicando que as vias
opioidérgicas estdo envolvidas apenas na fase tardia (hipoalgésica) do efeito do
USt-modo pulsado. No ensaio imunohistoquimico, verificou-se aumento significativo
nos niveis de mieloperoxidase (MPQO) no nervo infraorbitario ap6s 3 dias de cirurgia
CCI-ION, indicativo da presenca de neutréfilos (A% MPO= 729,30 + 88,25;
p<0,001). Estes niveis retornaram a valores estatisticamente semelhantes aos
basais no 15 dia (A%MPO = 320,67 + 157,01, p > 0,05), ndo sendo modificados
pela aplicacdo do USt. Conclui-se que o USt-modo pulsado pode ser um recurso
potencialmente util e eficaz no tratamento da neuralgia do trigémeo, embora mais
pesquisas sejam necessarias para elucidar os mecanismos pelos quais o USt produz

antinocicepgao.



Summary

The trigeminal neuralgia (TN) is considered one of the most painful
conditions, where the pharmacological treatment can be as debilitating as the
pathology itself. The aim of this work was to evaluate the effectiveness of pulsed
Therapeutic Ultrasound (USt) on an experimental model of trigeminal neuropathic
pain (Infraorbital Nerve - Chronic Constriction Injury; CCI-ION), in rats. An apparatus
for evaluation of facial thermonociception was developed and named of
“termoalgesimetro”: a constant heat source is applied on the vibrissal pad of rats and
time spent for head withdraw-reaction is evaluated in seconds. This method was able
to detect the increase (hypoalgesia) or decrease (hyperalgesia) of basal values. After
the surgery of CCI-ION, a gradual reduction in head-withdrawal latencies was
observed within the postoperative period. The values became constants from the
14™M-16" day post-CClI (pre-CCl= 11.29 + 0.27s; post-CCl= 4.60 + 0.13s; p<0.001).
No changes on withdrawal-latencies were observed on sham-operated or naive
animals. Three ipsilateral applications of USt (ERA 1 ¢cm?, pulse 1:5, frequency 100
Hz, intensity 0.4 W/cm? e 0.3 W/cm?) on post-CCl rats were able to increase the
head-withdrawal latencies. This antinociceptive effect was evident since the first
evaluation, made 2h after de 1% USt application (6.79 * 0.15s; p<0.05). The
antinociception reached maximum values at 24" h, when the latency was greater
than preoperative basal values (14.29 + 0.67s; p<0.001), evidencing a hypoalgesic
effect. The magnitude of the antinociceptive effect was directly proportional to the
intensity of the ultrasonic wave. There was no effect when the massage was done

with not powered (off) US-apparatus (USt-). Pre-treatment with Naltrexone (5mg/kg;



s.c.) was unable to block the antinociceptive effect of the USt during the first 8 h
(9.41£0.64, p<0.05), although post-treatment with the opioid antagonist, given at the
23" 14 h, completely blocked the hypoalgesic effect, bringing the values back to the
USt- levels (UST-= 4.48 + 0.25; USt+NLFa3in= 5.05 + 0.56s). These results indicate
that an opioidergic mechanism is involved only on the latter phase of USt effects. The
levels of MPO in the infraorbital nerve were increased on the 3™ day post-surgery
and were back to basal values by the 15" day (3"day= 729,30 + 88,25; 15"day=
320,67 = 157.0 A%, taking mean pre-surgery values as 100%), suggesting that
neutrophils are present only in acute pos-surgical phase. The USt did not modify the
MPO levels. We concludes that the USt is a potentially useful and efficient resource
in the treatment of trigeminal neuralgia. Nevertheless, more research is necessary to

elucidate the mechanisms involved in antinociception induced by USt.
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1- INTRODUCAO

A dor representa um importante ganho do ponto de vista evolutivo, pois
funciona como um mecanismo sinalizador contra danos teciduais ou elementos
potencialmente prejudiciais ao organismo, evocando uma resposta sensorial e
motora de protecdo. Esta definicdo aplica-se mais corretamente ao quadro de dor
induzida por estimulos nociceptivos, ou seja, quando se trata da chamada dor aguda
(AGUGGIA, 2003; CORTELLI & PIERANGELI, 2003).

Entretanto, existem situacdes patoldgicas nas quais ocorre a sensagao de
dor mesmo na auséncia de injdrias teciduais ou de estimulos nociceptivos
evidenciaveis. A dor neuropatica enquadra-se nesta condicdo, em que muitas vezes
percebe-se um sintoma intenso de dor sem que seja possivel identificar qualquer
tipo de lesdo associada (MACFARLANE et al.,, 1997; SERRA,1999; CHONG &
BAJWA, 2003).

Dentre os vérios tipos de dor neuropatica existe um quadro doloroso
chamado tic douloureux ou neuralgia do trigémeo (NT). Esta patologia produz uma
sensacao de dor repentina, excruciante, de curta duracdo e geralmente disparada
por estimulos in6cuos atuando sobre regides na face denominadas pontos de
gatilho. A dor se espalha na area de distribuicdo do nervo trigémeo, V par de nervo
craniano (MACFARLANE et al., 1997; KITT et al., 2000).

A terapia farmacoldgica tem sido a principal forma de tratamento para a
NT, sendo que alguns anticonvulsivantes como a carbamazepina e a fenitoina séo

as drogas de primeira escolha (MACFARLANE et al., 1997; COLOMBO et al., 2003).
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Entretanto, pesquisas por novos tratamentos tém sido conduzidas devido aos efeitos
colaterais significativos advindos do uso destas drogas (STEINHOFF et al., 2003).

A opgéo cirurgica geralmente € levada a efeito apenas em pacientes
resistentes a farmacoterapia, envolvendo desde a descompressao microvascular até
a rizotomia (MACFARLANE et al., 1997).

Como alternativas a opgao cirurgica, existem ainda outras modalidades
menos invasivas para o tratamento da NT, entre elas o uso da estimulagao elétrica
transcutanea do nervo (TENS) (MACFARLANE et al., 1997) e, mais comumente, a
acupuntura (CHONG & BAJWA, 2003).

Embora n&o tenham sido encontrados relatos na literatura sobre o uso do
Ultrasom terapéutico (USt) na NT, existem sugestdes que este recurso possa vir a ser
uma ferramenta 0til no tratamento e controle desta patologia (HSIEH, 2006). Neste
afa, pesquisas para determinar a eficicia e funcionalidade desta manobra e sua
aplicabilidade na terapia da NT sao extremamente importantes.

Mesmo que seu uso racional seja controverso devido a falta de dados
experimentais conclusivos que o embasem (BAKER et al., 2001, PHILADELPHIA
PANEL, 2001), o USt € um recurso amplamente usado na pratica fisioterapéutica, que
apresenta facilidade de uso, resultados clinicos promissores no controle dos processos
de dor, poucas contra-indicagdes, praticamente desprovido de efeitos adversos e pouco
oneroso, merecendo assim pesquisas que abonem ou ndo seu uso com bases cientificas
(ROBERTSON, 2002).

A eficacia do USt foi basicamente avaliada em pesquisas clinicas, com pouco
respaldo em pesquisas basicas, deixando uma lacuna importante a ser preenchida. Ha
uma grande dificuldade de padronizar varidveis experimentais nas pesquisas envolvendo

humanos, tais como idade, peso, género, controle efetivo de fatores ambientais, uso de
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medicamentos, uniformidade dos grupos estudados quanto ao tipo, estagio e gravidade
da patologia, gerando deficiéncias metodolégicas que tornam dificil determinar
parametros confidveis e estabelecer a seguranca e a eficacia de um recurso terapéutico
(PHILADELPHIA PANEL, 2001).

Desta maneira, é imprescindivel a utilizacdo de modelos animais, e em
particular modelos experimentais de dor neuropatica, para a determinacdo da ocorréncia
de efeito analgésico e estabelecimento de provaveis mecanismos de agao para o USt,
obtendo assim informagbes que embasem o uso deste recurso e demonstrem sua

seguranca e eficacia na pratica clinica.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Dor: conceitos gerais

Em 1979, a Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) definiu
dor como sendo a percepg¢ao consciente, pelo individuo, de impulsos nociceptivos
modulados que originam uma experiéncia emocional e sensorial ou cognitiva
desagradavel, associada a lesao tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de
tal lesdo. A complexidade que existe na compreensdo e na formulacdo deste
conceito nos da uma idéia da dimensao dos problemas existentes durante o estudo
e o tratamento da dor.

A dor néo pode ser entendida ou tratada como uma entidade Unica, uma
vez que se manifesta de diferentes maneiras, sendo os dois principais tipos as dores
neuropaticas e inflamatérias (BESSON, 1999). Cada tipo possui caracteristicas
préprias e necessita de manejo especifico, sendo, portanto, imprescindivel o
entendimento preciso de cada um deles. A compreensado destes mecanismos, dos
mediadores envolvidos e das adaptacdes que sofre o organismo é fundamental para
o desenvolvimento de novas drogas analgésicas e manobras outras, que atuem no
controle especifico deste sintoma.

Entender a origem da dor significa buscar conhecer sua causa e o seu
papel evolutivo. A dor aguda apresenta um valor bioldégico adaptativo, uma vez que
se desenvolve em resposta a um estimulo potencialmente nocivo ao tecido. Sendo

assim, € um importante sinalizador da integridade de todos os tecidos, incitando
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respostas protetoras (SERRA, 1999; AGUGGIA, 2003; CORTELLI & PIERANGELI,
2003).

Ja a dor crbnica ndo possui esta caracteristica. A sua duracdo excede a
do simples reconhecimento natural de um estimulo e pode estar presente mesmo na
auséncia de qualquer agente indutor identificavel (MACFARLANE et al.,, 1997;
SERRA, 1999; AGUGGIA, 2003; CHONG & BAJWA, 2003). Isto gera sérias
implicagbes, pois a convivéncia prolongada com uma sensagdo dolorosa
desencadeia disturbios de personalidade, interfere em varios setores da vida do
individuo e pode até leva-lo a um quadro de depressdo enddgena grave

(MACFARLANE et al., 1997; HARDEN, 1999; JENSEN, 2002).

2.2 - Aspectos neurofisiologicos da dor

A percepgcdo  nociceptiva  envolve  complexos  mecanismos
neurofisiologicos, ao mesmo tempo em que sofre influéncia de experiéncias
pessoais (MACFARLANE et al.,, 1997). Dor é uma sensagéao, relatada a partir da
percepcao consciente do individuo. Mais ainda, € um sintoma e ndo uma doenga em
si. Além disso, qualquer sensacdo muito desagradavel que gera algum sofrimento
tende a ser descrita pelo paciente em termos de dor, mesmo que nao esteja
associada a ativacao das vias nociceptivas classicas. Isto se torna mais evidente na
dor neuropatica, com a demonstracao que, em alguns casos, as fibras mielinicas de
largo diametro (fibras AB), normalmente envolvidas na condugao de estimulos tateis,
podem ser recrutadas para a conducdo de mensagem nociceptiva (SERRA, 1999).

Neste contexto, as fibras AB apresentam mesmo uma mudanga fenotipica, passando
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a expressar substancia P (SP) e Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina
(CGRP) apés lesao persistente em um nervo periférico (COLOMBO et al., 2003).

Quer seja encarada de uma perspectiva anatdbmica ou funcional, a
nocicepg¢do é uma modalidade sensorial extremamente complexa, mesmo porque
em decorréncia da importdncia da informacdo sobre a vigéncia de situacoes
potencialmente perigosas ou lesivas para a sobrevivéncia do individuo, as vias e 0s
mecanismos envolvidos na nocicepcao sao redundantes e ubiquos.

A transmissdo da mensagem nociceptiva se da primariamente através das
fibras mielinicas Ad e fibras amielinicas C (BESSON, 1999; AGUGGIA, 2003). Apos
a ativacao dos nociceptores especificos ou mecanoreceptores de alto limiar, produz-
se dor percebida de forma localizada, com intensidade proporcional a magnitude do
estimulo e duragdo correspondente a vigéncia do estimulo doloroso. Uma
estimulacdo mais intensa leva a ativacao de nociceptores polimodais (fibras C) que
desencadeiam uma sensacao de dor difusa e persistente, que perdura apés o
término do estimulo doloroso agudo. Nesta fase, ja ha o aparecimento dos aspectos
emocionais da dor, que se tornam mais importantes nos quadros de dor crénica
(AGUGGIA, 2003).

A transmissdo aferente do estimulo nociceptivo relaciona informacoes
vindas da periferia em direcdo ao coértex, sendo estreitamente dependente da
integracdo em trés niveis do sistema nervoso: a medula espinhal, o tronco cerebral e
o telencéfalo. As principais vias nociceptivas, a semelhanca do que ocorre com
outras modalidades de sensacdes somaticas, compreendem um sistema em relé de
trés neurdnios que conectam a periferia ao coértex.

A ascensdo do estimulo nociceptivo através desta cadeia de neurdnios

inicia-se pelos neurbnios de primeira ordem, constituidos por fibras Ad e C, cujos
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corpos celulares estdo localizados no géanglio da raiz dorsal e que recebem
informagbes vindas da superficie corporal (exceto a face). Estes neurbnios
conectam-se sinapticamente com os corpos celulares dos neurdnios de segunda
ordem ao nivel da comissura anterior, 0os quais estdo localizados nas laminas | e |l
do corno dorsal da medula espinhal. Os ax6nios dos neur6nios de segunda ordem
cruzam para o lado oposto da medula espinhal e ascendem em direcao ao cértex
através do trato espinotalamico anterolateral, a principal via ascendente para
informagdo sobre dor e temperatura. Estas fibras conectam-se entdo com os
neurdbnios talamicos de terceira ordem, que se projetam para o0 cortex
somatosensorial primario e o sistema limbico, conferindo a dor suas propriedades
cognitivas e emocionais (PURVES et al., 2001; AGUGGIA, 2003) (fig. 1A).

No caso de estimulos nociceptivos e térmicos provenientes da face e da
boca, a ascensdo ao talamo se da por uma via diferente. Os neurénios trigeminais
de primeira ordem tém seus corpos celulares localizados no ganglio trigeminal,
também chamado ganglio de Gasser. Os ax6nios destes neurbénios entram no tronco
encefalico na regido da ponte e, ap6s sua entrada, estas fibras trigeminais
descendem para a medula, formando o trato espinhal trigeminal. O trato espinhal
trigeminal se divide em trés subnucleos: subnucleo oral, subnucleo interpolar e
subnucleo caudado. Os neurbnios trigeminais de primeira ordem fazem sinapse com
as fibras dos neurénios de segunda ordem nos subnucleos interpolar e caudado. Os
ax6nios destes neurbnios de segunda ordem cruzam a linha média, ascendendo
contralateralmente em direcdo ao talamo, através do lemnisco trigeminal. Sdo estas
fibras que constituem o trato trigemino-talamico (fig. 1B).

Além dos impulsos vindos do nervo trigémeo, o trato espinhal trigeminal

também conduz informagbes de nociceptores faciais e termoreceptores de ganglios
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associados com os nervos cranianos VII (nervo facial), IX (nervo glossofaringeo) e X
(nervo vago) e este fato pode ter grande importancia clinica para o entendimento
dos mecanismos de dor envolvendo a regido da face, cabeca e pescogo

(OKESON, 1998; PURVES et al., 2001).
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FIGURA 1 - Principais vias de dor e temperatura. (A) Sistema Espinotalamico. (B) Sistema
trigemino-taldmico, que conduz informagdes de dor e temperatura vindas da face.

Fonte: PURVES et al., 2001.
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A informacao nociceptiva especifica e a vicerosensorial sdo processadas
por diferentes vias de acesso ao sistema nervoso central (SNC). Impulsos
nociceptivos periféricos ativam os neurdnios especificos na Iamina | do corno dorsal
da medula espinhal, o qual se projeta via trato espinotalamico lateral, ao passo que
os impulsos aferentes viscerais sdo conduzidos em um modo viscerotopico para o
nucleo do trato solitario (NTS), do qual partem projecdes para o nucleo parabraquial
(PBN).

Todavia, a lamina | envia projecdes para o NTS e PBN, fornecendo um
substrato para a integragdo de entradas somaticas e viscerais. Projecdes da lamina |
entram em contato com areas do tronco cerebral envolvidas no controle autonémico,
enddcrino, antinociceptivo e comportamental. Ela também se projeta para a substancia
cinzenta periaquedutal (PAG) e nucleo magno da rafe (NRM), determinando que a
transmissdo da informagdo nociceptiva seja simultdnea a ativacdo das vias
descendentes de controle de dor (CORTELLI & PIERANGELI, 2003).

Estes caminhos e associagbes mostram como o estimulo nociceptivo é
capaz de produzir respostas autonémicas, enddcrinas, antinociceptivas e

comportamentais integradas.

2.3 - Dor neuropatica

Em 1994, pela primeira vez, a IASP propbs a classificacdo de dor
neuropatica, como sendo uma dor de origem neural devido a uma lesao primaria ou
disfuncdo no sistema nervoso (MACFARLANE et al., 1997; SERRA, 1999; CHONG

& BAJWA, 2003). Esta condicdo pode surgir como resultado de lesdo a um nervo



27

periférico (amputacdes, deaferentagdes), infeccbes (neuralgia pos-herpética),
compressao do nervo (acidentes, cirurgias, tumores), infarto, disturbios metabdlicos
(neuralgia diabética) ou ser idiopatica. Em geral, a dor neuropética é classificada de
acordo com sua causa intrinseca (tal como neuralgia pds-herpética) ou pela
presumivel localizacdo da lesdo nervosa, central ou periférica (CHONG & BAJWA,
2003).

A despeito da grande variacao etiologica, as manifestagdes clinicas desta
condigado geralmente sdo uniformes (MACFARLANE et al., 1997), sendo comuns as
queixas de “queimacgao”, “hipersensibilidade local”, “dor lancinante” ou “disparos de
dor” (MACFARLANE et al., 1997; CHONG & BAJWA, 2003).

O mecanismo que resulta na dor neuropatica difere daquele envolvido na
génese da dor nociceptiva que surge em resposta a ativagdo dos nociceptores por
um estimulo potencialmente nocivo. Assim, a dor nociceptiva tende a ser localizada
e finita, deixando de existir com a remogado ou término do estimulo nociceptivo
(CHONG & BAJWA, 2003). Ja na dor neuropatica, a sensag¢ao dolorosa persiste
mesmo apos a retirada do estimulo nociceptivo, podendo ocorrer mesmo quando
este é indetectavel (MACFARLANE et al.,, 1997; SERRA, 1999; AGUGGIA, 2003;
CHONG & BAJWA, 2003). Isto se da em fungéo de alteragdes nos neurbnios e nas
fibras que conduzem a mensagem nociceptiva. A estimulacdo repetitiva das fibras
aferentes amielinicas C produz uma sensibilizagdo dos neurbnios de segunda
ordem, com subseqtiente redugao no seu limiar de ativagao, levando a ocorréncia de
atividade espontanea através de um foco irritavel no SNC, sendo este o fenébmeno
conhecido por sensibilizagdo central (MACFARLANE et al., 1997; CORTELLI &

PIERANGELLI, 2003).
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A liberagdo de SP e neurocinina A (NKA) na medula espinhal e a super-
expressdo de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) parecem ser cruciais na
inducdo da sensibilizagdo central (MACFARLANE et al.,, 1997). Estes
neuropeptideos ligam-se a receptores NK; e NKj, disparando a liberacdo de calcio
intracelular. O aumento na concentragdo intracelular de Ca®* leva a excitabilidade
neuronal, deslocando o ion magnésio que bloqueia fisicamente o canal do receptor
NMDA. Uma vez desbloqueado, a ativacdo do receptor NMDA por aminoacidos
excitatérios, como o glutamato, leva a um influxo de Ca®* e Na* para a célula,
aumentando ainda mais a excitabilidade neuronal. Além disso, o aumento da
concentragdo intracelular de Ca?* permite que este ion atue como segundo
mensageiro em mecanismos que contribuem para a manutengdo do estado de dor
persistente. Dentre estes mecanismos estdo a ativagdo de proteina quinase C,
ativacdo da Sintase do Oxido Nitrico (NOS) e da Fosfolipase C, levando & producéo
espinhal de Oxido nitrico (NO) e prostandides, que contribuem para o
desenvolvimento da sensibilizacao (MACFARLANE et al., 1997; BESSON, 1999).
Também pode ocorrer acumulo e uma nova expressao de canais de sodio na
periferia e reducao da inibicdo GABAérgica (JENSEN, 2002).

Tem sido sugerido ainda que a resposta inflamatoria desempenha papel
fundamental no desenvolvimento e manutencdo da dor neuropatica decorrente de
lesao periférica do nervo (CLATWORTHY et al., 1995; BENOLIEL et al., 2002; MA et
al., 2002).

De fato, observa-se que a sensibilizacdo dos nociceptores periféricos por
mediadores do processo inflamatério pode ser importante no desenvolvimento e
manutengdo da hiperalgesia priméria, fenbmeno limitado a area da leséo e

imediatamente adjacente, em que a redugao do limiar de dor resulta da participacao
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de bradicinina, serotonina (5-HT), SP e subprodutos do &cido araquidonico
(TREEDE et al., 1992; CAMU et al., 2003), além da liberagdo de citocinas e fatores
de crescimento do nervo (CLATWORTHY et al., 1995; ANDERSON & RAO, 2001;
CAMU et al., 2003).

Subsequentemente a manutencdo deste estado, ocorrem alteragdes
neuroplasticas nos neurénios do corno dorsal com conseqliente sensibilizacao
central que leva ao desenvolvimento da hiperalgesia secundaria, caracteristica da
dor neuropatica, na qual a dor pode ser desencadeada por estimulos nociceptivos
aplicados em regides nao lesadas, fora mesmo do sitio da lesdo (TREEDE et al.,
1992; PERTOVAARA et al., 1997; CAMU et al., 2003).

Além disso, tem-se demonstrado que a reducao do controle inibitério
descendente exercido pela PAG sobre a transmissédo da resposta nociceptiva pode
ter papel fundamental no desenvolvimento da hiperalgesia seguida a lesdo do nervo
(PERTOVAARA et al., 1997), indicando uma fungdo fundamental da PAG na
modulacao de estimulos nociceptivos originados no complexo trigeminal (KNIGHT et
al., 2002).

A farmacoterapia € a principal base de tratamento das dores
neuropaticas. Como a resposta da dor neuropatica aos analgésicos primarios pode
ser total ou parcialmente inefetiva, frequentemente € indicado o uso de farmacos
analgésicos adjuvantes, isto é, drogas cuja primeira indicagdo nao € analgesia.
Assim, o tratamento das dores neuropaticas utiliza comumente agentes ditos
“estabilizadores de membrana” como alguns antiarritmicos e antiepilépticos, que
inibem descargas ectépicas em membranas neurais danificadas, e drogas que
aumentam a inibicdo ao nivel do corno dorsal, como os antidepressivos triciclicos

(CHONG & BAJWA, 2003).
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2.4 - Neuralgia do Trigémeo

2.4.1 — Aspectos gerais

A neuralgia do trigémeo (NT) é um tipo de dor neuropatica cranial
(COLOMBO et al., 2003), comumente relacionada a compressdao crbnica
neurovascular de algum dos ramos do nervo trigémeo (V par de nervo craniano), que
leva a um processo de desmielinizacdao e hiperatividade das fibras nervosas
(PENNISI et al., 1991; MACFARLANE et al., 1997; KITT et al., 2000). Ela pode ser
considerada sintomatica quando surge como resultado de complicagdes de
neoplasias, mal-formagdes arteriovenosas, doengas inflamatoérias e/ou autoimunes
do SNC, como a esclerose multipla (COLOMBO et al., 2003) ou ser idiopatica,
quando nao existe uma causa aparente evidente (OKESON, 1998).

Esta condi¢cdo patolégica é talvez a mais excruciante das sindromes de
dor neuropdtica, por isso também conhecida por tic douloureux. Em geral, observa-
se uma maior incidéncia na populagéo idosa, afetando principalmente as mulheres.
Porém, acredita-se que seja a idade o principal fator de risco e o fato de atingir mais
a populacédo feminina seja decorrente do aumento da proporcdo de mulheres na
populacdo com o avanco da idade (MACFARLANE et al., 1997, KITT et al., 2000).

A NT é caracterizada por sintomas especificos de dor, que inclusive
servem para o diagnéstico diferencial entre outros tipos de dor na face, como as
odontalgias, dores inflamatérias articulares e musculares. Estes sintomas incluem
episédios de dor lancinante de duracdo breve seguida por periodos livres de dor,
disparos abruptos unilaterais geralmente decorrentes de estimulos ndo nociceptivos,

descargas tardias e irradiacdo espacial da dor para a regido inervada pelo ramo
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afetado, a partir das zonas de disparo chamadas de “trigger points” ou pontos de
gatilho.

A dor acontece na area inervada pelo nervo trigémeo (fig. 2), na maior
parte das vezes envolvendo o terceiro ramo (ramo mandibular), com possibilidade de
combinagdo com o segundo ramo (ramo maxilar) (PENNISI et al.,, 1991;
MACFARLANE et al., 1997). Pode ser observada ainda a ocorréncia de zonas de

disparo fora do ramo trigeminal afetado (KITT et al., 2000).

Trigeminal $

_ ganglion [

FIGURA 2 - Distribuicdo do nervo trigémeo. A esquerda, a area cutanea de distribuicdo da
inervacéo de cada uma das trés divisbes do nervo trigémeo. A direita, os trés ramos do nervo
trigémeo ao surgirem do ganglio trigeminal ou ganglio de Gasser. I: nervo oftédlmico; Il: nervo maxilar;
III: nervo mandibular.

Fonte: FRIED et al., 2001, p. 156.

A dor trigeminal apresenta algumas caracteristicas clinicas semelhantes
as da dor visceral, como a possivel dissociagdo de lesao tecidual, dor profunda,
difusa e pobremente localizada, acompanhada por reflexos motor e autonémico
(CORTELLI & PIERANGELI, 2003).

O nervo trigémeo possui caracteristicas singulares que podem ser a base
das diferencas na resposta a injurias quando comparado aos nervos espinhais, tais

como a sua origem embrionaria, a propor¢ao e distribuicdo de fibras mielinicas,



32

amielinicas e simpdticas, além de caracteristicas anatdmicas. O fato de alguns dos
ramos do nervo trigémeo estarem localizados dentro de canais ésseos confere certa
protecdo, mas por outro lado vulnerabiliza o nervo as lesbes por compressao, que
podem surgir em razdo de edema ou mesmo do deslocamento de um fragmento
0sseo apos fratura (FRIED et al., 2001; PENNISI et al., 1991).

Mesmo que a compressao neurovascular seja considerada a principal
causa identificavel da NT, o mecanismo que leva a hiperexcitabilidade neuronal
ainda nao esta elucidado, embora sejam sugeridas semelhangcas com os
mecanismos que envolvem a génese da sensibilizagdo central.

Em outras neuropatias pode ser observada uma alodinia tactil provocada
por estimulos ndo nociceptivos como o leve toque de um pincel, o que fornece boas
evidéncias da ativagdo de mecanoreceptores de baixo limiar (fibras AB). Todavia,
esta alodinia ndo se compara a dor paroxistica provoca pelo leve toque na NT
(KITT et al., 2000), evidenciando a necessidade de mais estudos para determinar o
mecanismo que leva a esta condicao.

Muitas hipoteses tém sido propostas a este respeito, como a mudanga
qualitativa e/ou quantitativa na expressao de alguns neuropeptideos, a modificagéo
na condutancia de alguns canais i6nicos (principalmente canais de so6dio) e a
participacdo de uma resposta simpatica potencializando o quadro de dor (FRIED et
al., 2001). Pesquisas tém sido desenvolvidas com base nestas hipdteses e
tratamentos estdo sendo propostos, porém a etiologia da NT ainda esta por ser

esclarecida.
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2.4.2 — Provavel envolvimento de canais ibnicos no processo da NT

Principalmente através da analise dos mecanismos envolvidos na acao
das drogas usadas no tratamento da NT verifica-se a importancia do envolvimento
de diferentes canais i6nicos na transmissdao € modulacdo da resposta nociceptiva.
Sabe-se, por exemplo, que a ativacdo de canais de sodio voltagem-dependentes
parece desempenhar papel crucial na transmissdo da mensagem nociceptiva. A
tetrodotoxina (TTX), uma toxina guanidina, bloqueia seletivamente estes canais,
impedindo a geracao e propagacao de potenciais de acdo em fibras musculares e
nervosas (BAKER & WOQOD, 2001). Os canais de sodio tetrodotoxina-resistentes
(TTX-r) estédo presentes em maior concentracdo em neurénios de pequeno diametro
nos ganglios da raiz dorsal, que s&o os corpos celulares das fibras Ad e C,
primariamente nociceptivas. Entretanto, os canais de sodio tetrodotoxina-sensiveis
(TTX-s) parecem ser essenciais para a transmissao do potencial de agéo nas fibras
C (BAKER & WOOQOD, 2001). Observa-se que varios mediadores hiperalgésicos que
alteram o limiar de nocicepgdo, como a prostaglandina E, (PGEz) e a 5-HT,
aumentam as correntes TTX-r e reduzem o limiar de ativagcdo de neurdnios
sensoriais na dor inflamatéria (BAKER & WOOD, 2001). J& nos estados de dor
neuropatica esta relacao se altera e uma possivel acumulacdo de canais de sddio
TTX-s em neurdnios do ganglio da raiz dorsal de nervos periféricos lesados pode ter
papel critico na geracdo de descargas ectépicas e manutencdo da alodinia
mecanica em animais experimentais (LYU et al., 2000; SCHAIBLE & RICHTER,
2004).

Os canais de célcio voltagem-dependentes geram pulsos rapidos e breves

de influxo de calcio e estdo relacionados a liberagdo de neurotransmissores
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(JONES, 1998). Este ion estda envolvido na regulacdo de diversos processos
biolégicos e as diferentes expressdes e arranjos das subunidades de seus canais
estdo ligadas ao desenvolvimento de algumas doencas (McENERY et al., 1998;
KNIGHT et al., 2002). A participacdo de canais de calcio ativados por alta voltagem
(HVA) na modulacédo da nocicepcao tem sido estabelecida, principalmente dos tipos
N e P/Q, enquanto a participacao do tipo L permanece incerta. Existem evidéncias
que os opidides induzem analgesia a partir da ativacao de receptores préprios que
levam a reducdo da concentracao intracelular de calcio, principalmente relacionado
aos canais de célcio tipo L e N (PRADO, 2001). Estudos recentes demonstraram a
participagdo fundamental dos canais de calcio tipo T no efeito antinociceptivo dos
opidides e seu papel no desenvolvimento da tolerancia aos efeitos antinociceptivos
destes medicamentos (DOGRUL et al., 2002).

Os canais de potassio também parecem ter importancia fundamental na
modulacao da dor. Existem evidéncias que a ativagdo destes canais participam do
efeito antinociceptivo periférico e central da morfina (RODRIGUES & DUARTE,
2000; TAKEDA et al., 2004) e da dipirona (ALVES & DUARTE, 2002). Demonstrou-
se também que esta ativacdo possivelmente esté relacionada a via do GMPc-NO
(SOARES & DUARTE, 2001). Observa-se, também, que drogas que estimulam o
aumento do GMPc e liberagdo de NO perifericamente induzem analgesia em um
modelo inflamatério (DUARTE et al., 1990) e, ao menos em parte, o efeito
antinociceptivo periférico e central da morfina acontece através desta via

(FERREIRA et al., 1991; DUARTE & FERREIRA, 1992).
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2.5 - Modelos experimentais de nocicepgéo facial

Modelos experimentais especificos sdo necessarios para as pesquisas na
area de dor neuropatica, especialmente quando se trata da neuralgia do trigémeo,
por se tratar de um nervo que apresenta caracteristicas peculiares, como foi descrito
anteriormente.

Assim sendo, varios modelos experimentais de nocicepcdo na regiao
facial, que avaliam o desenvolvimento da dor inflamatéria e neuropatica, tém sido
testados recentemente na tentativa de elucidar os mecanismos da conducédo da
mensagem nociceptiva na regido do complexo trigeminal e, mais especificamente,
de mimetizar um processo algésico que se assemelhe a neuralgia do trigémeo,
fornecendo substrato para avaliar a eficacia de intervengdes farmacoldgicas ou néo-

farmacologicas.

2.5.1 — Nocicepgao por estimulos quimicos

Um dos métodos mais frequentemente utilizados é a adaptagéo do teste da
formalina para a regido orofacial de ratos e camundongos. A injecao subcutanea deste
agente fornece um bom modelo para o estudo da dor, a qual € avaliada por uma gama
de respostas comportamentais estereotipadas que se desenvolve em duas fases: uma
primeira fase neurogénica de curta duracdo que, apdés pequeno intervalo de
quiescéncia, € sucedida pela segunda fase, marcada pelo aparecimento da resposta
inflamatéria (TUOLSEN et al., 1992). Este teste, originalmente descrito por Dubuisson

& Dennis (1977) para a pata de ratos, tem sido adaptado com sucesso para a regiao



36

orofacial, tornando-se uma ferramenta 0til para pesquisa de processos de dor ténica
na regido trigeminal (CADET et al., 1995; ROVERONI et al., 2001).

Todavia, o teste da formalina orofacial mimetiza condi¢cbes algésicas
agudas, nao servindo para o estudo da dor crénica nem de condi¢cées dolorosas
craniofaciais profundas (ROVERONI et al., 2001; RABOISSON & DALLEL, 2004).

Uma outra limitagcdo deste teste € nao permitir a avaliagdo de um quadro
de hipoalgesia, uma vez que a antinocicepcdo maxima que pode ser vista € 0
retorno do comportamento ao basal. Além disso, drogas que alterem a
“performance” motora do animal podem gerar confusao e inexatidées, uma vez que
as alteragdes da resposta nociceptiva sdo avaliadas por comportamentos motores
(RABOISSON & DALLEL, 2004).

Outro teste para mimetizar a dor trigeminal envolve a aplicagdo de
Adjuvante Completo de Frelind na porcao orbital do nervo infraorbitario, o que induz
uma resposta de hiperalgesia que se desenvolve cerca de 3 dias ap6s a aplicacao e

se mantém por mais 3 dias (BENOLIEL et al., 2002).

2.5.2 — Modelo experimental de dor neuropatica por constriccao cronica

do nervo

O modelo de injuria por constriccao cronica (CCl) é citado como um dos
principais métodos de estudo de dor neuropatica (WANG & WANG, 2003), sendo
sua adaptacao para o nervo infraorbitario (ION) um dos principais modelos de estudo
da neuralgia do trigémeo. Este método foi desenvolvido inicialmente por Bennett &
Xie (1988) para nervo ciatico e adaptado por Vos et al. (1994) para o nervo
infraorbitario em ratos. A cirurgia de acesso ao nervo infraorbitério segue uma técnica

descrita por Gregg (1973), adaptada por Vos et al. (1994), na qual o nervo
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infraorbitario € interceptado proximo a por¢do caudal do forame, por um acesso
através da drbita, sendo realizadas duas ligaduras parciais ao redor deste. Conforme
descrito na técnica original, a ligadura ndo pode ocluir totalmente a passagem do
estimulo nervoso, sendo requerido algum grau de inervacao para que a neuropatia
se desenvolva (ANDERSON & RAO, 2001).

E interessante notar que a despeito de compartilharem mecanismos
comuns aos processos de neuropatia, os modelos de dor neuropatica de ciatico e
trigémeo possuem caracteristicas préprias que fazem com que sejam necessarios
estudos especificos em cada um destes complexos.

Uma destas diferencas relevantes relatada é que o modelo de ciatico
pode ndo modificar o limiar de nocicepgao térmica ao calor (PERTOVAARA et al.,
1997), ao passo que a reducdo do limiar termonociceptivo € uma caracteristica do
modelo de neuropatia trigeminal (IMAMURA et al., 1997). Cita-se ainda que o
modelo de neuropatia trigeminal € menos sensivel a estimulos mecéanicos que o
modelo do ciatico (TAL & DEVOR, 1992). Deste modo, a avaliagdo de nocicepgao
térmica pode estar mais indicada para o modelo de neuropatia trigeminal.

Como resultado a CCI-ION, os animais desenvolvem hiper-responsividade
a estimulagdo mecanica (VOS et al., 1994; IDANPAAN-HEIKKILA & GUILBAUD,
1999) e térmica (IMAMURA et al., 1997), além de alteragdes comportamentais, como
o aumento do “grooming” direcionado a area inervada pelo ramo lesado
(KRYZHANOVSKII et al., 1993; VOS et al., 1998; DESEURE & ADRIAENSEN, 2002,
2004). Este comportamento é sugestivo da hiperalgesia que se segue apdés a lesao
no nervo.

Relatam-se ainda alteragdes imunohistoquimicas no ganglio trigeminal

(BENOLIEL et al., 2001, 2002) e nos neurdnios da raiz dorsal da medula espinhal
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(VOS & STRASSMAN, 1995), além do aumento dos niveis de alguns mediadores
pré-inflamatérios como a interleucina 6 (IL-6) e fator de crescimento do nervo (NGF),
que estdo super-expressos no sitio do nervo lesado (ANDERSON & RAO, 2001).
Também observam-se alteracbes bioelétricas no coértex somatosensorial
(KRYZHANOVSKII et al., 1993) e eletrofisiolégicas, vistas através do aumento da
atividade espontadnea nos neurbénios do ganglio trigeminal do lado ipsilateral ao
nervo lesado (CHUDLER & ANDERSON, 2002).

Verificou-se que a resposta inflamatéria circunjacente ao local da
constricdo do nervo pode ter papel central no aparecimento da neuralgia no modelo
de CCl (CLATWORTHY et al., 1995) e que a utilizagdo de manobras que limitariam
este processo pode reduzir o desenvolvimento da hiperalgesia (CHUDLER &
ANDERSON, 2002). Tem-se demonstrado ainda que citocinas pré-inflamatérias e
fatores de crescimento estdo super-expressos no desenvolvimento da hiperalgesia
nos modelos de CCI (CLATWORTHY et al.,, 1995; ANDERSON & RAO, 2001;
OKAMOTO et al., 2001).

Algumas células inflamatérias e do sistema imune parecem estar
implicadas no desenvolvimento e manutencao da dor neuropdtica seguida a lesao
periférica do nervo. E provavel que os polimorfonucleares (PMN) neutréfilos estejam
envolvidos nas fases iniciais de desenvolvimento da neuropatia (PERKINS &
TRACEY, 2000), enquanto mastécitos e macrofagos podem ser os principais
responsaveis pela liberacao de fator de necrose tumoral o (TNF-a), IL-18 e NGF. No
SNC este papel parece ser desempenhado também por leucécitos hematégenos e
por células microgliais residentes. A participacdo dos macréfagos nas fases iniciais e
tardias do desenvolvimento da hiperalgesia térmica subsequiente a CCI parece ser

crucial (MARCHAND et al., 2005).
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O acumulo inicial de neutréfilos pode estar sendo mediado pela liberacao
de IL-1B a partir da ativacao de receptores NK; por taquicininas endogenas, através
de um mecanismo pré-inflamatério associado a inflamagdo neurogénica (PINTER et
al., 2002). Isto constituiria uma algca amplificadora em que a inflamacao neurogénica
potencializa a resposta inflamatéria e esta, por sua vez, participa ativamente do
inicio e desenvolvimento da neuropatia.

O aumento dos niveis de TNF-a, IL-1B e IL-6 estdo intimamente
relacionados ao surgimento da hiperalgesia mecanica e térmica seguida a CCl no
nervo ciatico de ratos, enquanto o aumento dos niveis de IL-10 parece estar ligado a
resolugdo do processo (OKAMOTO et al., 2001). Do mesmo modo, observa-se o
aumento dos niveis de IL-6 e de NGF no nervo infraorbitario lesado e no tronco
cerebral de ratos, sendo também correlacionados ao desenvolvimento da alodinia
mecanica no modelo de CCI do trigémeo (ANDERSON & RAOQO, 2001).

Demonstrou-se que a aplicagéo de IL-18 e TNF-a recombinante de rato no
nervo ciatico, em doses fisioldgicas, induz intenso infiltrado de macréfagos no epineuro
e é capaz de mimetizar um quadro comportamental semelhante ao da dor neuropatica,
sem que haja alteragées morfolégicas no nervo (ZELENKA et al., 2005). Entretanto,
observa-se também que a despeito da importancia das citocinas no desenvolvimento e
manutencao da dor neuropatica, sua presenca parece ser insuficiente, por si s, para
manter por longo periodo este estado (ANDERSON & RAO, 2001).

A utilizagao sistémica de IL-10 tem demonstrado ser efetiva no controle
dos sinais sugestivos de hiperalgesia em modelos experimentais de dor neuropatica.
Deste modo, o pré-tratamento com a IL-10 reduziu de maneira significativa, em
ratos, os sinais de incapacitagdo da articulagdo de joelho induzida pela

administracdo intra-articular de zimosan, independente de ativacdo de vias
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opioidérgicas (VALE et al., 2003). De maneira semelhante, a administragéo intratecal
de IL-10 reduz o desenvolvimento da alodinia no modelo de neuropatia induzida por
dinorfina (LAUGHLIN et al., 2000). Além disto, manobras terapéuticas que
determinam um aumento da producao de IL-10, como a terapia génica intratecal,
tém se mostrado eficazes no tratamento da dor neuropatica em modelos animais,
nos quais a alodinia mecanica e a hiperalgesia térmica foram prevenidas ou mesmo
revertidas a partir deste recurso, sem que, contudo, se alterasse o limiar nociceptivo
mecanico e térmico nos animais “sham” operados (MILLIGAN et al., 2005).

Assim sendo, acredita-se que pelo menos parte do efeito antinociceptivo
induzido pela IL-10 se deve a inibicdo da liberacdo de outras citocinas pré-
inflamatodrias, principalmente a IL-18 e a TNF-a (LAUGHLIN et al., 2000, VALE et al.,
2003).

Embora ndo se negue a importancia relativa da inflamagao inicial, é
provavel que outros fatores estejam envolvidos no desenvolvimento e na
manutencao do estado de dor seguido a lesdo do nervo (CLATWORTHY et al.,
1995; CHUDLER & ANDERSON, 2002), ja que também se observa o aparecimento
da hiperalgesia seguida a CCI de ciatico mesmo utilizando-se o fio de seda inerte
(OKAMOTO et al.,, 2001), contrariando o conceito que a resposta inflamatéria
induzida diretamente pelo material do fio utilizado para a constriccdo seria
imprescindivel para o desenvolvimento da hiperalgesia.

Outro argumento em favor da hipétese de que a inflamacgao, de per se,
nao pode ser responsabilizada pela neuropatia reside na observacao de que nos
modelos de estudo em que a hiperalgesia decorre basicamente da resposta
inflamatéria, houve um curto periodo de avaliacdo do desenvolvimento da

hiperalgesia e um tempo reduzido de estabilidade desta resposta quando
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comparado ao modelo de CCI, no qual se observa o desenvolvimento gradual dos
sinais de hiperalgesia, que perduram por mais de 60 dias apos a lesédo (VOS et al.,
1994; DESEURE & ADRIAENSEN, 2002).

Finalmente, o desenvolvimento da neuropatia associado a resposta
inflamatéria pode ser explicado pelo fato de a CCI reduzir em mais de 50% o fluxo
sanguineo no nervo, o que € suficiente para causar degeneracao isquémica de algumas
fibras, levando a cascata de eventos inflamatérios que resultam no aumento dos niveis
de interleucinas e fatores de crescimento do nervo (OKAMOTO et al., 2001).

Os testes com 0 modelo experimental de CCI-ION mostram comportamento
de nocicepgao semelhante a neuralgia do trigémeo, apresentando respostas até certo
ponto equivalentes as esperadas pelos medicamentos normalmente utilizados no
tratamento desta patologia (IDANPAAN-HEIKKILA & GUILBAUD, 1999). Desta forma,

este modelo tem sido um importante instrumento de pesquisa para esta patologia.

2.5.2.1 — Avaliagédo da nocicepc¢ao facial

Tao importante quanto a caracterizacdo de um modelo de nocicepgéo
semelhante a neuralgia de trigémeo em humanos, € o desenvolvimento de métodos
adequados de mensuragao da hiperalgesia proveniente da lesdo periférica ao nervo.
Métodos eficazes de avaliagdo de hiperalgesia na area trigeminal ainda sdo um
desafio (NEUBERT et al., 2005).

As caracteristicas desejaveis de um método de avaliagdo séao
reprodutibilidade, ser quantificavel e néo invasivo (LE BARS et al., 2001). Assim
sendo, a escolha do teste de avaliacao deve passar por critérios objetivos multiplos,

tais como aplicabilidade, custo, facilidade de execucao da técnica e, principalmente,
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adequacdo ao modelo estudado e ao objetivo proposto, uma vez que todos os

métodos apresentam vantagens e desvantagens.

2.5.2.2 — Avaliacdo comportamental de nocicepc¢ao

Entre os modelos comportamentais, a avaliagdo do "grooming" como
resposta nociceptiva mostra-se um método eficaz, porém de interpretagdo complexa.
Além disso, esta avaliacdo comportamental sofre importantes variagdes na resposta
dependendo das condigbes ambientais (BENOLIEL et al., 2001; DESEURE &
ADRIAENSEN, 2004). Observa-se que, apds a cirurgia, os animais submetidos a
CCI-ION apresentam comportamento aversivo e "grooming" assimétrico espontaneo
direcionado ao sitio da leséo, sugestivo de hiperalgesia (KRYZHANOVSKII et al.,
1993; VOS et al, 1994, 1998; DESEURE & ADRIAENSEN, 2002, 2004). A
dificuldade encontrada em varios métodos de avaliacdo comportamental de
nocicepgao € que, em muitos casos, a resposta avaliada faz parte do repertério
natural de acgdées do animal e podem estar alteradas em situagdes distintas da
nocicepgao, como é o caso do “grooming”. Desta forma, € necessario criar
mecanismos outros que diferenciem com maior exatiddo o que € um comportamento
normal de um comportamento nociceptivo ou nocifensivo. E importante salientar que
este método nao permite a avaliar a ocorréncia de hipoalgesia, a semelhan¢a do que

acontece com a avaliacao pelo método da formalina orofacial.
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2.5.2.3 — Avaliagédo de nocicepgao mecanica

A estimulacdo mecéanica mostra-se eficaz para avaliar as alteragdes do
limiar nociceptivo seguido a CCI-ION. A utilizacdo dos monofilamentos de von Frey
(estesiometria) detecta alteracbes no limiar de nocicepcdo mecanica. Por este
modelo, observa-se inicialmente o desenvolvimento de hipoalgesia no lado lesado
que gradualmente é substituida por uma resposta hiperalgésica (VOS et al., 1994;
IDANPAAN-HEIKKILA & GUILBAUD, 1999). Mais uma vez, as limitagdes deste

método residem nas nuances de sua execugao e na sua relativa baixa sensibilidade.

2.5.2.4 — Avaliagédo de nocicepgao térmica

A utilizagdo de um teste térmico traz algumas vantagens sobre estimulos
mecanicos e elétricos pelo fato ativar basicamente nociceptores especificos ou
polimodais, ao passo que a estimulagdio mecéanica pode ativar também
mecanoreceptores de baixo limiar (fibras AB) e produzir desta maneira, uma falsa
resposta exacerbada de dor, enquanto a estimulagdo elétrica relaciona-se
inicialmente aos receptores de baixo limiar, ativando os nociceptores apenas em um
segundo momento (LE BARS et al., 2001). Assim, a nocicepcao térmica é tida como
uma estimulagao especifica, inequivoca e que nao produz lesdes teciduais graves
se adequadamente controlada (MORRIS et al., 1982).

Desta maneira, varios testes de estimulacdo térmica tém sido propostos
para a regiao orofacial. Morris et al. (1982) desenvolveram um método no qual um
aparato é montado na cabega do rato mantendo um filamento em contato com a

pele do animal. Este filamento entdo se aquece e produz uma resposta
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caracteristica, que € o de levar as patas dianteiras ou traseiras diretamente ao local
estimulado, sendo este o ponto de corte. A temperatura neste momento marca a
medida da nocicepcédo. Este método tras como principal desvantagem o tempo
requerido, o custo e a logistica necessaria para sua aplicacdo, sendo assim pouco
atrativo para testes de acao de drogas e outras manobras antinociceptivas.

Imamura et al. (1997) descreveram um modelo de avaliagdo térmica facial
a partir de uma adaptacao do teste proposto por Hargreaves et al. (1988) para patas
de ratos. O teste consiste da aplicacao de uma fonte de calor radiante sobre o centro
da regi&o das vibrissas do rato. Neste modelo, os ratos ficam contidos em uma caixa
prépria, em que apenas a regido avaliada fica exposta, mas com espago suficiente
para o recuo da cabeca do animal. O ponto de corte deste método é o tempo de
laténcia, ou seja, o tempo que o animal leva para perceber o estimulo térmico como
estimulo nociceptivo e recuar a cabega. Este teste mostrou-se eficiente em detectar
uma redugao no limiar termonociceptivo apoés a cirurgia de CCI-ION.

Outro modelo térmico recentemente descrito utiliza um dispositivo térmico
no qual o rato toca ao acessar o bebedouro. Neste método € avaliado o numero de
vezes que o animal toca o dispositivo e 0 tempo em que permanece em contato com
este. Este método mostra-se eficiente em demonstrar alteragdes no limiar
nociceptivo apdés a aplicacdo de um agente pré-inflamatério, a carragenina, e a
subseqliente reversdo da hiperalgesia através da administracdo de morfina
(NEUBERT et al., 2005). Em nossa avaliagdo, este método é pouco viavel para
avaliagoes crbnicas, como as que se fazem necessarias no modelo de CClI, além do
fato de poder induzir desidratacdo no animal, com conseqiéncias dificeis de serem

avaliadas.
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2.6 - Tratamento da NT

2.6.1 — Recursos farmacologicos

Na pratica clinica, a principal forma de tratamento da NT consiste do uso
de algumas drogas anticonvulsivantes como a carbamazepina (medicamento de
primeira escolha), fenitoina, gabapentina e lamotrigina. Os analgésicos primarios,
como os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINEs) e os opiodides, geralmente nao
estdo relacionados entre as drogas de primeira escolha no tratamento da NT
(MACFARLANE et al., 1997; KITT et al., 2000; JENSEN, 2002; CHONG & BAJWA,
2003; COLOMBO et al., 2003).

A carbamazepina é tao eficaz no tratamento da NT que em algumas
situagdes a resposta positiva ou ndo da dor frente ao uso do medicamento é
inclusive considerada para efeito de diagndstico diferencial (KITT et al., 2000).
Atribui-se 0 sucesso da carbamazepina no tratamento desta patologia a sua
habilidade de bloquear canais de Na+. Isto explicaria o alivio do aspecto lancinante
da dor, mas o exato mecanismo pelo qual isto ocorre ndo & completamente
compreendido (MACFARLANE et al., 1997). A oxcarbazepina, um ceto-analogo da
carbamazepina com o0 mesmo mecanismo de agao, tem sido utilizada com o mesmo
sucesso no alivio da dor, apresentando menos efeitos colaterais. Os principais
efeitos colaterais da carbamazepina sdo dose-dependentes e incluem nauseas,
dificuldade de concentracdo, vertigem, ataxia, diplopia e, em individuos idosos,
disturbios cardiacos (COLOMBO et al., 2003).

A fenitoina foi a primeira droga usada com sucesso no tratamento da NT.

Ela possui mecanismo de acao semelhante ao da carbamazepina, promovendo o
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bloqueio inespecifico de canais de Na+, mas também podendo influenciar canais de
Ca2+ e K+. Seus efeitos colaterais sdo semelhantes aos da carbamazepina e, desta
forma, a substituicdo da carbamazepina por esta droga pode nao oferecer vantagens
(MACFARLANE et al., 1997).

Outros tipos de anticonvulsivantes como a gabapentina, analogo do &cido
y-aminobutirico (GABA, neurotransmissor inibitério do SNC), também vem sendo
utilizado com sucesso no tratamento da NT. A gabapentina € um analogo estrutural
do GABA, mas ndo tem uma acao direta GABAérgica. Entretanto, ela aumenta a
liberacdo de GABA em varias estruturas cerebrais, 0 que pode potencializar as vias
descendentes inibitérias moduladoras do sinal de dor. Tem sido observado ainda
que a gabapentina bloqueia uma subunidade dos canais de Ca2+ no neur6nio, além
de também inibir a sintese de glutamato, um neurotransmissor excitatorio envolvido
na transmissdo da dor (CHRISTENSEN et al.,, 2001). Ela tem sido utilizada nas
sindromes de dor neuropatica com a finalidade de inibir descargas ectépicas de
nervos periféricos lesionados, possivelmente através do antagonismo aos receptores
NMDA e canais de Ca2+ no SNC, sendo possivel que os principais alvos da
gabapentina sejam os canais de Ca2+ neuronais voltagem-dependentes. A
gabapentina € bem tolerada e apresenta poucos efeitos adversos. Os principais
efeitos adversos observados sdo sonoléncia, vertigem, ataxia e fadiga (HARDEN,
1999; COLOMBO et al., 2003).

A lamotrigina é um antiepiléptico de nova geracao que vem sendo testado
com certo sucesso em algumas sindromes de dor neuropatica, como a NT e no
tratamento da enxaqueca. Atua inibindo e estabilizando a conformacao dos canais
de Na+ voltagem-dependentes (AGOSTONI et al., 2003; COLOMBO et al., 2003) e

também reduzindo a liberagdo de glutamato e aspartato (CHRISTENSEN et al.,
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2001; COLOMBO et al., 2003). Observa-se ainda que a lamotrigina pode modular a
acao de canais de Ca2+ e K+ (CHRISTENSEN et al., 2001; PISANI et al., 2004).
Seus principais efeitos colaterais incluem ataxia, descoordenagdo motora, visdo
borrada e diplopia.

Apesar de a literatura ser contraditéria no que se refere a atividade
analgésica dos opidides no controle da dor neuropatica, existem evidéncias que
apontam para uma acdo positiva destes agentes nestas condicbes e
especificamente no controle da NT. Alguns analgésicos opidides foram avaliados em
diferentes modelos experimentais de neuropatia no ciatico e se mostraram eficazes
na reducao da hiperalgesia mecéanica e térmica (ERICHSEN et al., 2005). Em outro
estudo, a morfina, sozinha ou em associagdo com um agonista serotoninérgico
altamente especifico para os receptores 5-HTia, mostrou-se eficaz em inibir a
alodinia mecéanica no modelo experimental de dor neuropatica trigeminal (DESEURE
et al.,, 2004). Foi demonstrado também que os neurdnios do ganglio trigeminal
expressam receptores y opidides e que a ativagdo destes pode contribuir para a
analgesia induzida por opidides no complexo trigeminal, através da abertura de
canais de potéssio voltagem-dependentes (TAKEDA et al., 2004).

Farmacos bloqueadores de canais de célcio podem potencializar os
efeitos antinociceptivos dos opidides, sendo que alguns destes agentes como a
lamotrigina, que reduzem a concentragao intracelular de célcio (PISANI et al., 2004),
podem induzir analgesia por si sé (CHRISTENSEN et al., 2001).

Situacdo semelhante ocorre com algumas drogas serotoninérgicas, que
demonstram potencializar os efeitos antinociceptivos da morfina, mas também
podem induzir analgesia independentemente da associacdo (DESEURE et al.,

2004). O uso destes farmacos tem surgido como uma proposta interessante para a
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obtencado de analgesia profunda (GALEOTTI et al., 1997; COLPAERT et al., 2002) e
as pesquisas envolvendo a utilizacdo destas drogas no tratamento da neuralgia do
trigémeo tem apresentado resultados promissores (DESEURE et al., 2002; KAYSER

et al., 2002; DESEURE et al., 2003).

2.6.2 — Recursos nao farmacologicos

A maioria dos farmacos utilizados no tratamento da NT determina efeitos
colaterais importantes, tanto na terapia aguda quanto na crdnica. Estes efeitos
incluem sedacao, perda de concentragdo, sonoléncia, descoordenacao motora, além
de complicagdes cosméticas como hiperplasia gengival e ganho de peso
(STEINHOFF et al., 2003), o que traz sérias limitagdes e dificuldades para o uso
destas drogas. O efeito colateral mais comum é a depressdo do SNC e ocorre
principalmente em individuos idosos, sendo necessario cuidadoso ajuste das doses
para estes pacientes (MACFARLANE et al., 1997).

Em geral, a opcdo cirurgica nos casos de neuralgia idiopatica é
considerada apenas nas situagdes refratarias, em que as terapias nao invasivas nao
lograram sucesso. Ela consiste principalmente da descompressdo microvascular,
mas pode chegar a ser realizada até mesmo a rizotomia (MACFARLANE et al.,
1997). A cirurgia apresenta riscos nao sé inerentes ao procedimento, como também
existem relatos de agravamento do quadro original de dor apds a execugcao desta
(CHONG & BAJWA, 2003). Por ser este um método mais radical e em funcdo dos
riscos envolvidos, sua indicacdo é bastante criteriosa e a adogao desta terapia fica,

em geral, como alternativa final.



49

Assim, sdo necessarias formas de tratamentos que visem a melhora
clinica dos individuos que sofrem de trigeminalgia, mas sem que o proprio
tratamento represente uma perda na qualidade de vida.

O avanco no conhecimento dos mecanismos intrinsecos que levam a
hipersensibilidade e a sensibilizacdo central tém permitido testar novas modalidades
de tratamento, apresentando resultados promissores para o futuro, no que diz
respeito ao desenvolvimento de tratamentos eficazes e menos agressivos ao
individuo que sofre da trigeminalgia.

Fora da abordagem farmacolégica classica, mas ainda seguindo uma linha
mais conservadora, tratamentos tais como acupuntura, laserterapia e utilizacdo da
estimulagéo elétrica transcutanea do nervo (TENS) tém sido utilizados com sucesso no
tratamento da neuralgia do trigémeo (MACFARLANE et al., 1997; CHONG & BAJWA,
2003) e também em outras condi¢ées de dores neuropaticas, como no controle da
enxaqueca (ALLAIS et al., 2003). Pela auséncia de efeitos colaterais graves, estas
modalidades deveriam ser avaliadas em todo tratamento de dor neuropatica, mesmo

antes de se indicar a abordagem farmacologica (HARDEN, 1999).

2.7 - Ultrasom terapéutico

No sentido de se buscar tratamentos eficazes com menor impacto
negativo, o Ultrasom terapéutico (USt) pode surgir como uma nova abordagem para
o tratamento da NT. Este instrumento é amplamente utilizado por fisioterapeutas ha
décadas, sendo indicado inclusive no tratamento de diversas condicbes dolorosas

(ROBERTSON, 2002).
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Tradicionalmente, é postulado que o USt atue através de dois tipos de
efeito: os térmicos e os nado térmicos (BAKER et al.,, 2001). Os efeitos térmicos
acontecem quando a onda ultrasbnica é absorvida pelos tecidos e entédo
transformada em calor. Este efeito € visto principalmente quando se utiliza o
aparelho de ultrasom no modo continuo e em tecidos que tenham em sua
composicao grande presenca de fibras colagenas, como a cortical 6ssea, fascia
muscular, capsula e sinovia articular e grandes ramos nervosos (TER HAAR, 1999).

Ja os efeitos ndo térmicos sao obtidos com o aparelho de ultrasom
configurado no modo pulsado (TER HAAR, 1999) e sdo produzidos por dois
fendbmenos, que sdo a corrente acustica (forga fisica da onda ultrasénica que gera
um vetor de forca capaz de movimentar ions e pequenas moléculas, inclusive
organelas no interior das células) e a cavitacao (formagdo de microbolhas de gas e
vapor a partir da passagem da onda ultrasénica em liquidos) (JOHNS, 2002).
Acredita-se que estes podem ser 0s principais responsaveis pelos bioefeitos
produzidos pelo USt (BAKER et al., 2001; NYBORG, 2001).

E visto que a cavitagdo pode causar lesdes celulares e teciduais in vitro,
porém acredita-se que este efeito ndo seja tao relevante clinicamente (BAKER et al.,
2001). De qualquer modo, o uso estaciondrio do USt deve ser evitado, como
alternativa a contornar este possivel efeito deletério.

Entre os efeitos biolégicos produzidos, existem evidéncias que apontam
para a capacidade do USt em induzir a expressao de algumas citocinas envolvidas
na angiogénese (REHER et al., 1999) e de citocinas com acgéo pro e antiinflamatéria,
além de outros fatores que participam na reparacao tecidual (JOHNS, 2002).

Sugere-se ainda que o USt atue em células do sistema imune e do

processo de reparagdo tecidual, como macréfagos, mastocitos, fibroblastos,
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osteoblastos e células endoteliais, possivelmente através da modulagdo da
producdo de citocinas e outros fatores, reduzindo a inflamacdo e facilitando a
reparacao nos tecidos insonados (BAKER et al., 2001; JOHNS, 2002). Demonstrou-
se também que o USt acelera a regeneracdo axonal em ratos que sofreram
neurotomia experimental de nervo ciatico, provavelmente agindo por mecanismos
nao térmicos (CRISCI & FERREIRA, 2002).

Pesquisas recentes tém demonstrado que aplicacdes periféricas de USt
podem induzir analgesia através da inibicdo ao nivel da medula espinhal da NOS
indutivel e neuronal, em um modelo de artrite experimental em ratos, apontando este
recurso como um meétodo potencial para o tratamento de dores neuropaticas
(HSIEH, 2005, 2006).

Ainda na década de 1930, iniciou-se o0 uso do USt no tratamento e alivio da
dor ciatica e de outras neuropatias (NYBORG, 2001). Atualmente tem sido indicado
para diversos usos terapéuticos, incluindo tratamentos envolvendo a regido facial,
sendo apontado como um recurso altamente efetivo e de baixo custo no tratamento da
osteoradionecrose de mandibula seguida a radioterapia (REHER et al., 1998) e como
auxiliar na reducdo do edema e do trismo poés-cirurgico seguido a cirurgia oral de
exodontia de terceiro molar inferior impactado (ELHAG et al., 1985).

Além disso, apesar de o USt ser indicado principalmente em processos
agudos, existem estudos demonstrando que este recurso terapéutico pode ser eficaz
no tratamento de disturbios de dor cronica, como no tratamento da fibromialgia
(ALMEIDA et al., 2003) e da sindrome da dor miofascial (MAJLESI & UNALAN, 2004).

A despeito disso, pouco se sabe ainda sobre seus mecanismos de agao e
sobre seus reais beneficios de utilizagdo, sendo que a literatura cientifica sobre o

assunto €, muitas vezes, escassa e ambigua. Muito se especula, mas existem
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poucas evidéncias definitivas sobre os efeitos biologicos do USt (BAKER et al.,
2001, PHILADELPHIA PANEL, 2001).

Por ser este um instrumento de uso tdo difundido, pouco oneroso e com
resultados satisfatérios na pratica clinica, pesquisas complementares sao
urgentemente necessarias para elucidar seu mecanismo de agdo e indicar com
maior precisdo as bases cientificas do seu uso, principalmente em modelos
experimentais de neuropatia. A falta de parametros de uso, a dificuldade de
padronizacao da técnica de utilizacdo ou mesmo do préprio aparelho, sdo fatores
relacionados que dificultam pesquisas mais apuradas com o objetivo de verificar sua

eficacia e seus mecanismos de acao (ROBERTSON, 2002).



3 — OBJETIVOS

53




54

3- OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

A. Avaliar a eficacia do uso do ultrasom terapéutico (USt) em reduzir a

intensidade de uma resposta nociceptiva neuropatica, em ratos.

B. Investigar os mecanismos envolvidos na antinocicepgéo produzida

pela aplicacdo do USt neste modelo experimental.

Para atingir estes objetivos foram realizados experimentos visando a:

1.

Padronizagdo, em nosso laboratério, de uma modificacdo da
técnica de avaliacdo da resposta nociceptiva a um estimulo
térmico, no modelo experimental de dor neuropatica decorrente da
lesdo por constriccdo cronica do nervo infraorbitario (chronic
constriction injury — CCI-ION), em ratos.

Investigacéo da presenca de PMN neutréfilos nas varias fases pos-
cirdrgicas, visando verificar a possivel participacdo local destas
células no desenvolvimento e/ou manutencdo do processo
nociceptivo estudado e apés as aplicacdes do USt.

Quantificacdo das modificacbes da resposta nociceptiva
neuropatica decorrentes da aplicacao local do USt — modo pulsado,
em dois padrdes diferentes de intensidade da onda ultrasénica.
Investigacdo da participagcdo de mecanismos opioidérgicos
enddgenos na antinocicepc¢ao induzida pelo USt — modo pulsado,

atraves de ferramentas farmacoldgicas (antagonista opidide).
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Animais

Utilizaram-se ratos Wistar machos, com peso entre 150 — 220 g,
adquiridos junto ao Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Minas Gerais - CEBIO/ICB-UFMG. Os animais foram
acondicionados em caixas plasticas padrao, com quatro animais por caixa, em ciclo
claro-escuro de 12 horas iniciando as 6:00 h, com temperatura ambiente em torno de
25° C, recebendo agua e comida ad libitum até uma hora antes dos experimentos.
Todos os animais foram tratados de acordo com os preceitos éticos para pesquisa
com animais e as diretrizes para investigacdo de dor experimental em animais,
conforme prescrito pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(ZIMMERMANN, 1983). O trabalho foi analisado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFMG - CETEA/UFMG, sendo aprovado sob o protocolo

n® 146/05 (copia do certificado — anexo I).

4.2 - Drogas

Para a anestesia dos animais, foram utilizadas quetamina 10% (Dopalen®
injetavel - Vetbrands) e xilazina 2% (Anasedan® injetavel- Vetbrands).
O antagonista opi6ide naltrexona (ReVia® - Cristalia) foi preparado em

solugao salina estéril (NaCl 0,9%) e administrado nas doses de 2 e 5 mg/Kg. No dia
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anterior ao experimento, cada comprimido, contendo 50 mg de Cloridrato de
naltrexona, foi finamente triturado e, em seguida, diluido em solucdo salina estéril as
concentragbes de 2 e 5 mg/ml.

A morfina sulfatada (Merck), diluida em solugdo salina estéril a
concentracdao de 5 mg/ml, foi gentiimente cedida pelo Prof. Dr. Igor Dimitri Gama
Duarte, do Laboratério de Analgesia e Dor do Departamento de Farmacologia do
ICB/UFMG.

Como veiculo de conducao da onda sonora foi utilizado gel in6cuo de
ultrasonografia, de pH neutro, composto por carbopol, conservante, hidratante, agua

desmineralizada e corante (Gel In Shape® — Industria Suprimed).

4.3 - Cirurgia

Todas as cirurgias foram realizadas sob anestesia geral, com solugédo de
quetamina 10% e xilazina 2% (proporgao de 4:3), sendo injetado 1 ml/Kg pela via

intramuscular (i.m.).

Os animais utilizados para o desenvolvimento da neuropatia receberam a
injuria por constricgao crénica (CCl) unilateral (lado direito), através de duas amarras
frouxas ao redor do nervo infraorbitario (ION).

O acesso ao ION foi feito seguindo a técnica cirurgica descrita por Gregg
(1973) e adaptada por Vos et al. (1994), na qual o nervo € alcangado através da
Orbita, sem que ocorra nenhuma lesdo do globo ocular do animal (fig. 3).
Resumidamente, realizava-se uma pequena incisdo em forma de meia lua

circundando a parte superior da cavidade da 6rbita direita do animal. A cavidade da
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Orbita, formada pelos ossos maxilar, frontal, lacrimal e zigomatico, era entao
dissecada. Em seguida, o globo ocular era cuidadosamente defletido para acessar o
ION, utilizando-se como espagadores chumagos de algodao e um afastador cirargico

especialmente adaptado para este procedimento.
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FIGURA 3 - Representacio esquematica da
anatomia da area cirurgica do nervo infraorbitario.

Fonte: Gregg, 1973, p. 392.

Uma porgédo de cerca de 0,5 cm do nervo infraorbitario, estendendo-se
mais rostralmente na cavidade da érbita, caudal ao forame infraorbitario, era exposta e
livre dos tecidos conectivos adjacentes. Duas amarras frouxas com fio inécuo de nylon
flexivel, separadas uma da outra por aproximadamente 2 mm, foram feitas ao redor do
nervo, 0 mais préximo possivel da regido caudal do forame. Um espacador de nylon
com diametro de 0,5 mm foi colocado paralelamente ao nervo e retirado por
deslizamento apds a realizacdo da amarra, assegurando uma folga constante e
suficiente para diminuir o diametro do nervo e retardar, mas sem ocluir, a passagem
do impulso nervoso e da vasculatura superficial, conforme descrito por Bennett e Xie

(1988). A incisdo no escalpo era entao fechada com trés pontos de fio de seda 4-0.

Na cirurgia falsa (“sham”), o ION era identificado, liberado dos tecidos

conectivos, um pedaco do fio de nylon era passado em volta do nervo e deixado no



59

local, mas sem que se fizesse a constriccdo. Os demais procedimentos seguiam 0s
mesmos passos da cirurgia CCI-ION.

O lado contralateral em ambas as cirurgias foi mantido ileso.

As cirurgias foram realizadas assepticamente e nado foram utilizadas
drogas antibiéticas ou analgésicas no pré ou no poéds-operatério, devido a
possibilidade destas drogas interferirem no desenvolvimento da hiperalgesia
(CHUDLER & ANDERSON, 2002). Nao se observou sinais indicativos de infeccao
pods-operatéria em nenhum dos animais.

Os animais “naive” ndo receberam nenhum tipo de manipulacéo cirdrgica.

Atualmente, este modelo experimental tem tido preferéncia nas pesquisas
referentes a neuralgia do trigémeo, por ser um modelo para dor neuropdtica facial
em que o animal ndo apresenta sinais evidentes de dor incapacitante. Em modelos
que utilizam lesdo quimica, por exemplo, a dor persiste durante todo o transcurso do
experimento, limitando movimentos mastigatérios do animal. No modelo de CCI o
que se desenvolve € uma resposta exacerbada a um estimulo nociceptivo e ndo um
quadro de dor ininterrupto, de tal forma que n&o ocorre perda de peso dos animais

durante o periodo experimental.

4.4 - Avaliacdo da hiperalgesia térmica

Um termoalgesimetro apropriado para avaliagdes no modelo facial de

CCI-ION foi desenvolvido no Laboratério de Inflamagéo e Dor do Departamento de

Farmacologia do ICB/UFMG, tomando-se por base o método de avaliagdo
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comportamental em um modelo animal de hiperalgesia utilizando estimulagéao
térmica proposto por Hargreaves et al. (1988) e adaptado por Imamura et al. (1997).
O aparelho consiste de uma resisténcia elétrica mantida a uma distancia
segura da pele do animal através de um anteparo rigido, confeccionado em material
dotado de baixa condutividade térmica que, além de evitar queimaduras no animal,
padroniza a distancia entre a fonte de calor e a regido onde é feita a avaliacao (fig.
4A). Em consequiéncia desta distancia padronizada, a temperatura determinada pelo
calor irradiante é mantida constante. O aparelho foi repetidamente aferido por
periodos de duas horas, sob constante monitoramento, tendo sido observado que a

temperatura, na distancia definida, manteve-se em 45° C durante todo o tempo.
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FIGURA 4 - A) Representacao esquematica do termoalgesimetro. B) Demonstracdo da avaliacao
termoalgesimétrica.

Conforme mostra a fig. 4B, o dispositivo era direcionado ao centro da
vibrissal (VOS et al., 1994; IMAMURA et al., 1997; CHUDLER & ANDERSON, 2002)
estando o animal levemente contido, de maneira a ndo impedir totalmente sua
movimentacao e sem causar estresse desnecessario. Uma vez que o animal era
contido, permitia-se um periodo de adaptacdo entre 1 e 2 minutos para que nao
houvesse demasiada agitacao que pudesse gerar fatores de dificuldade e confusao
na leitura da resposta avaliada. A contencao parcial era mantida somente durante o

periodo de avaliagao.
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Uma vez que o dispositivo era posicionado, iniciava-se a contagem do
tempo de laténcia para a reacao de retirada da cabeca. Foi considerada reacao de
retirada o recuo lateral (no sentido contrario ao do dispositivo) ou recuo posterior
da cabeca. Se nao fosse observada nenhuma reacdo do animal, o tempo de corte
para evitar lesdes foi padronizado em 18 segundos, equivalente a cerca de 2
vezes a resposta basal média dos animais “sham” — operados.

Para a contagem do tempo utilizou-se um cronémetro digital da marca
Thecnos®, modelo Quartz Sport.

As avaliagdes preliminares foram realizadas sempre na mesma sala onde
0s animais eram mantidos apos a cirurgia € no mesmo periodo do dia, entre 12:00 h
e 17:00 h, de forma a padronizar e controlar ao maximo possivel os fatores
ambientais. O teste térmico foi feito em ambos os lados, iniciando sempre pelo lado
contralateral ao da cirurgia. Todos os animais foram submetidos as mesmas
condi¢oes experimentais, recebendo inclusive “testes falsos”. Neste caso, o aparelho
era levado a area de teste sem que estivesse ligado, de forma que era possivel
observar as reagdes comportamentais do animal sem que ele estivesse sendo
termicamente estimulado. Este artificio dificultava a ocorréncia eventual de
aprendizado pelos animais, além de corroborar a premissa que a resposta
nociceptiva avaliada era proveniente do estimulo térmico e ndo mecanico.

Observou-se que, imediatamente antes do movimento de retirada da
cabeca, indicativo de nocicepcao, 0os animais apresentavam um movimento rapido
das vibrissas. Isto também serviu como parametro de refinamento da avaliacao para
diferenciar o que era retirada em funcao do estimulo nociceptivo e a ocorréncia de

uma simples reacao de fuga que nao caracterizaria nocicepgao.
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4.5 - Aplicagao do Ultrasom terapéutico

Foi utilizado nos testes com Ultrasom terapéutico (USt) um aparelho da
marca IMEBRAS, SONOPULSE, ERA 1 cm? (fig. 5). Os parametros de uso do USt
foram 1 MHz, freqiiéncia 100 Hz, pulso 1/5, nas intensidades 0,3 e 0,4 W/cm? por 2
min. As aplicagdes do USt foram realizadas no modo pulsado, em movimentos
circulares no local de aplicacdo, nao permitindo que o aparelho permanecesse parado
em um mesmo local, evitando-se assim as lesdes teciduais do tipo cavitacdo. Estes
parametros foram definidos anteriormente através de um experimento piloto (ndo
mostrado) e por resultados obtidos em nosso grupo (SAVERNINI et al., 2003).
Durante a “aplicagéo falsa” do USt, foi feita apenas a massagem com o cabecote do

aparelho desligado.

FIGURA 5 - Aparelho de Ultrasom terapéutico.

O aparelho foi aferido a cada 3 meses para garantir a confiabilidade e
constancia dos parametros a serem avaliados e a sua perfeita funcionalidade.
Para a aplicacdo do ultrasom terapéutico foi utilizado um gel in6cuo de

ultrasonografia a fim de facilitar a conducao da onda ultrasénica.
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4.6 - Protocolos Experimentais

4.6.1 — Desenvolvimento da resposta nociceptiva ao estimulo térmico no
modelo experimental de dor neuropatica decorrente da lesao por constriccao crénica

do nervo infraorbitario (CCI-ION), em ratos

Objetivos:

A) Determinar o padrdao temporal de desenvolvimento da
hiperalgesia térmica apo6s a indugao de neuropatia trigeminal por
CCI-ION, em ratos.

B) Comparar as reagbes observadas nos lados ipsilateral e
contralateral da cirurgia.

C) Avaliar o tempo necessario para estabilizacdo da resposta
hiperalgésica, determinando o melhor tempo para iniciar os
experimentos seguintes.

Foram utilizados 44 ratos Wistar nas especificagbes ja mencionadas,

divididos em trés grupos experimentais: Operados com lesdo (Op — CCI; n=16),

operados “Sham” (n=16) e “Naive” (n=12).
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FIGURA 6 - Esquema da avaliacdo temporal do desenvolvimento de hiperalgesia térmica facial
apos cirurgia de CCI-ION.
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Foram realizadas avalia¢des do limiar de nocicepc¢ao térmica pré-cirurgia,
com o intuito de se estabelecer uma medida basal. Avaliagdes subseqlientes a
cirurgia foram feitas nos dias 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 23 pds-cirurgicos, a fim de se
observar temporalmente o desenvolvimento das alteracbes decorrentes da lesao por
constricgao crénica do nervo sobre a sensibilidade térmica facial (fig. 6).

Neste primeiro protocolo, o avaliador do teste termonociceptivo
desconhecia a modalidade cirurgica a qual os animais foram submetidos. Devido ao
grande potencial de interferéncia que os fatores ambientais podem exercer na
avaliacao deste modelo (DESEURE & ADRIAENSEN, 2004), todos os demais testes
foram realizados por um uUnico avaliador, com o intuito de diminuir 0 nimero de
variaveis, reduzindo a manipulacdo e o0 estresse dos animais na sala de
experimento.

Os resultados deste protocolo s&o apresentados, na secgdo Resultados,

na figura 11.

4.6.2 — Efeito da aplicacédo local do USt — modo pulsado — (ERA 1 cm?, 1
MHz, pulso 1:5, freqiéncia de onda 100 Hz, intensidade da onda ultrasénica de 0,4

W/cm?) sobre a resposta nociceptiva neuropatica

Obijetivos:

A) Observar o efeito antinociceptivo de aplicacdes seriadas do USt
pulsado na face de ratos com dor neuropética decorrente da
cirurgia de CCI-ION.

B) Avaliar os efeitos das aplicagbes do USt pulsado sobre o limiar de

nocicepgao térmica facial de ratos “sham” e “naive”.
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Utilizaram-se 39 ratos Wistar, distribuidos em 9 grupos de tratamento.
Para isso, os grupos “CCI”, “Sham” e “Naive” foram subdivididos em trés outros
grupos, sendo estes “Sem Tratamento” (ST), “USt desligado” (USt-) e “USt ligado na
intensidade de 0,4 W/cm®. Os grupos “CCl” e “Sham” foram compostos por 05

animais em cada grupo (n=5) e os grupos “Naive” por 03 animais (n=3).
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FIGURA 7 - Esquema da avaliacao temporal do efeito antinociceptivo decorrente das aplicacoes
seriadas do USt em diferentes intensidades.

Foram realizadas trés aplicagdes de USt, com intervalo de duas horas
entre cada aplicagdo. Os grupos “Sham” e “Naive” também receberam aplicacbes do
USt na area correspondente a do sitio operado, nos mesmos moldes dos animais
“CCI-ION”. A verificagcao da influéncia da massagem da regido tratada pelo cabegote
do USt foi feita pela realizagdo do procedimento com o aparelho desligado (USt-).

Os animais foram submetidos a avaliacbes termoalgesimétricas
previamente a cada aplicagdo, sendo ainda reavaliados na 62, 82, 242 e 482 hora
apos o inicio dos experimentos. Neste protocolo, os animais ainda foram observados
por 6 dias (avaliagbes no 3° e 6° dia) apés a avaliacdo da 482 h, até que se
observasse um novo patamar de retorno do limiar termonociceptivo a linha de base
estabelecida no inicio do protocolo (fig. 7).

Os resultados deste protocolo seguem expressos nas figuras 12, 14, 15 e 16.



66

4.6.3 — Efeito da variacdo da intensidade de onda sobre a resposta
antinociceptiva determinada pela aplicagcao local do USt pulsado no modelo de dor

neuropatica por CCI-ION, em ratos

Objetivos:

A) Avaliar o efeito da variagdo na intensidade de onda (0,3 W/cm?)
sobre o efeito antinociceptivo decorrente de aplicacées seriadas
do USt na face de ratos com dor neuropatica induzida por CCI-
ION.

B) Avaliar os efeitos desta variagdo sobre o limiar de nocicepcao
térmica facial de ratos “sham” e “naive”.

Utilizaram-se 39 ratos Wistar, distribuidos em 9 grupos de tratamento.

Para isso, os grupos “CCl”, “Sham” e “Naive” foram subdivididos em trés outros
grupos, sendo estes “Sem Tratamento” (ST), “USt desligado” (USt-) e “USt ligado na
intensidade de 0,3 W/cm®. Os grupos “CCl” e “Sham” foram compostos por 05
animais em cada grupo (n=5) e os grupos “Naive” por 03 animais (n=3).

Neste protocolo, os grupos foram compostos nos mesmos moldes do
experimento anterior e os procedimentos de aplicagdo do USt seguiram 0s mesmos
passos ja citados (fig. 7).

Os resultados deste experimento foram comparados aos resultados
obtidos no protocolo anterior, de maneira a observar as eventuais diferencas
decorrentes da variacdo do parametro intensidade sobre a eficacia do efeito
antinociceptivo do USt sobre o limiar da resposta neuropatica facial em ratos
operados CCI-ION.

Estes resultados sdo apresentados nas figuras 13, 14, 15, e 16.
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4.6.4 — Investigacdo da participagdo de mecanismos opioidérgicos na

antinocicepg¢ao induzida pelo USt pulsado

Objetivos:

A) Avaliar a influéncia do uso de um antagonista opidide (naltrexona)
em diferentes momentos da resposta antinociceptiva decorrente
das aplicacoes seriadas do USt em ratos com dor neuropatica
facial.

Este 42 protocolo foi dividido em duas fases.

Na fase preliminar, 20 ratos Wistar “naive” foram tratados com naltrexona

(5 mg/Kg, s.c.), administrada 30 minutos antes do inicio dos experimentos, e
divididos em 04 grupos (n=5 por grupo), que receberam uma injecao de morfina (5
mg/Kg, s.c.) nos tempos 0, 42, 62 ou 232 "2 hora (fig. 8). Os animais que receberam
morfina na 42 ou na 62 hora sé foram avaliados apés 30 minutos das injegdes. Um
grupo (n=5) foi pré-tratado com salina (1ml/Kg, s.c.) e recebeu, apés trinta minutos,

uma dose unica de morfina (5 mg/Kg, s.c.).

¥ = Medidas termoalgesimétricas dos

lados ipsilateral e contralateral

Pré-tratamento:

-Maltrexona S mafkg, 5.c. Morfina 5 mg/Kg, s.c.
-Salina 1 mlikg, s.c.

R

o I | I | I I L o

Medida 300 18 28 48 ga ga 232 245 HORAS
min 12

Easal

FIGURA 8 — Esquema da avaliacao da sensibilidade do termoalgesimetro na deteccao de variacées
nociceptivas advindas da aplicacdo de um analgésico opiodide e determinagido do tempo de duragao
do efeito do antagonista naltrexona na dose estabelecida (5 mg/Kg, s.c.).
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Este protocolo teve por objetivos demonstrar a sensibilidade do
termoalgesimetro em detectar alteracées no limiar de nocicepg¢do dos animais a um
analgésico opidide, além de estabelecer o tempo de duracdo do bloqueio pela
naltrexona, na dose estabelecida, visando determinar os tempos de aplicagcdo da
naltrexona na segunda fase deste protocolo. Os resultados deste experimento sao
apresentados na figura 17.

A segunda fase deste protocolo teve por objetivo investigar a participacao
de mecanismos opioidérgicos no efeito antinociceptivo induzido pelas aplicacdes do
USt pulsado, através do uso de um antagonista opioidérgico (fig. 9).

Para isso, utilizou-se 26 ratos Wistar, divididos em 05 grupos de
tratamento: “Salina pré + USt + salina 23,5h” (n=5), “Naltrexona 2 mg/Kg pré + USt +
salina 23,5h” (n=5) e “Salina pré + USt + naltrexona 2 mg/Kg 23,5h” (n=>5),
“Naltrexona 5 mg/Kg pré + USt + salina 23,5h” (n=6) e “Salina pré + USt + naltrexona

5 mg/Kg 23,5h” (n=5).

2
3*aplicacio USE ust { 0.4 Wicm

¥ = Medidas termoalgesimétricas dos
2% aplicacdo USE

lados ipsilateral e contralateral

1% aplicacdo USE

! Medidas I e P ¢ ¥ s bt r
| termoalgesimétricas | | | L+ |+ | | L] |
| i

| |

| |

previas subsequentesa |

- 0z 042 03 0g® 237 242 432 HORAS
CCRIaN 300 ’ 142
—————————————————— min
Pré-tratamento: -Maltrexona 2 ou5 mgiky, s.c.
-Maltrexona 2 ou 5 mgikg, s.c. -Salina * mikg, s.c.

-Salina 1 miikg, s c.

FIGURA 9 - Esquema da investigacao da participacao das vias opioidérgicas no efeito antinociceptivo
do USt através da utilizacao de um antagonista opidide (naltrexona — 2 ou 5 mg/Kq, s.c.).



69

Neste experimento, assim como nos seguintes, utilizou-se o USt na
intensidade de 0,4 W/cm?, que demonstrou ser a mais efetiva no protocolo anterior.

Os resultados deste experimento estdo expressos na figura 18.

4.6.5 — Avaliacao da atividade da mieloperoxidase (MPO) de neutréfilos

no tecido nervoso (nervo infraorbitario) de animais submetidos a CCI-ION

Objetivos:

A) Investigar a presenga de PMN neutréfilos em diferentes fases
pds-cirargicas, visando observar a possivel participacdo local
destas células no desenvolvimento e/ou manutengcdo processo
nociceptivo investigado e apds a as aplicagdes do USt.

Foram utilizados 51 ratos Wistar, divididos em 10 grupos experimentais: 01

grupo “Naive” (n=5), 01 grupo “Sham” (n=6) e 08 grupos Operados (n=5, por grupo).

0.4 Wicm?2
s
St

7r = Medidas termoalgesimétricas dos

3% aplicacdo USH

2% apiicagio UST _—
phcas lados ipsilateral e contralateral

Cirurgia CCRION 13 aplicacdo US

?ﬁ**ﬁ“{l?||?|‘i"

Basal a° 157 o 012 0z 042 0g® 0g® 242 HORAS
dia dia

Retirada de tecido ———————

FIGURA 10 - Esquema da avaliacdo da presenca de PMN neutréfilos em decorréncia da cirurgia CCI-
ION e em fung¢ao do uso do USt, realizadas em diferentes tempos.
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Em dois grupos operados, o nervo infraorbitario lesado foi retirado no 3° e
15% dia pds-operatério. O nervo infraorbitario dos animais do grupo “Naive” foi
retirado seguindo o lado correspondente ao do nervo lesado nos animais operados.
As amostras do nervo infraorbitario do grupo “Sham” foram retiradas no 3° dia pés-
operatorio. Trés grupos foram submetidos a aplicagdo do USt conforme descrito
anteriormente (item 4.6.3), e os nervos infraorbitario foram retirados na 12, 62 e 242
hora. Trés outros grupos receberam a aplicagdo falsa de USt (USt-) e os tecidos
foram retirados nos mesmos tempos citados (fig. 10).

Testes termoalgesimétricos foram realizados antes de cada retirada de
tecidos apenas para monitorar as modificagbes do limiar termonociceptivo em
resposta a cirurgia CCl e ao tratamento com o USt (fig. 10).

Para determinar o acumulo de neutréfilos no nervo infraorbitario, foi
utilizado o método de avaliagéo da atividade de mieloperoxidase (MPO) (IVEY et al.,
1995; DE MATOS et al., 1999). Este teste foi gentilmente realizado pelo mestrando
Flavio Almeida Amaral no laboratério do Prof. Dr. Mauro Martins Teixeira
(Departamento de Bioquimica e Imunologia, ICB/UFMG).

Descrevendo-se brevemente, fragmentos de nervo foram pesados e
picados, suspensos a 5% em salina EDTA, submetido a homogeneizacédo e
centrifugacéo (3000 g, 10 minutos). O sobrenadante foi desprezado e o componente
residual (pellet) ressuspendido em 1,5 ml de NaCl 0.2% gelado e 1,5 ml de NaCl 1.6%
com glicose 5% gelada para cada 100 mg de tecido. Realizou-se nova centrifugacéao
3000 g por 10 minutos. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em tampao fosfato com HTAB a 5% e re-homogenizado por 30
segundos. As amostras foram congeladas e descongeladas seguidamente (3 vezes)

em nitrogénio liquido, submetidas novamente a centrifugacdo e os sobrenadantes
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coletados para ensaio de MPO. As amostras de nervo foram diluidas antes do ensaio.
Atividade de MPO das amostras foi determinada através de leitor de ELISA (450 nm)
usando tetramethylbenzine (1.6 mM) e H20, (0.5 mM). Os resultados foram expressos
como numero total de neutréfilos por comparacao da densidade 6ptica do sobrenadante
do tecido com neutrdfilos do peritbneo de ratos processados da mesma maneira

Os resultados destes grupos sdo apresentados nas figuras 19 e 20.

4.7 - Analise Estatistica

Determinou-se através da analise de varidancia (ANOVA), em um
experimento piloto com 11 animais “naive” durante 05 dias, a média (x), desvio

padréo da resposta (s) e intervalo de confianga (IC), expressos abaixo.

x=10,76
s=1,06
IC =10,76 + 0,63

De posse destes dados, o tamanho das amostras foram calculadas em
n = 4,87 ~ 5 animais por grupo, através da aplicacdo do célculo do intervalo de
confianca (IC =X + t.s/\n), considerando-se um desvio em torno da média de 5% < A
< 10% (A = t.s/\n) e o valor médio de t = 2.

A analise estatistica dos dados experimentais foi realizada com o
programa GraphPad Prism, versédo 3.00, utilizando-se o teste ANOVA Two Way para
multiplas variaveis e ANOVA One Way com pés teste de Bonferroni para
comparagao entre 0os grupos experimentais e o controle, considerando-se nivel de
significancia para p < 0,05.

Os resultados foram expressos pela média + E.P.M.
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5 - RESULTADOS

5.1 - Efeito induzido pela lesdo por constricgdo crénica do nervo infraorbitario

(CCI-ION) sobre o limiar termonociceptivo facial dos ratos

Os resultados de padronizagdo do método de avaliacdo de hiperalgesia
térmica no modelo de dor neuropatica facial semelhante a neuralgia do trigémeo

estao apresentados na figura 11.

Estes resultados indicam que o teste adaptado de nocicepgéo térmica
avaliada através do termoalgesimetro é capaz de detectar as alteragbes sensoriais
induzidas pela CCI-ION, quantificando tanto a redugdo quanto o aumento do limiar
nociceptivo térmico.

Imediatamente apds a cirurgia de CCI-ION, seguiu-se um curto periodo de
hipoalgesia na regiao ipsilateral inervada pelo nervo lesado. Ja no 3° dia, observou-se
uma gradual inversao da curva da sensibilidade, quando a hipoalgesia inicial se reduz
paulatinamente e observa-se o desenvolvimento de hiperalgesia, demonstrada pela
diminui¢do no tempo que o animal tolera o estimulo térmico na area afetada.

O patamar da resposta hiperalgésica comecgou a estabilizar logo ap6s o 9°
dia pds-cirurgico e se manteve estavel até, pelo menos, o 24° dia de avaliagéo (fig. 11).

O lado contralateral ao nervo lesado nado apresentou variagao
estatisticamente significativa do limiar termonociceptivo em comparagdo com o

mesmo lado do grupo “Sham”. Houve uma discreta reducdo do tempo de reacao
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neste lado em comparagado com valor basal (pré-cirurgia) do grupo, ndo alcangando,
porém, a mesma magnitude observada no lado ipsilateral (fig. 11).

Os animais operados “sham” ndo apresentaram alteragdes estatisticamente
significativas do limiar de nocicepcao térmica em ambos os lados, semelhantemente

aos animais “naive” (fig. 11).

—=— Op Ipsi
—=—Op Clt
—— Sham Ipsi
+ Sham Clt
—< Naive Ipsi
—< Naive Clt
—e— Valor basal

Tempo de reacao (s)

T T T
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Pds Operatorio (Dias)

FIGURA 11 - Desenvolvimento temporal da resposta neuropatica de hiperalgesia térmica apos
cirurgia de CCI-ION. Grupos Operados — (Op, n=16), “Sham” (n=16) e “Naive” (n=12). As avaliagdes
termoalgesimétricas foram realizadas nos lados ipsilateral (Ipsi) e contralateral (Clt) a cirurgia. Para efeito
pratico, foi assim considerado o lado correspondente no grupo “Naive”. Os resultados estdo expressos pela
média + E.P.M. (ANOVA Two Way, p < 0,0001; ANOVA One Way com po6s teste de Bonferroni, * =p < 0,01
em comparagao ao grupo “Sham” Ipsi)

Testes falsos foram realizados em todos os grupos simultaneamente as
avaliacdes térmicas, durante os 15 dias iniciais. Durante todo o periodo avaliado, nos
trés grupos, os animais ndo apresentaram reagao de retirada quando as avaliagbes
foram realizadas com o termoalgesimetro desligado, permanecendo assim até o
tempo de corte convencionado -18 segundos- (dado ndo mostrado).

Os experimentos seguintes foram iniciados sempre no 16° dia apés a

CCI-ION, quando o limiar de nocicepgao térmica ja esta estabilizado e permanece
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em um mesmo patamar durante todo o periodo de avaliagdo no qual foram

desenvolvidos os demais protocolos experimentais.

5.2 - Efeito do Ultrasom terapéutico (USt) sobre o limiar termonociceptivo

facial de ratos operados “CCI-ION”, “sham”, e “naive”

Os testes utilizando o USt demonstraram que, apds trés aplicacdes locais,
administradas em intervalos de 2 horas entre cada, ha uma reducao significativa da
hiperalgesia térmica ipsilateral a cirurgia nos animais do grupo “CCI-ION”, sendo
este efeito observado nas duas intensidades testadas, 0,4 W/cm? e 0,3 W/cm? (fig.
12 e fig. 13, respectivamente).

Este efeito antinociceptivo inicia-se apdés a primeira aplicagao,
observando-se reducdo da hiperalgesia térmica ja na 22 hora de avaliacdo (na
intensidade de 0,4 W/cm?), atingindo o efeito maximo em 24 h, em ambas as
intensidades. Em 48 h, os valores termoalgesimétricos retornaram aos numeros
iniciais (pré-experimento) e se mantiveram estaveis por mais 06 dias.

Para testar um eventual efeito da massagem realizada pelo cabecote do
aparelho e do gel de ultrasonografia, o mesmo procedimento adotado com o
aparelho ligado foi repetido, mantendo-se, porém, o aparelho desligado (USt-). Este
procedimento mostrou que a simples massagem com o gel ndo modifica o limiar

termonociceptivo dos animais com neuropatia (fig. 12 e 13).
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FIGURA 12 - Efeito antinociceptivo decorrente de 03 aplicagdes seriadas de USt na intensidade
de onda de 0,4 W/cm? em ratos submetidos a cirurgia de CCI-ION. Foram feitas 03 aplicacdes do
USt, realizadas imediatamente ap6s as medidas da 0h, 22 h e 42 h. Nota-se que na 242 h o limiar
termonociceptivo esta acima do valor basal do grupo (pré-cirargico) (# = p < 0,001, comparado ao
valor basal). Os resultados estdo expressos pela média + E.P.M., n=5 (ANOVA One Way com pos
teste de Bonferroni, * = p < 0,001, comparado ao grupo ultrasom desligado (USt-); na 22 hora, * =p
< 0,05). O dia -5 corresponde ao 112 dia p6s CCI-ION.

INSERTO: Resultados do lado contralateral. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa,
comparando-se ao grupo USt-.

O USt- nao apresentou diferengas estatisticamente significativas, em ambos os lados, comparando-se
ao grupo sem tratamento (ST).
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FIGURA 13 - Influéncia da aplicacéo local do USt, na intensidade de onda de 0,3 W/cm?, sobre o limiar
termonociceptivo facial de ratos submetidos a cirurgia de CCI-ION. Foram feitas 03 aplicagdes do USt,
realizadas imediatamente ap6s as medidas da Oh, 22 h e 42 h. Os resultados estdo expressos pela média +
E.P.M., n=5 (ANOVA One Way com pds teste de Bonferroni, * = p < 0,001, comparado ao grupo ultrasom
desligado — USt-). Na 242, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre o valor do USt 0,3 e o valor
basal (p > 0,05). O dia -5 corresponde ao 11° dia pés CCI-ION.

INSERTO: Resultados do lado contralateral. Ndo houve diferenga estatisticamente significativa,
comparando-se ao grupo USt-.

O USt- ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas, em ambos os lados, comparando-se ao
grupo sem tratamento (ST).
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O lado contralateral dos animais “CCI-ION” tratados ipsilateralmente com
USt em ambas as intensidades ndo demonstrou modificagdo significativa no limiar
termonociceptivo, tanto quando comparados ao lado correspondente do grupo USt

desligado (USt-) como também em relagéo ao valor inicial (Oh) de cada grupo (fig. 14).

uUst 0,3 wiem’ USt 0,4 w/em’
15+ - 15
§12— % + % -12 §
] T
| oanpEl | caallanlt
£ o
P 6 - 5 @
-+ NNNNNN | ADAU |,
0 2 4 6 8 24 0 2 4 6 8 24
Tempo (h) Tempo (h)

FIGURA 14 - Auséncia de efeito do USt, nas duas diferentes intensidades (0,3 W/cm? e 0,4 W/cm?) sobre o
limiar termonociceptivo facial do lado contralateral ao nervo lesado de ratos submetidos a CCI-ION. Nao se
observou diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao tempo 0, assim como quando comparado ao
grupo ultrasom desligado (USt-). Os resultados estao expressos pela média + E.P.M., n = 5.

Nas duas intensidades testadas, o USt ndo modificou estatisticamente o
limiar de sensibilidade a estimulacao térmica no lado ipsilateral dos animais do grupo
“Sham” e “Naive” (fig. 15), o mesmo se observando do lado contralateral de ambos os

grupos.
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FIGURA 15 - Auséncia de efeito do USt, nas duas diferentes intensidades (0,3 W/cm? e 0,4 W/cm?)
sobre o limiar termonociceptivo facial de ratos submetidos a cirurgia “sham” e em ratos “naive”.

A) Grupo “Sham”. B) Grupo “Naive”. Nao se observou diferengas estatisticamente significativas em relagéo
aos animais tratados com o USt em ambas as intensidades e os respectivos grupos USt desligado (USt-).
Para facilitar a visualizagdo, foi mostrado apenas o lado ipsilateral de cada grupo. O lado contralateral
também n&o apresentou diferengas significativas nos dois grupos mostrados. Os resultados estdo expressos
pela média + E.P.M., “Sham” n = 5, “Naive” n = 3.

O USt- ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas, em ambos os lados, comparando-se aos
grupos sem tratamento (ST).
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Quando a magnitude da antinocicepgao induzida pelo USt foi comparada
em fung¢ao da variacao da intensidade da onda aplicada, observou-se que este efeito
€ tanto maior quanto o é a intensidade (fig. 16). Verificou-se ndo somente que o
efeito é visto mais precocemente na maior intensidade, como também atinge valores
de antinocicepcao mais pronunciados nos picos do efeito. Assim, na 82 e na 242 h,
viu-se que o USt é significantemente mais efetivo na intensidade de 0,4 W/cm?
quando comparado a intensidade 0,3 W/cm?. Ainda, observou-se que na 242 h do
USt 0,4 W/cm?, o aumento do limiar termonociceptivo alcanca valores acima mesmo
do basal do grupo (pré-cirargico), sugerindo ocorréncia de um efeito hiponociceptivo.
Enquanto isso, o grupo tratado com USt 0,3 W/cm?, neste mesmo tempo, somente
iguala-se estatisticamente ao valor basal, o que ja ocorre na 82 hora do grupo tratado

na intensidade de 0,4 W/cm?.
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FIGURA 16 - Influéncia da intensidade de onda (0,3 W/cm? e 0,4 W/cm?) sobre o efeito antinociceptivo
do USt. Os resultados estdo expressos em média + E.P.M., n = 5 (ANOVA One Way com péds teste de
Bonferroni, * = p < 0,001, comparando-se USt ligado com USt desligado; # = p < 0,001, comparando-se as
intensidades 0,3 W/cm? x 0,4 W/cm?. Na 242 h do USt 0,4 W/cm?, * = p < 0,001 em comparag&o com o valor
basal).
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5.3 - Acdo da naltrexona sobre o efeito antinociceptivo do USt

No experimento de caracterizacdo de sensibilidade do modelo do
termoalgesimetro a um analgésico opibide, observou-se que a aplicagdo de uma dose
de morfina (5 mg/Kg, s.c.) foi capaz de induzir forte efeito hipoalgésico na 12 e 22 hora
apds a aplicacao, ja ndo sendo percebido na 42 hora (fig. 17, inserto). Este efeito foi
blogueado pelo pré-tratamento com naltrexona (5 mg/Kg, s.c.), que foi eficaz em
antagonizar a morfina durante até 08 horas, ndo exercendo mais acdao quando a

morfina foi administrada na 232 %2 hora apds o antagonista (fig. 17).
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5. —e— Nalt prée+Morf 6h
T T T T —7/— — Nalt pré+ Morf 23,5h
0 2 4 6 8 24

Tempo (h)

FIGURA 17 - Determinacao do tempo de bloqueio do efeito da morfina (Morf) pelo antagonista
naltrexona (Nalt - 5 mg/Kg, s.c.). Resultados estdo expressos em média + E.P.M., n = 5 (ANOVA One
Way com pos teste de Bonferroni, * = p < 0,001, comparado ao valor basal).

INSERTO: Avaliacdao do efeito antinociceptivo de um analgésico opidide (Morfina, 5mg/Kg, s.c.)
sobre o limiar termonociceptivo facial avaliado pelo termoalgesimetro. Resultados estdo expressos
em média + E.P.M., n = 5 (ANOVA One Way com pés teste de Bonferroni, * = p < 0,001, comparado ao
grupo sem tratamento - ST).

Com o intuito de se observar a influéncia das vias opioidérgicas no efeito

antinociceptivo inicial do USt, animais “CCI-ION” foram pré-tratados com naltrexona
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(2 ou 5 mg/Kg, s.c.) ou salina (1 ml/Kg, s.c.), 30 minutos antes do inicio dos
experimentos, recebendo em seguida as 03 aplicagdes do USt. Verificou-se que,
considerando as primeiras 08 horas seguidas as aplicagées, foi visto em todos os
grupos o efeito antinociceptivo inicial observado nos experimentos anteriores, sendo
que 0s animais pré-tratamento com naltrexona, em ambas as doses, nao tiveram
modificagdo estatisticamente significativa no efeito induzido pelo USt nesta fase, em
comparagao com o0s grupos pré-tratados com solucao salina (fig. 18).

Porém, os animais tratados com naltrexona na 232 2 h apés o inicio do
experimento, também nas duas doses testadas, demonstraram reducdo, ou mesmo
desaparecimento, do efeito antinociceptivo-hipoalgésico do USt na 242 h ja
observado nos ensaios anteriores e visto também nos animais tratados apenas com

solugéo salina (fig. 18).
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FIGURA 18 - Avaliacao do efeito da naltrexona (Nalt) sobre a antinocicep¢ao induzida pelo
USt. Resultados estdo expressos em média + E.P.M., n = 5 (ANOVA One Way com pos teste de
Bonferroni, * = p < 0,001, comparado ao grupo USt desligado - USt-).
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Observou-se ainda que o pré-tratamento com naltrexona, apesar de nao
modificar significativamente a antinocicep¢ao inicial (22 a 82 hora), interferiu no
desenvolvimento da hiponocicepc¢éo induzida pelas trés aplicagbes do USt na 242
hora. Os animais pré-tratados com naltrexona na dose de 2 mg/Kg tiveram reducao
do efeito antinociceptivo induzido pelas aplicacées do USt, ndo desenvolvendo a
hiponocicepgao vista nesta fase nos experimentos anteriores. De modo semelhante,
a naltrexona utilizada na dose de 5 mg/Kg provocou o desaparecimento do efeito
antinociceptivo/hiponociceptivo induzido pelo USt na 242 hora (fig. 18), a despeito de
aparentemente ndo haver mais um efeito direto de bloqueio pela naltrexona como

demonstrado no experimento anterior (fig. 17).

5.4 - Avaliagdo da presenca de neutréfilos apos a cirurgia de CCI-ION e

aplicac6es do USt

A determinagédo da presencga de neutrofilos no local do nervo operado foi
avaliada através da técnica de deteccao enzimatica de atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) em homogeneizado de tecidos, através da qual determina-
se indiretamente a presenca destas células. Assim, verificou-se que apés trés dias
de cirurgia CCI-ION, ha diferenca significativa do MPO em relacdo aos valores
basais de homogeneizado do ION, indicando infiltrado de neutréfilos no nervo
operado. Observou-se que estes valores reduzem no decorrer do periodo de
avaliagao, retornado aos niveis basais no 15% e 17¢ dias (fig. 19).

As amostras do ION do grupo “Sham”, retiradas apds trés dias do

procedimento cirurgico, apresentaram variagdo do MPO semelhante aos valores
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vistos no grupo “CCI-ION”, indicando também a presenca de PMN neutréfilos no

nervo manipulado, mas que n&o sofreu a constrigdo crénica (fig. 19).
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FIGURA 19 - Avaliacao da presenca de mieloperoxidase de neutréfilos (MPO) em tecido
homogeneizado do nervo infraorbitario ipsilateral de ratos submetidos a cirurgia CClI-
ION. Resultados estao expressos em porcentagem, tomando-se como 100% o valor da média
do grupo “Naive” (média + E.P.M.). “Naive” e 3° dia, n = 5; 152 e 172 dia, n = 4; “Sham”, n=6
(ANOVA One Way com pés teste de Bonferroni, * = p < 0,001, comparado ao grupo “Naive”).

As aplicagbes de USt, simples ou seriada, ndo alteraram estatisticamente

os valores da MPO em comparacao aos valores dos grupos “USt desligado” (fig. 20).
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FIGURA 20 - Avaliacdo da presenca de mieloperoxidase de neutréfilos (MPO) em tecido
homogeneizado do nervo infraorbitario ipsilateral de ratos submetidos a cirurgia CCI-ION
apos as aplicacées do USt. Resultados estdo expressos em porcentagem, tomando-se como
100% o valor da média do grupo “Naive” (média + E.P.M.). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos tratados com o USt (USt+) em comparagdo com o USt desligado (USt-);
n=5. O grupo USt- ndo apresentou valores estatisticamente diferentes aos do grupo “Naive”.
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6 - DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho indicam que o teste comportamental
adaptado de nocicepcao térmica, o termoalgesimetro, foi eficaz em detectar as
alteracdes sensoriais observadas apdés a CCI-ION, apresentando-se como uma
técnica Util, acessivel e aplicavel aos moldes do modelo original descrito por
Hargreaves et al. (1988) e modificado por Imamura et al. (1997). Este teste também
foi capaz de detectar o efeito hiponociceptivo de uma dose de 5 mg/Kg de mofina

(s.c.) e a sua reversao pelo pré tratamento com naltrexona (5 mg/Kg, s.c.) (fig. 17).

Através das medidas termoalgesimétricas pode-se observar o
desenvolvimento e estabilizacdo do quadro de dor neuropatica em decorréncia da
lesdo por constricgdo cronica do nervo infraorbitério de ratos (CCI-ION). No primeiro
momento, percebeu-se redugdo da sensibilidade termonociceptiva, sugerindo
hipoalgesia, vista pelo aumento do tempo de laténcia ao termoalgesimetro. Esta fase
tem curta duragdo (3 dias apés a CCI-ION), ao que, a partir das avaliagoes
realizadas no 9° dia pos-cirurgia, observa-se a redugdo drastica do tempo de
laténcia a estimulacao termonociceptiva no lado ipsilateral, quando se desenvolve o
quadro de dor em si, mantendo-se em um patamar estavel de hiperalgesia por todo
o periodo de avaliacao (fig. 11). Estes resultados estdo em acordo com a literatura,
no que diz respeito ao desenvolvimento e estabilizacdo de uma resposta hiperalgésica
térmica seguida a cirurgia de CCI-ION (IMAMURA et al., 1997).

A auséncia de resposta durante os testes falsos, durante os quais o

termoalgesimetro foi utilizado desligado, além de dificultar um eventual aprendizado
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pelos animais, ainda serviu para confirmar a natureza do estimulo nociceptivo como
sendo térmico, ndo se tratando de estimulo mecénico.

A destruicao de fibras mielinicas causada no primeiro momento da leséo
por constriccdo parece ser responsavel pela hipoalgesia inicial (VOS et al., 1994),
que é observada como a fase pds-cirargica imediata em que ha o aumento do tempo
de laténcia a estimulacdo pelo termoalgesimetro da area relacionada ao nervo
lesado a valores superiores ao basal.

A estimulacao persistente das fibras Ad e C remanescentes produziria um
processo semelhante ao da sensibilizagao central. Uma vez que a lesdo permanece,
a estimulagao persistente principalmente de fibras C, a desmielinizacdo das fibras
nervosas € a presenca de agentes excitatérios na periferia, principalmente a
substancia P, levam a este processo de hiper-responsividade, reduzindo o limiar de
ativacdo dos neurdnios de 22 ordem (VOS et al., 1994).

Por conseguinte, observa-se em um segundo momento, a fase persistente
de hiperalgesia, na qual estimulos nociceptivos de baixa intensidade passam a ser
interpretados de forma exacerbada, com caracteristicas semelhantes a das dores
neuropaticas em humanos. Esta fase foi vista no experimento pela reduc¢do no limiar
de resposta do animal ao termoalgesimetro para valores inferiores a 50% do basal,
em acordo com os resultados descritos na literatura (IMAMURA et al., 1997).

A literatura ndo é definitiva quanto a evolucado da sensibilidade no lado
contralateral. Nao observamos alteragdes estatisticamente significativas neste lado
dos animais CCI-ION em comparacdo ao mesmo lado do grupo “Sham’,
apresentando apenas uma discreta reducdo do tempo de laténcia em funcado do

tempo, comparando-se com as medidas basais (fig. 11).
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ldédnpaan-Heikkila & Guilbaud (1999) ndo observaram altera¢des drasticas no
limiar de sensibilidade mecénica no lado contralateral, apés a cirurgia CCI-ION. Do
mesmo modo, Deseure et al. (2002) também observaram aumento discreto na
responsividade mecanica contralateral, ndo atingindo a mesma intensidade observada no
ipsilateral. Chudler & Anderson (2002) nao observaram alteracdes eletrofisioldgicas, nem
sobre o limiar nociceptivo mecanico, como o visto na area do nervo lesado. Alteracdes
imunohistoquimicas também nado foram observadas para este lado (BENOLIEL et al.,
2001).

Existem algumas hipo6teses para justificar que o lado contralateral seja
sensibilizado. Sugere-se que isso acontega devido a cruzamento de fibras na
medula (IMAMURA et al., 1997). Porém, a utilizagdo de anestésico no local da lesdo
nao alterou o limiar de resposta no lado oposto, o que descarta esta possibilidade
(IDANPAAN-HEIKKILA & GUILBAUD, 1999). Existem também indicios que a
estimulacdo prolongada ou repetitiva de um lado da face pode levar a uma
sensibilizagdo do lado contralateral através de mecanismos segmentares centrais
(CADET et al., 1995). Sugere-se mesmo que esta modificagdo surja como uma
resposta exacerbada pelo estresse (IDANPAAN-HEIKKILA & GUILBAUD, 1999).

Como se percebe, este ndo € um ponto de consenso na literatura. Além
disso, em geral nao se observa esta ocorréncia na pratica clinica dos individuos que
sofrem de NT (OKESON, 1998). De qualquer forma, nossos dados a respeito do
limiar termonociceptivo do lado contralateral ndo conflitam com os dados da
literatura pertinente, contribuindo para a validacao do modelo.

Nos varios métodos descritos na literatura para avaliacao da hiperalgesia
proveniente da lesdo periférica no nervo infraorbitario, os animais “sham” operados

ndo apresentam alteracées comportamentais (DESEURE & ADRIAENSEN, 2004;
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VOS et al., 1994), eletrofisiolégicas dos neurdnios do ganglio trigeminal (CHUDLER
& ANDERSON, 2002), do limiar de nocicep¢ao mecanica (BENOLIEL et al., 2001;
CHUDLER & ANDERSON, 2002) ou térmica (IMAMURA et al., 1997).

Nos resultados aqui apresentados, a colocagao do fio préximo ao nervo,
sem a constriccdo, foi insuficiente para induzir a hiperalgesia térmica nos animais
submetidos a cirurgia “sham” (fig. 11), demonstrando que a neuropatia decorre da
constriccao nervosa e nao do procedimento cirdrgico ou da presenca do fio, de per se,
de acordo com a literatura (OKAMOTO et al., 2001).

O aumento dos niveis tissulares de NGF no ION como resultado da
cirurgia de CCl (ANDERSON & RAO, 2001) é um possivel indicativo da possivel
presenca de neutrofilos na fase inicial do desenvolvimento da dor neuropatica, uma
vez que se relata que a hiperalgesia induzida por este fator € mediada, ao menos
em parte, por neutrofilos circulantes (BENNETT et al., 1998). A literatura relata um
carater essencial para mecanismos periféricos precoces no desenvolvimento da
neuropatia (XIE et al., 2005), entre 0os quais sugere-se a migracdo de neutrofilos
para o endoneuro nos primeiros dias subsequentes a lesdo periférica do nervo
(PERKINS & TRACEY, 2000).

O teste de deteccdo enzimatica de atividade da mieloperoxidase (MPO)
em amostra de tecido nervoso homogeneizado, que mostra indiretamente a
presenca de neutrdéfilos, detectou alteracao significativa apos trés dias de cirurgia de
CCI-ION, em relacao aos niveis basais de MPO. Estes valores retornam aos niveis
basais ja no 15° dia, o que poderia sugerir uma possivel funcao de neutrofilos no
inicio do desenvolvimento da dor neuropatica. Contudo, esta variagao nos valores de
MPO foi observada também no grupo “Sham” apéds trés dias do procedimento

cirurgico, a despeito destes animais ndo apresentarem alteracdo estatisticamente
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significativa no limiar termonociceptivo. Assim sendo, nossos dados sugerem que a
presenca destas células ndo seja o unico fator determinante em nenhuma das fases
de inicio, desenvolvimento e/ou manutengédo do processo da neuropatia, pelo menos
nao ao nivel do local da leséo.

A literatura sobre a utilizacdo do USt é muitas vezes restrita e conflitante,
fazendo com que seja de grande relevancia as pesquisas envolvendo a eficacia e a
determinacao de parametros 6timos para a utilizacdo deste recurso (ROBERTSON,
2002). Para isso, é de fundamental importancia sua aplicagdo em diversos modelos
experimentais de dor e, em especial, nos modelos de dor neuropatica sobre os quais
os dados sdo ainda mais escassos. Assim, poder-se-ia ndo apenas embasar
cientificamente seu uso clinico, como também contribuir para o esclarecimento de
seus mecanismos de acdo, o que facilitard o estabelecimento correto de suas
aplicagoes.

Apesar de a pratica comum indicar o modo continuo para o tratamento de
processos crénicos, a escolha do modo pulsétil se deveu principalmente ao fato de
nao haver evidéncias contundentes de beneficios pelo uso do USt aplicado da outra
forma (PHILADELPHIA PANEL, 2001).

Em nosso estudo, os testes utilizando o USt no modelo de CCI-ION
demonstraram que, apos trés aplicagdes, no modo pulsatil, com um intervalo de 2
horas entre cada uma, ha uma reducao significativa da hiperalgesia ipsilateral a
estimulacao térmica (fig. 12 e 13), sendo que este efeito foi de maior magnitude na
intensidade de onda mais alta (fig. 16). Os dados sugerem que este efeito aconteca
em duas fases: uma fase de antinocicepgao precoce, que se inicia apos as primeiras
aplicacoes de USt, fase esta que se desenvolve nas primeiras 6 a 8 horas, e uma

fase tardia de hiponocicep¢do, quando se observa na 242 hora apds a primeira



91

aplicacao que o tempo de resposta termoalgesimétrica torna-se superior mesmo aos
valores basais de termonocicepcao (fig. 12).

Observou-se que nao houve alteragdo significativa na sensibilidade a
estimulacdo térmica do lado contralateral dos animais do grupo “CCI-ION” tratados
ipsilateralmente com o USt (fig. 14). Este fato pode corroborar a hipotese que a redugao
do limiar nociceptivo do lado contralateral a cirurgia CCI-ION se deva mais a um
comportamento de estresse do que a modificagdes centrais que levariam a isso. Além
disso, este dado ainda sugere que este efeito antinociceptivo induzido pelo USt
provavelmente envolva mecanismos locais.

O USt ndo modificou o limiar termonociceptivo dos animais “sham” e “naive”
(fig. 15). A auséncia de efeito sobre estes grupos afasta a possibilidade deste
recurso estar atuando sobre um processo constitutivo. Assim, o efeito que
observamos nos animais “CCI-ION” pode ser explicado por uma interferéncia em
mecanismos desencadeados pela lesdo. Alternativamente, sugere-se que o USt
estimule células recrutadas pela CCl, como macrofagos e mastécitos, levando-as a
liberar interleucinas antiinflamatérias do tipo da IL-10, que seriam responsaveis pelo
alivio do sintoma de nocicepgéo nos animais que receberam a lesdo nervosa. Esta
hip6étese encontra respaldo na literatura, onde se relata que a terapia génica
intratecal que direciona ao aumento dos niveis medulares de IL-10 também nao
altera o limiar nociceptivo nestes grupos de animais, embora tenha sido capaz de
reduzir a nocicepgao de animais com dor neuropatica do nervo ciatico (MILLIGAN et
al., 2005).

A aplicacdo do USt desligado nao modificou o tempo de reacdo
termonociceptiva em nenhum dos grupos experimentais (fig. 12, 13 e 15), o que

sugere que o efeito antinociceptivo do USt se deve de fato a uma atividade biofisica
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induzida por esta manobra terapéutica e ndo por um efeito placebo ou pela simples
massagem com o cabecote do aparelho.

A literatura relata que o USt é capaz de modular a nocicepgao por
mecanismos outros que os efeitos térmicos, sugerindo agao por mecanismos centrais,
como a reducao da expressao NOS neuronal na medula espinhal, e potencial agao
analgésica no tratamento de dores neuropaticas (HSIEH, 2005, 2006).

Sabe-se que analgésicos opidides possuem efeito antinociceptivo no
complexo trigeminal e especificamente na dor neuropatica trigeminal experimental
(DESEURE et al., 2004; TAKEDA et al., 2004). Observamos que o pré-tratamento
com naltrexona, um antagonista opidide, foi incapaz de bloquear o efeito
antinociceptivo precoce (primeiras 6-8 horas) do USt, embora tenha impedido
completamente o efeito hiponociceptivo tardio (242 h) quando administrado 30
minutos antes (fig. 18). Estes dados corroboram a hipdétese que o efeito
antinociceptivo do USt, ao menos na 242 h, depende basicamente das vias
opioidérgicas, o0 mesmo nao se verificando na 82 hora. Estas diferencas observadas
na capacidade da naltrexona em bloquear os efeitos do USt reforcam nossa
hipétese de que o efeito desta manobra fisioterapéutica envolve pelo menos duas
fases, cada uma delas com mecanismos e mediadores diferentes.

Apesar de nao estarem envolvidas diretamente no efeito antinociceptivo
precoce, as vias opioidérgicas podem exercer algum papel no desenvolvimento do
efeito do USt visto na 242 hora, uma vez que o pré-tratamento com a naltrexona (2 € 5
mg/Kg, s.c.) reduziu ou mesmo impediu 0 aparecimento da hipoalgesia tardia. O pré-
tratamento com a naltrexona a 2 mg/Kg reduziu o efeito maximo observado na 242 hora
quando comparado ao grupo tratado apenas com solugéo salina, enquanto na dose de

5 mg/Kg foi capaz de bloquear completamente este efeito antinociceptivo/hipoalgésico
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(fig. 18), embora tenha se mostrado incapaz de bloquear a morfina (5 mg/Kg, s.c.)
aplicada na 232 2 hora do pré-tratamento com a naltrexona (fig. 17).

Este efeito prolongado provavelmente ocorreu devido as caracteristicas
farmacocinéticas da droga. E possivel que as doses administradas de naltrexona
tenham sido altas o suficiente para chegarem na 242 hora com niveis sistémicos
capazes de bloquear, mesmo que residualmente, os opidides enddgenos.

As aplicacdes simples ou seriadas do USt ndo induziram migracao de
neutroéfilos para o nervo, visto através do MPO (fig. 20). Este dado, associado ao
retorno do limiar termonociceptivo aos niveis iniciais (pré-experimento) em 48 h apds
as trés aplicagdes, sugere que o USt ndo produziu leséo transitoria ou permanente
no nervo.

Na literatura atual ndo foram achados resultados semelhantes aos
apresentados neste trabalho, uma vez que ndo encontramos estudos que testassem
os efeitos do USt em um modelo experimental de dor neuropdtica trigeminal. A partir
destas  avaliagbes, observou-se que o USt produz um efeito
antinociceptivo/hipoalgésico, dependente da intensidade e persistente. Mais ainda,
estes resultados indicam que o USt pode ser um instrumento util e eficaz no
tratamento e controle de neuropatias, como a NT. Mais pesquisas sdo necessarias
para elucidar o mecanismo pelo qual o USt age e assim, indicar melhor seu uso

terapéutico com bases cientificas.
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7 - CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstram que o teste do
termoalgesimetro € um instrumento eficaz para detectar as alteragdes nociceptivas
observadas apés a CCI-ION, em ratos, apresentando-se como uma técnica (util,
acessivel e aplicavel para avaliagbes de nocicepcao, drogas e procedimentos
antinociceptivos na regido facial em modelos animais.

Verificou-se também que na fase inicial da lesdo por constriccdo crénica
ocorre a presenga de neutrofilos no local do nervo lesado, uma vez que o0s niveis de
MPO estavam aumentados no 3¢ dia pés-cirurgico. A presenca destas células &
transitoria, conforme revelado pelos niveis normais de MPO observados a partir do
152 dia. Do mesmo modo, 0s animais “sham” apresentaram variagdo semelhante
dos niveis de MPO também no 3° dia, sugerindo que os PMN neutréfilos
aparentemente ndo sao os Unicos determinantes na génese da dor neuropatica,
assim como o desenvolvimento e a manutencdo deste processo provavelmente
também sejam independentes destas células, pelo menos ao nivel do local da leséo.

A despeito da presenca do fio, o fato de no 15° dia os niveis de MPO ja
retornarem a valores basais € um indicativo que a migragdo de PMN neutréfilos para
o local do nervo lesado, vista no 3° dia pés-cirurgico, se deva ao procedimento
cirurgico em si. Isso confirma que o fio, apenas, provavelmente seja incapaz de
induzir ou manter uma resposta inflamatoéria ou neuropética, visto pela auséncia de
alteracdes nociceptivas no grupo “Sham”.

Observou-se que o USt produz um efeito antinociceptivo/hipoalgésico,

dependente da intensidade da onda ultrasénica, duradouro mas reversivel, que
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parece se desenvolver em duas fases distintas, com mecanismos e mediacéo
quimica diferentes para cada uma das fases.

O efeito antinociceptivo do USt s6 foi observado no lado ipsilateral dos
animais submetidos a cirurgia CCI-ION, nao alterando o limiar termonociceptivo do
lado contralateral a lesdo assim como dos animais “sham” e “naive”. Isto sugere que
este recurso ndo atue em elementos constitutivos e que, para produzir seus efeitos
antinociceptivos, dependa de mecanismos locais deflagrados pela leséo.

A administragdo de naltrexona no inicio do experimento e na 232 2 hora
permitiu que fosse verificado que as vias opioidérgicas sdo mais importantes na fase
de hipoalgesia tardia induzida pelo USt do que na fase de antinocicepg¢ao precoce.

A administracao prévia de naltrexona ndo antagonizou a fase precoce da
resposta antinociceptiva, muito embora tenha interferido no aparecimento da
hipoalgesia tardia. Nossos resultados sugerem que esta interferéncia decorreu da
acdo da droga nesta segunda fase, como resultado da persisténcia de niveis
sistémicos capazes de antagonizar os opidides enddgenos envolvidos no processo.

As aplicagdes simples ou seriadas do USt nédo modificaram
significativamente os niveis basais de MPO, sugerindo que este recurso terapéutico
nao induza leséo tecidual, ao menos nao o suficiente para mobilizar PMN neutrofilos.
Este fato, associado ao retorno do limiar termonociceptivo aos niveis pré-
experimentais apés 48 h das aplicacbes, sao indicios que o efeito
antinociceptivo/hipoalgésico ndo acontece em funcdo de uma leséo transitéria ou
permanente do nervo.

Com estes resultados, conclui-se que o USt pode ser um instrumento util
e eficaz no tratamento e controle de neuropatias, como a NT. Mais pesquisas sédo
necessarias na elucidagdo dos mecanismos pelos quais o USt age, para assim

indicar seu uso terapéutico com maior precisdo, baseado em evidéncias cientificas.
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