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RESUMO

As Disfung¢bes Temporomandibulares (DTMs) compreendem um grupo de
distirbios que podem acometer os musculos da mastigacdo e/ou as
articulagdes temporomandibulares. O entendimento sobre 0s mecanismos
da dor envolvidos nas DTMs ainda néo esta totalmente elucidado,
entretanto, tém sido sugerido que o0s receptores glutamatérgicos e os
receptores da familia dos TRPs (Transient receptor potential),
especialmente  TRPV1, poderiam estar envolvidos nos mecanismos
periféricos destas condi¢des. O eugenol é o maior constituinte do 6leo do
cravo-da-india (80 - 95 %) (Syzygium aromaticum, Myrtaceae). Dentre suas
inimeras propriedades, o efeito analgésico tem sido um dos mais estudados
atualmente. No presente estudo, inicialmente foi confirmado que o eugenol
promoveu efeito antinociceptivo em camundongos quando administrado
pelas vias intraperitoneal (i.p.) e oral (v.0.) frente a nocicepgdo dor aguda
induzida pelo &cido acético (i.p.) e glutamato (i.pl.). Além disso, foi
demonstrado que o eugenol foi efetivo em reduzir a dor orofacial induzida
pelos agonistas glutamatérgicos ionotrépicos NMDA, AMPA e cainato,
bem como dos metabotrépicos do grupo 1 e 2 (trans-ACPD). A
coadministracdo de doses subativas de eugenol com antagonistas
glutamatérgicos ionotrépicos (MK-801, CNQX) e metabotrépicos (MCPG)
reduziu marcadamente a dor orofacial induzida por seus respectivos
agonistas glutamatérgicos, evidenciando-se assim uma efetividade destes
trés compostos em produzir um efeito sinérgico. O eugenol também reduziu
a nocicepgdo causada pelos agonistas dos receptores TRPV1, TRPAL e
TRMP8 (capsaicina, cinamaldeido e mentol, respectivamente), bem como
dos receptores ASICs (salina acidificada) e, similarmente ao sistema
glutamatérgico, a coadministracdo de doses subativas de eugenol com
antagonistas dos receptores TRPV1, TRPAl e TRPMS8 (capsazepina,
canfora e vermelho de ruténio) e ASICs (amilorida) inibiram de forma
sinérgica a nocicepcdo induzida pelos respectivos agonistas. O presente
trabalho demonstrou que o eugenol é efetivo em reduzir a nocicepcdo
muscular orofacial, atuando pelo menos em parte via receptores
glutamatérgicos, receptores TRPs, e ASICs. Os resultados aqui
apresentados sugerem que o eugenol pode constituir-se em uma nova
alternativa de tratamento para o controle das DTMs musculares guando
administrado isoladamente ou em associagdo com as drogas antagonistas
utilizadas neste estudo.

Palavras-chave: Eugenol.Masseter. Dor orofacial. Dor muscular.






ABSTRACT"

Temporomandibular Disorders (TMD) comprise a group of disorders
that can affect the chewing muscles and/or temporomandibular joints.
The understanding of pain mechanisms involved in TMDs are not yet
fully elucidated, however, it has been suggested that glutamate and
transient receptor potential (TRP), especially TRPV1, could be involved
in the peripheral mechanisms of these conditions. Eugenol is the major
constituent of the oil of clove (80-95%) (Syzygium aromaticum,
Myrtaceae). Among its numerous properties, its analgesic effect has
been one of the most studied nowadays. In this study, it was initially
confirmed that eugenol promoted  antinociceptive  effect
whenadministered intraperitonealy (i.p.) and orally (p.o.) in classical
models ofacute pain induced by acetic acid and glutamate. Moreover, it
was demonstrated that eugenol was effective in reducing orofacial pain
induced by the glutamate ionotropic agonists NMDA, AMPA and
kainate, as well as metabotropic group 1 and 2 (trans-ACPD).
Coadministration of subactives doses of eugenol with ionotropic (MK-
801, CNQX) and metabotropic (MCPG) glutamate antagonists markedly
reduced orofacial pain induced by their respective glutamatergic
agonists. This can demonstrate an effectiveness of these compounds to
produce a synergistic effect. Eugenol was also able to reduce
nociception caused by TRPV1, TRPA1l and TRMP8 receptor agonists
(capsaicin, cinnamaldehyde and menthol, respectively) as well as
receptor ASICs (acidified saline). In addition, the coadministration of
subactives doses of eugenol with TRPV1, TRPAL, TRPMS8, and ASICs
receptor antagonists (capsazepine, camphor, ruthenium red, and
amiloride, respectively), synergistically inhibited the nociception
induced by their respective agonists. The present study demonstrated
that eugenol is effective in reducing muscle orofacial nociception, acting
at least in part via glutamate receptors, TRPs, and ASICs. The results
presented here suggest that the eugenol coud be a new alternative
treatment for the control of muscular TMD when administered alone or
in combination with the antagonists used in this study.

Keywords: Eugenol. Masseter. Orofacial Pain. Muscle Pain.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOR

A dor possui um papel fisioldgico e funciona como um sinal de
alerta para percebermos que algo esta ameagando a integridade fisica do
nosso organismo (CHAPMAN; GAVRIN, 1999). A Associacdo
Internacional para o Estudo da Dor (IASP) a definiu como “uma
experiéncia emocional e sensorial desagradavel, associada a uma lesdo
tecidual real, ou potencial, ou descrita em termos de tal lesdo”
(MERSKEY; BOGDUK, 1994). Assim sendo, a dor também envolve
aspectos comportamentais, podendo causar reacGes emocionais
negativas e, quando persistente, pode tornar-se debilitante e muitas
vezes causadora de sofrimento, sendo frequentemente responsavel pela
diminuicdo drastica da qualidade de vida dos portadores deste sintoma
(CHAPMAN; GAVRIN, 1999; GRIFFIS; COMPTON; DOERING,
2006; JULIUS; BASBAUM, 2001). A maioria dos modelos
experimentais de dor em animais registram apenas o0 processo de
codificacdo e processamento do estimulo nocivo (processo sensorial),
sem levar em consideracdo os aspectos psicolégicos que também
influenciam na percepcdo final da dor (processo emocional), por esta
razdo, denominamos a resposta comportamental dos animais de
nocicepcdo (LOESER; TREEDE, 2008).

Dentre as formas de classificacdo da dor, a mais habitualmente
utilizada é a que leva em consideracdo o tempo de duracdo. Assim sendo, a
dor pode ser classificada em aguda e cronica, entretanto, além da
diferenciacdo temporal, neurobiologicamente esses dois tipos de dor
também diferem profundamente. A dor aguda se da pela ativacdo direta de
nociceptores, estruturas especializadas na deteccdo de estimulos nocivos
capazes ou ndo de causar alguma lesdo. Desta forma, muitas vezes a dor
aguda pode se estabelecer sem que ocorra uma lesdo aparente. Quando a
dor persiste por semanas ou meses, € classificada como dor croénica. A dor
cronica muitas vezes permanece mesmo ap6s a recuperacdo da lesdo e
caracteriza-se também pela incapacidade do organismo restabelecer suas
funcdes fisioldgicas. Na maioria dos casos de dor crénica, ocorrem varias
alteracBes no organismo que facilitam a transmissdo e manutencdo dessa
dor, como por exemplo o aumento da sintese e/fou liberacdo de
neurotransmissores, alterac@es sindpticas e o brotamento de novas fibras
nervosas (LOESER; MELZACK, 1999; MILLAN, 1999).

A dor pode também ser classificada quanto a sua origem. A dor
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nociceptiva é aquela que ocorre devido a uma ativagdo excessiva de
nociceptores, que sdo estruturas especializadas sensiveis a estimulos
nocivos (mecanicos, térmicos e quimicos) localizadas principalmente na
pele, masculos e visceras, enquanto que a dor neurogénica ocorre
guando o tecido neuronal é lesionado com consequente liberacdo de
neuropeptideos que induzem a dor, tanto por estimulo periférico como
central. A dor neuropética é aquela que ocorre apés uma lesdo ou
disfungdo do sistema nervoso somatosensorial. Ainda fazendo parte
desta classificacdo, pode-se citar a dor psicogénica ou de origem
psicolégica, que é aquela que ocorre sem a presenca de um fator
somatico identificavel (MILLAN, 1999).

1.2 NOCICEPTORES

A dor é o resultado da ativacdo de estruturas sensoriais
denominadas nociceptores. A palavra nociceptor deriva do latim (nocere
= ferir), e por defini¢do, estas estruturas especializadas funcionam como
sensores de estimulos nocivos que se comportam como “vigilantes” de
qualquer leséo tecidual que ocorra ou que possa ocorrer aos tecidos (LE
BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001; MILLAN, 1999).

O primeiro pesquisador a prop6r o conceito de nociceptor foi o
fisiologista britdnico Sherrington em 1908, que o definiu como uma
entidade, um neurdnio sensorial primario que seria ativado por um
estimulo capaz de causar dano tecidual (JULIUS; BASBAUM, 2001,
MCMAHON; KOLTZENBURG, 1990). Sugeriu ainda que para se
diferenciarem das fibras nervosas sensoriais, 0s nociceptores seriam
dotados de limiares ou sensibilidades especificas, ou seja, seriam
ativados apenas por estimulos capazes de resultar em lesGes teciduais,
sendo insensiveis a estimulos ndo-nocivos, como por exemplo o tato.
Décadas mais tarde, por meio de estudos eletrofisioldgicos, outros
pesquisadores demonstraram a existéncia de neurbnios sensoriais
primarios que podem ser excitados por calor nocivo, pressdo intensa ou
irritantes quimicos, mas ndo por estimulos indcuos, confirmando
exatamente a teoria proposta por Sherrington (GREER; HOYT, 1990;
JULIUS; BASBAUM, 2001).

Frente 4 ativacdo de um nociceptor, este ird conduzir a
informacéo nociceptiva da pele, 6rgéos e demais tecidos dos membros e
tronco para a medula espinal, e da cabega e regido cervical alta (C1 e
C2) para o tronco encefalico (MESSLINGER, 1997; PACAK;
PALKOVITS, 2001) A maioria dos corpos celulares dos neurbnios
nociceptivos aferentes priméarios do nosso corpo estdo localizados nos
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ganglios da raiz dorsal (GRD), com excec¢do da regido orofacial, que se
localizam no génglio trigeminal (GT) ou génglio de Gasser (BEAR,;
CONNORS; PARADISO, 2006). Os neurbnios do GRD e do GT
emitem projecGes axonais em duas direcdes. Os neurbnios do ganglio da
raiz dorsal emitem projecdes para a periferia através de seus
prolongamentos periféricos, e para o corno dorsal da medula espinal
através de seus prolongamentos centrais (BESSON, 1999; WALL;
MELZACK, 1999). Da mesma forma, os neurbnios do sistema
trigeminal emitem seus prolongamentos para a periferia, entretanto seus
prolongamentos centrais sdo emitidos diretamente para regifes do
tronco enceféalico, sem conexbes com a medula espinal (BEAR,;
CONNORS; PARADISO, 2006).

1.3 GLUTAMATO: UM MEDIADOR NOCICEPTIVO

Ap0s a ativacdo de nociceptores por estimulos nocivos, varias
substancias podem ser liberadas localmente no tecido lesado. Essas
substancias sdo chamadas de mediadores inflamatorios ou mediadores
nociceptivos, e podem ser liberadas por varios tipos celulares, como
mastdcitos, células endoteliais, plaquetas, células de Schwann, dentre
outras (BESSON,1999; BESSON;DICKENSON,1997; EBERSBER-
GER etal., 1995).

Dentre os mediadores nociceptivos, destaca-se 0 aminoacido
excitatorio glutamato, sendo este extremamente importante por ser o
neurotransmissor mais abundante do sistema nervoso central (SNC). O
glutamato pode ser encontrado no encéfalo (incluindo estruturas ligadas a
mediacdo da nocicep¢do), na medula espinal e periferia. Sua liberacdo
ocorre em resposta a estimulos nociceptivos seguidos ou ndo de lesdo
tecidual (GRAHAM et al., 1967; MILLER et al., 1988; SLUKA; WILLIS,
1998). Embora se saiba ha quase 80 anos que o glutamato exerce efeitos no
SNC, somente em 1984 foi estabelecido que ele € um neurotransmissor
(FONNUM, 1984). Até esse momento, eram-lhe atribuidas quase que
exclusivamente fungbes metabdlicas, principalmente pelo fato dele ter sido
encontrado em varios compartimentos celulares no SNC, incluindo o citosol
e a mitocondria (KREBS, 1935).

A liberacdo de glutamato ocorre em diversas condicGes
dolorosas (JULIUS; BASBAUM, 2001), sendo esta dependente do
aumento dos niveis de Ca®* intracelular (LAM et al., 2005). Uma vez
liberado, atua nas sinapses podendo entdo interagir com receptores
glutamatérgicos ionotrépicos (iGIuRs) ou metabotropicos (mMGIURS), e
desta forma promover diversos efeitos neurobioldgicos. Os receptores
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glutamatérgicos ionotrpicos constituem-se de canais ibnicos e sdo
classificados de acordo com critérios moleculares, eletrofisiol6gicos e
farmacoldgicos, sendo denominados de acordo com o agonista pelo qual
sdo seletivamente ativados. Desta forma, nessa classe de receptores
estdo incluidos aqueles seletivamente sensiveis ao NMDA (N-metil-D-
aspartato), ao AMPA (4cido-amino-3-hydroxi-5-metil-4-isoxazolepro-
pionico) e ao cainato (acido cainico) (FUNDYTUS, 2001).

Os receptores glutamatérgicos ionotrépicos AMPA e cainato,
chamados também de receptores ndo-NMDA, tém uma maior afinidade
pelos fons Na', embora também sejam permeéveis aos fons Ca’* e K*.
Além disso, estes receptores medeiam potenciais pds-sinapticos
excitatérios rapidos (TRUSSEL et al., 1988) e podem apresentar
afinidade por diferentes agonistas (GASIC; HOLLEMANN, 1992). Os
receptores AMPA podem coexistir com receptores NMDA em muitas
sinapses no encéfalo, sendo estes responsaveis por mediar a maior parte
da transmissdo sinaptica excitatdria desta regido. O efeito da ativacdo
destes receptores em potenciais de membrana negativos é facilitar a
entrada de fons Na' na célula e desta forma promover uma
despolarizacdo rapida e intensa.

Os canais ativados por NMDA também promovem excitacdo
celular pela entrada de Na*, embora hajam duas diferengas importantes: os
canais ativados por NMDA sdo ativados por Ca”* e a corrente idnica de
entrada é dependente de voltagem. Além disso, com a sua ativacao, além da
entrada de Ca*" e Na', ocorre também saida de fons K. Quando o
glutamato liga-se ao receptor NMDA, o poro abre-se hormalmente, contudo,
em potenciais normais de repouso, o canal permanece bloqueado por ions
Mg™", 0 que impede a livre passagem de outros ions através do mesmo.
Somente com a despolarizacéo da membrana celular que o Mg?" ir4 sair do
poro, ocorrendo subsequentemente a ativacdo de canais AMPA na mesma
sinapse ou sinapses vizinhas. Desta forma, as correntes ibnicas de entrada
através do canal NMDA séo dependentes de voltagem, além de poderem ser
ativadas por neurotransmissores (SALTER, 2005).

Os receptores glutamatérgicos metabotrépicos constituem uma
classe de receptores acoplados a proteinas G, que diferem estrutural,
farmacologica e funcionalmente dos receptores iGIuRs. Podem ser
divididos em trés grandes grupos de acordo com suas propriedades
farmacolégicas ou via de sinalizagdo que ativam. O grupo 1, que inclui
as subunidades mGIuR1 e mGIuR5, possui como principal sinalizagéo a
ativacdo da fosfolipase C, uma enzima que catalisa a producdo de
inositol trifosfato que, por sua vez, promove a liberacéo de fons Ca”* dos
estoques intracelulares, que com niveis elevados ird contribuir para o
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processo nociceptivo. O grupo 2, formado pelas subunidades mGIuR2 e
mGIuR3, e o grupo 3, que inclui as subunidades mGIuR4, mGIuRS,
mGIuR7 e mGIuR8, modulam a atividade da enzima adenilato ciclase
com consequente aumento da producdo do monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc) (CONN; PIN, 1997; HAYASHI, 1985a). O
mecanismo de acdo nociceptiva dos receptores glutamatérgicos
ionotrépicos e metabotrdpicos estdo dispostos na figura 1.

Receptores Glutamatérgicos

Glutamato
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Metabotropicos lonotrépicos

Figura 1: Mecanismo de acdo nociceptiva dos receptores
glutamatérgicos ionotrépicos e metabotropicos.

Fonte: Adaptado de Conn; Pin, 1997.

LEGENDA: A liberacdo de glutamato na fenda sindptica pode ativar e
promover a abertura de diferentes receptores glutamatérgicos ionotropicos
(NMDA, AMPA e cainato) com a consequente entrada de fons Na* e Ca* que
irdo contribuir para o processo nociceptivo. O glutamato pode também ativar
diferentes classes de receptores metabotropicos (mGIuR), resultando em uma
cascata de sinalizagdo via proteina G com a consequente ativagao das vias da
PLC e/ou da AC que irdo acarretar respectivamente o aumento da sintese do
IP3 e DAG ou do AMPc intracelular, eventos estes que irdo contribuir para o
processo nociceptivo. PLC (fosfolipase C); AC (adenilato ciclase); 1P (inositol
trifosfato); AMPc (monofosfato ciclico de adenosina)
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Muitos farmacos que atuam sobre o0s  receptores
glutamatérgicos tém mostrado eficicia em alguns estudos pré-clinicos e
clinicos. Foi demonstrado que drogas antagonistas competitivas de
receptores NMDA foram eficazes contra a dor muscular orofacial em
humanos (LAM et al., 2005). Entretanto, devido aos seus efeitos
colaterais, estes farmacos ndo chegaram a ser avaliados em grandes
ensaios clinicos. Dentre os receptores glutamatérgicos ionotrépicos, o
bloqueio dos receptores de cainato parece ser mais eficaz que o blogueio
dos receptores AMPA em produzir o efeito antinociceptivo. Todavia,
em modelos de dor inflamatéria, os antagonistas dos receptores AMPA
sdo mais eficazes em comparacdo aos antagonistas de cainato. Dentre 0s
receptores metabotropicos, os antagonistas do mGIuR1 sdo os que
apresentam melhores resultados em modelos animais de dor
(YOGEESWARI et al., 2009). O sistema glutamatérgico como um todo,
esta intrinsecamente ligado a deteccgdo e transmisséo de diferentes tipos
de dor, dentre elas, a dor muscular orofacial (LAM et al., 2005), que
sera amplamente abordada neste trabalho.

1.4 OS CANAIS TRPS (TRANSIENT RECEPTORS POTENTIAL)

O maior grupo de detectores de estimulos nocivos pertence a
familia dos canais i6nicos TRP (transient receptor potential), cujo nome é
derivado de uma Drosophila mutante que apresenta uma resposta transiente
ao invés de uma resposta sustentada ao brilho da luz (MONTELL; RUBIN,
1989). Sabe-se que estes canais possuem um papel fisiologico importante
para algumas espécies, especialmente para a visdo, olfato, paladar,
mecanosensagdo, osmoregulagdo e termosensacdo (CLAPHAM, 2003).
Entretanto, estudos realizados com a Drosophila melanogaster permitiram
que estes canais fossem considerados como receptores “‘chave” na
transduc&o sensorial.

Sua funcdo especificamente na dor e termosensagdo, foi
primeiramente sugerida pela descoberta de que os canais TRPV1
presentes em mamiferos sdo ativados por temperaturas elevadas e pela
capsaicina, o principio ativo da pimenta (CATERINA et al., 1997).
Além disso, a clonagem e caracterizacdo de outros canais similares ao
TRPV1, os quais sdo ativados em limiares diferentes de temperaturas
(Figura 2), estabeleceram uma regra geral de ligagdo dos canais TRPs a
termosensacdo e nocicepcdo (CATERINA et al., 1999). Desta forma,
estes canais idnicos, 0s quais essencialmente definem as caracteristicas
funcionais e propriedades dos nociceptores, sdo seletivamente ou
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principalmente expressos nesses neurdnios nociceptivos (CLAPHAM,
2003; DHAKA; VISWANATH; PATAPOUTIAN, 2006; JULIUS;
BASBAUM, 2001). Apesar de conservarem apenas uma pequena cadeia
de aminoé&cidos entre os diferentes receptores TRPs, estes compartilham
uma arquitetura similar de seis dominios transmembrana com terminais
carboxi e amino. Dentre um total de 28 canais, destacam-se 0s canais
TRPV1-4, TRPAL e TRPMS, que podem estar expressos em neur6nios
sensoriais e em queratindcitos da pele, e ser sensiveis e passiveis de
serem ativados por estimulos térmicos (Figura 2). Além disso, outros
canais TRPs sdo fortemente modulados por temperaturas médias
(TRPM2, TRPM4 e TRPM5), entretanto, a falta de expressdo destes
canais em nociceptores sugere que eles ndo possuem envolvimento com
a nocicepcdo (PATAPOUTIAN et al., 2009).
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Figura 2: Temperaturas de ativacdo dos diferentes canais TRPs.
Fonte: Adaptado de Calixto et al., 2005.

LEGENDA: A figura mostra os corpos celulares e projecfes periféricas de
neurbnios sensoriais. A expressdo relevante dos canais ativados por
temperaturas “‘mornas” como o TRPV3 e TRPV4 ainda ndo esta clara. O
Gltimo neurdnio nesta figura ilustra um nociceptor polimodal. A expresséo
de Anktml em um subconjunto de células sensiveis ao calor nocivo
(TRPV1), indica que esta célula é capaz de responder a multiplos tipos de
estimulos dolorosos. GRD, génglios da raiz dorsal
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Considerando que uma estratégica alternativa para o
desenvolvimento de novos analgésicos seria buscar alvos que estejam no
inicio da via da dor e a importancia dos receptores TRPV1, TRPAL e
TRPMB8 na detecgdo e transducao dos estimulos térmicos, bem como seu
envolvimento nos processos nociceptivos, acredita-se que possivelmente
em um futuro prédximo, novos analgésicos exercam suas agles através
desses alvos terapéuticos (CALIXTO et al., 2005; PATAPOUTIAN et
al., 2005, 2009). A Tabela 1 demonstra um breve histérico dos canais
TRPs.

Tabela 1: Histérico dos canais TRPs.

ANO DESCOBERTA CIENTIFICA

7000 A.C. A pimenta é utilizada na culinaria e medicina popular

1846 A capsaicina é isolado da Pimenta por W. Tresh

1919 Elucidacéo da estrutura quimica de capsaicina por Nelson

1949 Jancsé demonstra que a capsaicina produz dor e inflamacéao
neurogénica

1977 Identificacdo do canal TRP por Drosophilos

1997 Clonagem do recepor vanildide q (TRPV1)

1999 Clonagem do canal semelhante ao receptor vaniloide (TRPV2)

2000 Desenvolvimento de camundongos deficientes de TRPV1

2002 Clonagem de receptores TRPV3 e TRPV4

2002 Clonagem de TRPs sensiveis ao frio

2003

Fonte: Adaptado de Calixto et al., 2005

1.4.1 Receptores TRPV1

O canal TRPV1 é descrito como um canal idnico que pode ser
ativado pelo calor nocivo, pela capsaicina, € por pH &cido, o que o
caracteriza como um transdutor nocivo polimodal (CATERINA et al.,
1997; SIEMENS et al., 2006). Andlises em camundongos deficientes de
TRPV1 demonstraram que a capsaicina atua somente sobre esses
receptores (CATERINA et al., 2000; DAVIS et al., 2000). As sensacgdes
de queimacdo e coceira sdo qualidades sensoriais frequentemente
evocadas pela capsaicina, estando estas altamente relacionadas com a
dor e por esta razdo a grande maioria dos mamiferos evitam a capsaicina
e outros compostos pungentes (GREEN; HAYES, 2004).

A capsazepina, um reconhecido antagonista dos receptores
TRPV1, possui atividade contra a dor inflamatéria. Este resultado
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sugeriu a possivel existéncia de alguma substancia enddgena similar a
capsaicina que poderia causar dor através da abertura de canais TRPV1
(SANTOS; CALIXTO, 1997). De fato, estudos recentes tém mostrado
que além do calor e prétons, algumas outras substancias enddgenas
podem ativar o TRPV1. A primeira substancia classificada como um
endovanildide foi o mediador lipidico anandamida (ZYGMUNT et al.,
1999). Esta foi originalmente isolada do cérebro como um ligante
enddgeno do receptor canabindide (DEVANE et al., 1992), e constitui-
se de um potente vasodilatador em preparacdes vasculares isoladas de
artérias, efeito este que nao foi revertido por antagonistas dos receptores
canabindides, mas que foi acompanhado pela liberacdo de CGRP
(ZYGMUNT et al., 1999). Interessantemente, a capsazepina inibiu a
vasodilatacdo induzida pela anandamida e a liberacdo de CGRP. A
anandamida possui estrutura quimica semelhante & capsaicina, pois
ambos 0s compostos possuem uma amida ligada a cadeia com lado
alifatico. Além desta, alguns compostos similares sdo ativadores de
TRPV1, dentre os quais podemos citar a N-araquidonildopamina
(endocanabindide), a oleoiletanolamida (substancia enddgena que
facilita a sensacdo de saciedade) e a N-oleodopamina (analogo
enddgeno da dopamina) (AHERN, 2003; CHU et al., 2003; HUANG et
al., 2002; VAN DER STELT; DI MARZO, 2004).

Outros mediadores lipidicos também podem ativar o TRPV1.
Varios produtos de lipooxigenases (LOXs) como o 12 e 15-HPETE
(acido  hidroperoxieicosatetraendico), 5 e 15-HETE (&cido
hidroxieicosatetraendico), e o leucotrieno B4 podem ativar diretamente
0 TRPV1 expresso homogénea ou heterogeneamente (HWANG et al.,
2000 ), entretanto, as prostaglandinas e os acidos graxos insaturados
falham em ativar estes canais (SHIN et al., 2002).

Os mediadores ndo lipidicos endégenos como a bradicinina, o
fator de crescimento neural (NGF) e a adenosina trifosfato (ATP)
também sdo capazes de ativar os receptores TRPV1 (CHUANG et al.,
2001; MORIYAMA et al., 2003). Nestes casos, este é geralmente
ativado de forma indireta via receptores de bradicinina (B,), de ATP
(P2Y), de prostaglandina E2 (EP), de NGF (irkA) e por receptores
glutamatérgicos metabotropicos do gupo 5 (mGIuR5). Estes receptores
estdo acoplados a proteinas G ou vias de tirosina quinases, e sua
estimulacdo resulta na ativacdo da fosfolipase C (PLC) ou fosfolipase
A2 (PLA2), da adenilil ciclase (AC), bem como da proteina quinase A e
C. O canal TRPV1, a enzima PLC e o receptor trkA podem coexistir em
um complexo funcional onde todos estéo fisicamente associados. A PLC
atua na membrana plasmética para catalizar a hidrélise do fosfatidil
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inositol bifosfato (PIP2), gerando diacilglicerol (DAG), e inositol
trifosfato (IP3). Com a hidrdlise do PIP2 pode ocorrer o aumento da
atividade dos receptores TRPV1, o que sugere a participacdo da PLC na
modulacdo destes canais (CHUANG et al., 2001).

Os canais TRPV1 podem ser encontrados em neurdnios
sensoriais de pequeno didmetro, tanto periférica (pele, bexiga e cdrnea,
polpa dentéria) quanto centralmente (corno dorsal da medula espinal e
subnucleo caudal do complexo trigeminal espinal). Estes canais estdo
presentes em mais de 50% dos GRD e neurdnios nociceptivos, sendo
sua maior expressdo em fibras peptidérgicas e ndo-peptidérgicas de
pequeno e medio diametro (GIBBS MELNYK ; BASBAUM , 2011;
GUO et al., 1999; TOMINAGA et al., 1998).

Estudos sugerem que as fibras peptidérgicas estdo envolvidas
no desenvolvimento da dor neurogénica e inflamatéria, enquanto que as
ndo peptidérgicas estdo especialmente relacionadas ao estabelecimento
da dor cronica (GUO et al, 1999; HUNT; MANTYH, 2001;
TOMINAGA et al, 1998). Uma vez que ocorra a ativacdo dos
receptores TRPV1, a célula se despolarizara havendo consequentemente
um processo de nocicepcdo neurogénica com a liberacdo de
neuropeptideos, degranulacdo de mastocitos e extravasamento
plasméatico (BIRKLEIN; SCHMELZ, 2008; SANTOS; CALIXTO,
1997). Interessantemente, repetidas aplicacfes de capsaicina podem
ocasionar efeitos analgésicos, sendo estes, resultantes da
dessensibiliza¢do regional via deplecdo de fibras C (CALIXTO et al.,
2005), o que torna a utilizagdo de preparages topicas de capsaicina Util
na reducdo de alguns quadros de dor (MASON et al.,, 2004). As
evidéncias cientificas aqui apresentadas sugerem uma provavel
participacdo do receptor TRPV1 na modulacdo de uma grande faixa de
mecanismos nociceptivos, 0 que torna impressindivel para a realizacdo
deste trabalho a avaliacdo do seu possivel envolvimento na dor muscular
orofacial.

1.4.2 Receptores TRPA1

O receptor TRPAL é um sensor chave de dano quimico in vivo e
pode constituir de um importante alvo no tratamento de varios tipos de
dor. Varios agentes quimicos pungentes, excluindo a capsaicina, podem
ativar o receptor TRPAL (transient receptor potential of ankyrinl).
Alguns destes compostos podem ser encontrados em alimentos como a
raiz-forte e a mostarda (isotiocianatos), o cinamomo (cinamaldeido) e o
alho (alicina) (BANDELL et al., 2004; BAUTISTA et al., 2005; JORDT


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Melnyk%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21406609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Basbaum%20AI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21406609

37

et al., 2004; MACPHERSON et al., 2005), entretanto, espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio também podem ativar os canais TRPAL
(SAWADA et al., 2008). Sua ativacdo ocorre através de uma ligagéo
covalente a grupamentos sulfidrila de residuos de cisteina, portanto, a
forma de modulacdo quimica dos receptores TRPAL ndo é definida pela
estrutura da molécula ativadora per se, mas sim em maior grau pela
reatividade quimica. De fato, todos os potentes compostos reativos a
cisteina testados parecem ativar o canal TRPAL independentemente de
sua forma estrutural (MACPHERSON et al., 2005). Outros ativadores
de TRPAL incluem a iodoacetamida, a acroleina, o formaldeido, o
acetaldeido e a substancia enddgena 4-hidroxinonenal (4-HNE). Embora
muitos destes compostos quimicos se liguem a cisteinas de forma
irreversivel, foi demonstrado que a ligacdo do dleo de mostarda ao
TRPAL é reversivel (BANG et al., 2007; MACPHERSON et al., 2005;
TREVISANI et al., 2007).

Existem evidéncias consideraveis de que o mecanismo de
ligacdo covalente da ativacdo do canal TRPAL é fisiologicamente
relevante. Estes compostos quimicos reativos modificam proteinas de
forma ndo-especifica, sendo assim, a nocicepcdo causada por eles é
dramaticamente reduzida ou totalmente eliminada em animais nocaute
para 0 TRPA1 (MACPHERSON et al., 2005; TREVISANI et al., 2007).
Além de alguns compostos quimicos reativos, 0 TRPA1 também pode
ser ativado em determinadas situagdes por temperaturas nocivas frias
(SAWADA et al., 2008; STORY et al., 2003; ZURBORG et al., 2007;)
e por calcio (DOERNER et al., 2007), o que o permite ser considerado
também como um nocisensor polimodal. Indiretamente pode ser ativado
por calcio que, com niveis elevados em neur6nios nociceptivos, aumenta
a possibilidade deste receptor atuar como um amplificador de outros
sinais que elevam ainda mais os niveis de calcio intracelular, incluindo
os receptores TRPV1, no entanto, a funcdo do calcio sobre o canal
TRPA1 ¢ bastante complexa, pois este ion também causa a
dessensibilizacdo deste canal (AKOPIAN et al., 2000).

A maioria dos canais TRPs pode ser ativada ou ter a sua cascata
intracelular modulada por neurotransmissores ou receptores de fatores
de crescimento que irdo estimular a via da fosfolipase C (CALIXTO et
al., 2005). A aplicacdo de carbacol (agonista colinérgico misto) em
células HEK293, que expressam receptores humanos de TRPAL induziu
grandes correntes de influxo de Ca®*, que foram blogueadas pelo
vermelho de ruténio (JORDT et al., 2004). Foi demonstrado também
que a bradicinina, um peptideo que possui a¢do inflamatéria e indutora
de dor através do receptor metabotrdpico B2, é capaz de ativar o TRPA1
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(CALIXTO et al., 2005). Recentes estudos sugerem que a modulagdo
dos canais TRP pode ser regulada por respostas consequentes a ativacdo
das vias da PLC ou PLA2, incluindo a hidrélise do PIP2, a producéo de
metabdlitos lipidicos, ou a liberacéo de Ca®* dos estoques intracelulares
(CLAPHAM, 2003). De fato, células qzue expressam TRPA1 séo
sensiveis a0 DAG, 4cido araquidonico e Ca” intracelular (BANDELL et
al., 2004), no entanto, camundongos com expressao reduzida dos canais
TRPAL apresentam deéficits pronunciados na excitacdo de nociceptores
por bradicinina, com reduzida sensibilidade a dor (BANDELL et al.,
2004; BAUTISTA et al.,, 2006). Isto sugere que o TRPA1l pode
funcionar como um importante receptor que medeia a dor e hiperalgesia
induzidas por mediadores inflamatorios. Estudos recentes fornecem
evidéncias de que a bradicinina, bem como outros receptores acoplados
a proteina G, como receptores de proteases, aumentam as respostas de
dor inflamatéria por sensibilizar o TRPA1 através da ativacdo
intracelular da PLC e da PKA (DAl et al., 2007; WANG et al., 2008). O
AP18, um inibidor especifico dos canais TRPAL, blogueou a
hiperalgesia mecanica induzida por CFA em camundongos do tipo
selvagem porém, em animais deficientes de TRPAL, o mesmo inibidor
ndo apresentou efeito. Assim, sugere-se que 0 TRPAL é necessario para
0 desenvolvimento da hiperalgesia mecénica sob condicdes
inflamatdrias (PETRUS et al., 2007).

Os canais TRPAL estdo colocalizados com os canais TRPV1, pois
observou-se a presenca de neur6nios sensiveis tanto ao frio nocivo quanto a
capsaicina e ao calor no GRD, indicando assim a coexisténcia destes canais
em um mesmo neurdnio (STORY et al., 2003). Pode-se acrescentar ainda
gue, em neurdnios altamente mielinizados o TRPAL normalmente néo é
expresso. No entanto, em neurdnios que contém os peptideos SP e CGRP,
esses canais também podem ser encontrados, O (Que sugere Seu
envolvimento na sensibilidade a estimulos nocivos em fibras Ad e C
(STORY et al., 2003). Interessantemente, e de especial relevancia para este
trabalho, a expressdo dos canais TRPAL também pode ser observada no
ganglio do nervo trigémeo, entretanto, sua distribuicdo é maior no ganglio
da raiz dorsal (56%), seguido do ganglio trigémeo (36%) e em Ultimo no
ganglio nodoso (28%) (NAGATA et al., 2005).

1.4.3 Receptores TRPM8
O canal TRPMS (transient receptor potential of melastatin 8)

possui uma sequéncia homdloga a outros canais do tipo TRP
(TSAVALER et al., 2001), estd normalmente expresso em terminais
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periféricos e centrais de fibras sensoriais do tipo C e Ad presentes no
GRD, GT e no GN, desempenhando um papel importante na modulagédo
da transmisséo sinaptica (PREMKUMAR; AHERN, 2000; TSUZUKI et
al., 2004).

Este grupo de receptores pode ser ativado por temperaturas frias
inécuas e por compostos refrescantes como o mentol (MCKEMY;
NEUHAUSSER; JULIUS, 2002; PEIER et al., 2002). Apesar destes
estimulos ativadores de TRPM8 ndo serem nocivos, eles podem
influenciar indiretamente a sinalizagdo nociceptiva e contribuir para a
alodinia ao frio nas dores inflamatdria e neuropatica. Animais nocaute
para o receptor TRPMB8 exibiram uma falta de sensibilidade ao frio (10 -
25°C) e reduzida sensibilidade a dor, entretanto, a dor induzida pelo frio
em baixas temperaturas (~5°C) ndo promoveu alteracdes nestes animais
(BAUTISTA et al., 2006). Até o presente momento, ainda ndo foi
identificada a relacdo de ativadores especificos de alguns canais TRPs
(TRPV2, TRPV3 e TRPV4) e sua participagdo nos processos
nociceptivos (DHAKA; VISWANATH; PATAPOUTIAN, 2006).

O mentol é um monoterpeno que possui um cheiro e sabor
caracteristicos e que pode ser extraido de plantas e éleos essenciais, tais
como a Mentha genus, o 6leo de citronela e o de eucalipto, dentre outros
(ECCLES, 1994). A ativacdo do receptor TRPM8 pelo mentol ou pelo
frio ndo nocivo promove a formacdo de uma corrente iGnica em
neurdnios sensoriais, funcionando este provavelmente como um sensor
de temperatura (JANSSENS; VOETS, 2011). Demonstrou-se que
temperaturas baixas ativam canais catibnicos nao-seletivos em
neurdnios sensiveis ao frio (ativado em torno de 24°C) presentes no
ganglio da raiz dorsal de ratos, e a sua atividade é fortemente aumentada
pelo mentol (ativado em torno de 18 °C) (REID; FLONTA, 2002). Além
disso, estimulos frios induziram correntes ibnicas para 0 meio
intracelular promovendo o aumento da concentragdo do Ca*" livre em
uma subpopulacéo relativamente pequena de neuronios trigeminais. De
forma consistente com a inducédo destas correntes ibnicas pelo estimulo
frio, o mentol parece induzir correntes semelhantes, sugerindo que esta
substancia também atua de forma direta nos canais TRPM8 (MCKEMY;
NEUHAUSSER; JULIUS, 2002). Estas descobertas demonstram que 0
mentol e o frio ativam correntes com propriedades biofisicas muito
semelhantes, sustentando a ideia da existéncia de um sitio molecular
comum para a ativacio de canais permeéveis ao Ca’* no GRD e no GT
de neurdnios sensoriais. Embora a expressdo do RNAm para o TRPM8
seja bastante alta nessas regifes, sua presenca se restringe a 5-10 % das
fibras C adultas de pequeno didmetro presentes no ganglio da raiz dorsal
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(PEIER et al., 2002). Foi demonstrado que 0 TRPM8 esta expresso em
aproximadamente metade dos neurbnios sensoriais de ratos
(OKAZAWA et al., 2004), no entanto, este receptor também pbde ser
observado em uma subpopulagdo distinta de neur6nios nociceptivos/
termoceptivos caracterizados como sensiveis a dor e ao calor. Na
verdade, culturas de neurbnios trigeminais de ratos possuem
subpopulagdes distintas de neurdnios sensiveis ao frio, e 0 TRPM8
possivelmente contribui para a transducdo do frio em algum destes
grupos (NEALEN et al., 2003).

O TRPMB8 ¢ preferencialmente expresso dentro de um grupo de
neurdnios sensiveis ao frio e que respondem rapidamente a um baixo limiar
de ativagdo (em torno de 30°C). Uma classe distinta de neurdnios sensiveis
ao frio que respondem lentamente e que sdo ativados por temperaturas
menores (em torno de 20°C), geralmente ndo possuem 0 RNAm do TRPM8
detectavel (NEALEN et al., 2003). Recentemente, foi relatado que
administragdo tdpica de mentol (40%) em humanos induz sensacGes
significativas de frio e de dor, além de hiperalgesia ao frio e aumento da
perfusdo cutdnea (WASNER et al., 2004). Como a hiperalgesia € um
sintoma frequente em pacientes com dor neuropatica, fibras C periféricas
sensibilizadas ao frio e que respondem ao mentol podem exercer uma
importante funcéo nesta condicdo (WASNER et al., 2004).

Com base no envolvimento dos receptores TRPM8 com 0s
processos nociceptivos, pode-se sugerir o desenvolvimento de novos
analgésicos que atuem sobre estes receptores que possuem
potencialidade principalmente para o tratamento de alguns tipos
particulares de condi¢Bes dolorosas. Todavia, 0s mecanismos que
envolvem o TRPM8 em modelos in vivo de dor sdo, infelizmente, pouco
entendidos, especialmente porque nenhum antagonista seletivo ou
animal nocaute esta disponivel até o presente momento.

1.5 RECEPTORES ASICS (CANAIS IONICOS SENSIVEIS A
ACIDO)

A base molecular dos canais sensiveis a prétons tem sido
bastante estudada nos ultimos anos, desde que correntes de cations
ativadas por prétons foram observadas em neurdnios do GRD (BEVAN;
YEATS, 1991; CATERINA,; JULIUS, 2001). Foram identificados dois
tipos principais de canais operados por prétons, 0s receptores TRPV1 e
0s ASICs (CATERINA; JULIUS, 2001; WALDMANN; LAZDUNSKI,
1998). Os receptores ASICs pertencem & familia de canais de cétions
voltagem-insensiveis, estdo expressos tanto no sistema nervoso central
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€oOmo no sistema nervoso periférico, e constituem-se de canais idnicos
distribuidos ao longo da membrana celular, que sdo capazes de serem
modulados (abertos) através da mudanca de pH na regido que os
circunda (STEEN; REEH, 1993).

Atualmente, sabe-se que quatro genes sdo responsaveis por
codificar 6 subunidades diferentes de ASICs, as quais foram clonadas
em humanos: ASICla, ASIC1b, ASIC2a, ASIC2b, ASIC3 e ASIC4
(WEMMIE; PRICE; WELSH, 2006). Apesar de até o presente momento
ainda ndo estar bem compreendida a funcdo da subunidade ASIC4,
sabe-se, entretanto, que ele ndo é modulado por correntes de prdtons
(AKOPIAN et al., 2000). Diferentes canais ASICs, heteroméricos e
homoméricos, possuem distintas cinéticas, sensibilidade ao pH,
seletividade a ions, distribuicdo tecidual e propriedades farmacologicas
(HESSELAGER; TIMMERMANN; AHRING, 2004; WALDMANN et
al., 1999). O Unico ativador conhecido de ASICs é o préton extracelular.
Quando ativados, estes canais permitem preferencialmente a entrada de
jons Na®, todavia, algumas subunidades podem também ser permeéaveis
ao Ca?*, como por exemplo, o ASICla homomérico (WALDMANN et
al., 1999).

Embora a composi¢do exata das subunidades ou subtipos dos
receptores ASICs na maioria dos neurdnios ainda nao esteja esclarecida,
guase todas as subunidades conhecidas até o presente momento podem
ser encontradas nos neurdnios sensoriais primarios (BENSON et al.,
2002). Os receptores ASICla, ASIC1lb, ASIC2b e ASIC3 estdo
densamente distribuidos em neur6nios nociceptivos de pequeno e médio
didmetro (CHEN et al., 1998), enquanto que os ASIC2a e ASIC4 sdo
mais expressos nos neurdnios de médio e grande diametro (XIE et al.,
2003). Sabe-se que no SNC, os ASICla, ASIC2a e ASIC2b estdo
bastante expressos no encéfalo (PRICE et al., 2001; WEMMIE; PRICE;
WELSH, 2006), entretanto, a presenca de outros ASICs no corno dorsal
da medula espinal onde a sinalizacdo € recebida e retransmitida ao
encéfalo, ainda precisa ser melhor investigada (WU et al., 2004).

Existem poucos estudos sobre a distribuicdo dos canais ASICs
na regido orofacial, no entanto, Ichikawa e Sugimoto (2002)
demonstraram  através de estudos imunohistoquimicos, que
aproxidamente 23% dos neurbnios do ganglio trigeminal expressam os
canais ASIC3. Além disso, verificaram que estes receptores estavam
presentes também em neurdnios de diferentes didmetros, e ndo apenas
nas fibras C ndo-mielinizadas.

Embora ja se tenha o conhecimento de que o prdton extracelular
seja 0 Unico ativador conhecido dos receptores ASICs, existe um
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crescente aumento de evidéncias de que, apds serem abertos por prdtons
esses canais podem ser modulados por uma variedade de fatores. Sabe-
se que a expressao de ASICs sofre um aumento apdés a lesdo e
inflamagdo tecidual (VOILLEY et al.,, 2001). Muitos mediadores
inflamatdrios tais como o NGF, a serotonina, a interleucina-1 e a
bradicinina, promovem o aumento da expressdo de ASICs tanto no SNC
como no SNP (MAMET et al., 2002). Os ASICs podem também ser
modulados por uma série de fatores que sdo gerados ou liberados
durante a isquemia, inflamacédo e acidose, tais como o lactato, algumas
proteases, 0 6xido nitrico e o &cido araquidénico (ALLEN; ATTWELL,
2002). Além disso, varios cétions (Zn*'eCa®*, por exemplo) e proteinas
quinases (PKA e PKC) podem modular alguns subtipos de canais ASICs
(XIE et al., 2003).

A maioria dos subtipos de receptores ASICs é conhecida por
gerar correntes transientes de entrada que induzem rapidamente uma
dessensibilizacdo (ALVAREZ DE LA ROSA et al., 2002). Sua acéo
pode ser modulada por uma variedade de substancias quimicas
enddgenas, que os permite detectar e responder a acidose que ocorre
durante processos inflamatdrios e outras condi¢cBes patoldgicas
(WEMMIE , PRICE; WELSH, 2006). O receptor ASIC mostrou-se
como um potencial alvo terapéutico para o tratamento da dor quando a
amilorida, um blogueador né&o-seletivo destes canais, atenuou a
nocicepcdo induzida pela infusdo intradérmica de salina acida em
humanos (JONES et al., 2004). Inje¢des locais de amilorida ou seu
derivado benzamil, significantemente reduziram os comportamentos
nociceptivos induzidos pela serotonina, capsaicina ou formalina sob
condigBes acidas (ROCHA-GONZALEZ et al., 2009). Além disso, anti-
inflamatorios nado esteroidais, conhecidos por sua habilidade em inibir a
sintese de prostaglandinas, aboliram o aumento da expressdo destes
receptores induzido pela inflamacdo (VOILLEY et al.,, 2001) e
reduziram a dor induzida por salina acidificada (JONES et al., 2004).

A hipotese de que a principal funcdo dos ASICs seja atuar como
um sensor da dor promovida por acido baseia-se na evidéncia de que
esses canais estdo expressos em neurbnios sensoriais primarios, e em
vias nociceptivas espinais (corno dorsal da medula espinal, por
exemplo). Os ASICs, homo ou heteroméricos, estdo bem posicionados
para detectar variacbes de pH tanto em faixas fisiolégicas como
patofisioldgicas e sua inibi¢do tem demonstrado reduzir a dor em uma
variedade de condic¢des dolorosas, tanto em modelos animais quanto em
humanos (DUBE; ELAGOZ; MANGAT, 2009). O mecanismo de agéo
nociceptiva dos receptores TRPs e ASICs estdo dispostos na Figura 3.
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Receptores TRPs e ASICs

CAPSAICINA CINAMALDEIDO MENTOL SALINA ACIDA
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Figura 3: Mecanismo de a¢do nociceptiva dos receptores TRPs e ASICs.

Fonte: Adaptado de Bandell et al., 2004; Caterina et al., 1997; Peier et al.,
2002; Xie et al., 2003.

LEGENDA:

A capsaicina promove a ativacio dos receptores TRPV1 com a consequente
ativagdo das vias da PLA , PLC (com a subsequente ativacdo da PKC) E AC
que contribuem para o processo nociceptivo. O cinamaldeido, o mentol e a
salina acida irdo ativar e promover respectivamente a abertura dos canais
TRPA1, TRPM8 E ASICs, com a consequente entrada de jons Na* e Ca* que
irdo contribuir para o processo nociceptivo. PLA (fosfolipase A); PLC
(fosfolipase C); AC (adenilato ciclase); PKC (proteina quinase C); AMPc
(monofosfato ciclico de adenosina)

Tendo em vista a reconhecida e consideravel participacdo dos
receptores glutamatérgicos, ASICs, e TRPs em diversos tipo de dor, e a
existéncia de poucos estudos que os correlacionem com a nocicepgao
orofacial, torna-se necesséria a avaliagdo do possivel envolvimento
destes receptores nas DTMs. mais especificamente nas de origem
muscular, que por sua maior prevaléncia dentre os diversos tipos de dor
e disfuncéo orofacial serd a condicao a ser abordada neste trabalho.
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1.6 DISFUNCOES TEMPOROMANDIBULARES

1.6.1 Conceito

As Disfungdes Temporomandibulares (DTMs) compreendem
um grupo de disturbios que podem acometer os musculos da mastigacdo
e/ou as articulagbes temporomandibulares (ATMs) (STOHLER, 1995,
1999) e gerar dor, sendo este o sintoma mais frequentemente relatado
pelos pacientes. Dores regionais e referidas nas regifes de cabeca,
pescoco, face, dentes, orelha, e pré-auricular, bem como a presenca de
ruidos articulares e alteragdes neuromusculares, com possiveis
alteracGes reflexas na limitacdo da abertura de boca e movimentos
mandibulares, sdo sinais e sintomas frequentemente observados nos
pacientes, estando intimamente relacionados a essas condigdes
(KLASSER; GREENE, 2009; LASKIN, 1969 ).

Dentre a gama de distarbios que podem afetar essas estruturas,
torna-se importante salientar que as disfuncdes mais frequentemente
observadas sdo as musculares e articulares, dentre as quais, as
musculares sdo as mais prevalentes (DENUCCI; DIONNE; DUBNER,
1996; GYNTHER et al., 1998).

1.6.2 Dados epidemiolégicos

Estudos epidemiologicos tém demonstrado prevaléncias
populacionais de até 59% de pacientes com algum sinal e/ou sintoma de
DTM (CARLSSON; LERESCHE, 1995), sendo que destes, apenas 5%
procuram por algum tipo de tratamento (MACFARLANE; GLENNY;
WORTHINGTON, 2001; MACFARLANE et al., 2002). As DTMs sdo
mais comuns em individuos na faixa etaria entre 20 a 50 anos de idade
(CARLSSON, 1999; MACFARLANE et al., 2002), havendo uma maior
predilecdo pelo sexo feminino em relagdo ao masculino, provavelmente
devido a fatores hormonais (BEVILACQUA-GROSSI et al., 2006; DE
LEEUW, 2008; LERESCHE, 1997; LOCKER; SLADE, 1988 ). A dor
persistente e recorrente tem um impacto potencial na vida cotidiana de
seus portadores, principalmente a nivel psicologico. Assim sendo, o
desconforto, as limitagcBes fisicas e funcionais, associadas a fatores
emocionais como o estresse e ansiedade, acarretam uma redugdo
significativa na qualidade de vida dos portadores (DWORKIN; VON
KORFF; LERESCHE, 1990; JOHN et al., 2007; TURP et al., 2007).
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1.6.3 Etiologia das DTMs

Historicamente, a etiologia das DTMs tem sido associada
principalmente a mecanismos relacionados com alteragbes na ocluséo
dentéria ou estruturais, porém com consideravel controvérsia e poucas
evidéncias solidas (BOEVER, 1973; CLARK, 1991; CLARK; SOLBERG,;
MONTEIRO, 1987; GREENE et al, 1998; TALLENTS, 1991,
TALLENTS; STEIN; MOSS, 2000). Atualmente, sua etiologia €
considerada multifatorial, ou seja, um ou mais fatores podem contribuir para
a iniciacdo e/ou manutencao dos sinais e sintomas, dos quais destacam-se 0
bruxismo do sono e/ou em vigilia (apertamento dental diurno), e distdrbios
emocionais como o estresse e ansiedade (MCNEILL, 1997).

Apesar da influéncia dos fatores psicoldgicos e comportamentais
sobre uma ampla gama de condicBes dolorosas ja estar bem estabelecida,
especialmente nas DTMSs, assim como para outras formas de dor cronica
(DWORKIN, 1991; DWORKIN; VON KORFF; LERESCHE ,1990,1992;
OHRBACH; DWORKIN, 1998; SLADE et al., 2007), os fatores sensoriais
também podem contribuir para sua etiologia (DIATCHENKO et al., 2006,
2007;SARLANI; GREENSPAN, 2003).

Embora os fatores causais das DTMs ainda sejam bastante
discutidos, sabe-se que, neurobiologicamente, existem evidéncias de
ganho da facilitacdo nociceptiva, incluindo mecanismos periféricos e
centrais (FERNANDEZ-DE-LAS-PENAS et al., 2009). Recentemente,
estudos experimentais em modelos animais tém reproduzido distlrbios
sensoriais (hiperalgesia local e dor referida) e motores ap6s a injecéo de
substancias algégenas no masculo masseter de camundongos (CAPRA;
DESSEM, 1992; LAM et al., 2004). Essas alteracdes foram semelhantes
aquelas encontradas apos a inje¢do de glutamato (CASTRILLON et al.,
2008; SVENSSON et al., 2003) e salina hiperténica (SVENSSON et al.,
2003) no musculo masseter de individuos voluntarios assintomaticos.

1.6.4 Dor miofascial

A dor miofascial consiste de um complexo de sintomas
sensoriais, motores e autondmicos que sdo ocasionados pela presenca de
pontos gatilho (PG) nos musculos mastigatérios. Os pontos gatilho ou
trigger points, sdo regides de extrema sensibilidade e
hiperexcitabilidade que medeiam uma resposta local de contracdo das
fibras musculares a palpacédo que, se suficientemente intensa, pode gerar
dor regional ou em 4reas distantes de seu local de origem, o que
caracterizamos de dor referida (KELLGREN, 1938; MCNEILL, 1990;
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OHRBACHE; DWORKIN, 1998; SIMONS, 1990). Nas DTMs, o0s
musculos mastigatorios so as estruturas mais frequentemente afetadas,
sendo que o musculo masseter representa um local frequente da
presenca desses pontos de gatilho, que podem gerar dor tanto local,
como em outras regides da cabeca e pescoco (ATM, orelha, olhos e
regido cervical da coluna espinal, por exemplo) (GYNTHER et al.,
1998; SESSLE, 1999). Tendo em vista que 0S mecanismos
histopatoldgicos, bioquimicos e eletrofisiologicos dos PG ainda ndo
estdo bem elucidados, inGmeros estudos tém sido realizados no intuito
de demonstrar os melhores métodos de sua inativacdo e, por
consequéncia, a reducdo ou eliminacdo da sensibilidade local e nos
locais de referéncia da dor (ARIJI et al., 2010; CONTI et al., 2012;
VENANCIO; ALENCAR ; ZAMPERINI , 2009 ).

Como descrito anteriormente, a presenca de habitos
parafuncionais como o bruxismo do sono ou em vigilia, podem
constituir fatores etiolégicos potenciais e determinantes para o
aparecimento e/ou agravamento dos sinais e sintomas de dor e disfuncéo
da musculatura mastigatéria e articulagdo temporomandibular dos
pacientes portadores de DTM (CARLSSON; LERESCHE, 1995).
Inimeras definicdes para essa parafuncdo tém sido utilizadas na
literatura. A Academia Americana de Dor Orofacial, define o bruxismo
como uma atividade parafuncional diurna ou noturna, que inclui os
habitos de apertar, moer, ou ranger os dentes (DE LEEUW, 2008). Mais
recentemente, a Associagdo Americana de Desordens do Sono ressalta
ocorrer, durante esse ato involuntario, um movimento de padrao
desordenado do sistema mastigatério (SHINKAI et al., 2010). Estes
sintomas podem ser consequéncia da hiperatividade muscular induzida
pelo bruxismo, citada na literatura como um dos fatores causais mais
comuns das DTMs, por contribuir com o ciclo dor-espasmo-dor
(MANFREDINI; LOBBEZOO, 2010).

Justamente por sua etiologia ser de carater multifatorial, o
tratamento das DTMs necessita de uma abordagem multidisciplinar,
podendo envolver tanto profissionais da odontologia como de outras
dreas da saude, como medicina, fonoaudiologia, psicologia, €
fisioterapia. Para 0 manejo da dor muscular, principalmente durante as
crises, farmacos como relaxantes musculares e anti-inflamatérios ndo-
esteroidais sdo os mais utilizados, pois ndo causam dependéncia nem
tolerancia (PEREIRA, 2006), porém sua administracdo deve ser
associada a outras modalidades terapéuticas para que se tenha um
controle efetivo dos sintomas presentes.

Embora ainda ndo existam evidéncias cientificas sélidas quanto as
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técnicas mais eficazes no manejo da dor muscular orofacial, dentre as
modalidades terapéuticas ndo farmacoldgicas mais estudadas atualmente
destacam-se a utilizacéo de dispositivos interoclusais (CONTI et al., 2012),
a terapia manual (ARUI et al., 2010), a laserterapia (PETRUCCI et al.,
2011), a acupuntura (LA TOUCHE et al., 2010; SHEN et al., 2009; TURP,
2007), o agulhamento seco (FERNANDEZ-CARNERO et al., 2010;
GODDARD et al., 2002; VENANCIO; ALENCAR ; ZAMPERINI , 2009 ),
e a infiltracdo de substancias como anestésicos locais (VENANCIO;
ALENCAR ; ZAMPERINI , 2009 ) e morfina (HAN et al., 2007) e mais
recentemente, a toxina botulinica (RAO et al., 2009), dentre outras técnicas
gue visam o bloqueio dos impulsos nociceptivos.

1.7 0 NERVO TRIGEMEO E O COMPLEXO SENSORIAL

O nervo trigémeo (V par craniano) € um nervo misto,
responsavel pelas sensacdes da face e também por fungBes motoras
como mastigar, morder e engolir. Este nervo emite 3 ramos principais
que irdo formar os nervos oftalmico (V1), maxilar (V2) e mandibular
(V3). Todos estes ramos possuem fungdes sensoriais, sendo que 0 nervo
mandibular possui também fun¢des motoras (DANTAS, 2005). O nervo
mandibular compreende a terceira e maior das trés divisdes do nervo
trigémeo que emergem do GT, possui uma raiz motora e uma sensitiva
(nervo misto), sendo 0 seu maior componente a porcdo sensorial. A
principal fungéo da divisdo motora do nervo trigémeo é a inervagéo dos
musculos da mastigagdo. Especificamente de interesse para este trabalho,
a inervacdo sensorial do musculo masseter ocorre através do nervo
massetérico, uma ramificacdo do nervo mandibular. Este, por sua vez,
atravessa a parte posterior do processo corondide da mandibula e
penetra na superficie profunda do masculo masseter, além de também
fornecer inervacdo as ATMs.

Em humanos, 0s neurfnios sensoriais do nervo trigémeo
possuem seus corpos celulares no ganglio trigeminal, localizado na
superficie enceféalica do osso temporal. As ramificagcdes centrais dos
neurdnios sensoriais do ganglio trigeminal adentram o tronco encefalico
ao nivel da ponte, e projetam-se em redes complexas para o nicleo
trigeminal sensorial principal e, principalmente, para o nucleo do trato
espinal. Nestes locais ocorrem as sinapses com neur6nios de segunda
ordem, cujos prolongamentos irdo formar o trato trigémino-talamico
dando origem as vias ascendentes de conducdo da dor. Desta forma, as
informac0es serdo enviadas ao talamo (ndcleo ventral pdstero-medial) e,
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posteriormente, ao cOrtex somatosensorial primario onde a dor sera
percebida (FRIED, 2000; MESSLINGER, 1997).

Quanto as funcgdes sensoriais do nervo trigémeo, inicialmente é
importante destacar que existem duas formas principais de sensa¢do, o
toque/posicdo e a dor/temperatura. Resumidamente, podemos falar que a
informacédo sensorial de toque/posicdo é conduzida por fibras nervosas
mielinizadas, de grande calibre e de alta velocidade de conducédo. Por
outro lado, as sensacdes de dor e temperatura sdo em geral transmitidas
por fibras desmielinizadas, de pequeno calibre e transmisséo lenta. Essas
informacges sdo transmitidas por diferentes vias, porém ambas possuem
em comum um neurdnio sensorial que envia informag6es para nucleos
sensoriais especificos no talamo, que entdo enviard projecdes a
diferentes areas do cortex cerebral (WAITE; ASHWELL, 2004).

1.7.1 Nucleos sensoriais do trigémeo

O complexo nuclear trigeminal ¢ uma longa coluna de células
no tronco encefalico dorsolateral que se estende desde a porcao rostral
da ponte até a medula espinal, a nivel do segundo segmento cervical
(C2) (USUNOFF; MARANI; SCHOEN, 1997). Subdivide-se
citoarquitetonicamente em ndcleo mesencefalico, nucleo trigeminal
sensorial principal e nlcleo do trato espinal do nervo trigémeo. A
porcdo sensorial, especialmente importante para esse trabalho, é
constituida pelos ndcleos trigeminal sensorial principal, € o ndcleo do
trato espinal. Este, por sua vez subdivide-se em trés subnucleos: oral,
interpolar e caudal (CAPRA; DESSEM, 1992; OLSZEWSKI, 1950;
TEIXEIRA, 1990). Existem unidades nociceptivas nas por¢des
superficiais e profundas ao longo de todo o componente sensorial do
complexo nuclear trigeminal. O principal neurotransmissor e 0s
receptores mais expressos nessas regides sdo respectivamente, o
glutamato e os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e ndo-NMDA
(PETRALIA; YOKOTANI; WENTHOLD, 1994; TALLAKSEN-
GREENE et al., 1992). Além disso, podem também ser encontrados
peptideos como a substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), importantes neurotransmissores particularmente
para aferentes primarios de pequeno didmetro que podem estar
colocalizados com o glutamato (SESSLE, 1999).

Descobertas clinicas envolvendo a transecgdo do trato
trigeminal sdo consistentes com os achados pré-clinicos em modelos
experimentais animais, indicando que o subnlcleo caudal é o mais
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importante componente do complexo nuclear trigeminal para a
percepcdo do estimulo nocivo aplicado a regido craniofacial (SESSLE,
1999). Por ser uma continuidade de medula espinal, este subnlcleo
possui uma semelhancga estrutural com a mesma, apresentando laminas
posteriores e anteriores (NAMBA; NISHIMOTO, 1988), sendo que as
células da lamina | dessa regido respondem a estimulos nocivos
mecanicos, térmicos e quimicos de estruturas como a cornea,
vasculatura cerebral, mucosa oral e nasal, dentes e ATMs (WAITE;
ASHWELL, 2004).

1.7.2 Percepgdo da dor orofacial

As sensacdes de dor e temperatura originadas na face e cabega
seguem um caminho para o talamo de maneira analoga ao trajeto espinal,
que leva as sensacdes originarias de outras partes do corpo. As fibras de
pequeno didmetro do nervo trigeminal realizam a primeira sinapse com
0s neurbnios sensoriais de segunda ordem geralmente no nicleo
trigeminal espinal do tronco encefélico. Esta regido recebe axdnios de
varias vias relacionadas a dor além da via trigeminal, como a via
espinotalamica e a via mesencefalica (BEAR; CONNORS; PARADISO,
2006). Apds as conexdes no tronco encefalico, estas vias ascendem ao
tdlamo contralateral através do lemnisco trigeminal, sendo que grande
parte delas s@o mais especializadas em transmitir sensacGes de
gueimacao e dor agonizante (DANTAS, 2005).

1.7.3 Possiveis receptores envolvidos na dor muscular orofacial

Dez por cento da populacdo dos Estados Unidos, em algum
momento de sua vida sofre de dor cronica relacionada com os tecidos
craniofaciais profundos, quer seja pela presenca de alguma disfuncéo
temporomandibular  (DTM), fibromialgia, ou outras comorbidades
(CARLSSON; LERESCHE, 1995). No caso das DTMs, aproximadamente
70% dos pacientes sdo mulheres em idade reprodutiva, com os sinais e
sintomas caracteristicos que incluem disfuncdo neuromuscular, dor na
articulagdo temporomandibular e/ou em musculos mastigatérios, ruidos
articulares e limitagbes nos movimentos mandibulares (KLASSER;
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GREENE, 2009). Como ja descrito anteriormente, 0s pacientes
portadores de DTM frequentemente sofrem de alodinia e hiperalgesia,
além de dores referidas que frequentemente confundem o diagnostico
clinico (CARLSSON; LERESCHE, 1995; MAIXNER et al., 1998;
STOHLER 1995, 1999).

Os mecanismos nociceptivos envolvidos nos muasculos
craniofaciais e articulagbes temporomandibulares ainda ndo estdo
totalmente elucidados. Grande parte deste desconhecimento ocorre
devido aos poucos estudos sobre os mecanismos centrais e periféricos
deste tipo de dor, 0 que leva, consequentemente, a uma limitacdo no seu
diagndstico e tratamento. Desde meados dos anos 90, tem sido relatado
gue aminoacidos excitatorios e seus receptores poderiam estar
envolvidos nos mecanismos periféricos das DTMs (YU et al., 1996;
CAIRNS et al., 1998). Estudos clinicos demonstram que injecdes
intramusculares de glutamato na regido orofacial promove dor
(CAIRNS et al., 1998, 2003). Sabe-se também que receptores NMDA e
ndo-NMDA, presentes em neurénios ganglionares do nervo trigeminal
de ratos, uma vez ativados promovem a despolarizacdo destes neur6nios
in vitro (PELKEY; MARSHALL, 1998; SAHARA et al., 1997). Desta
forma, sugere-se uma funcéo periférica do glutamato na dor muscular e
articular orofacial (CAIRNS et al., 1998, 2001, 2002).

Possivelmente, em pacientes portadores de DTM, ocorra um
aumento dos niveis periféricos de glutamato nos tecidos craniofaciais e
facilitagdo da ativacdo dos receptores glutamatérgicos. A ativagdo destes
receptores modifica a excitabilidade de fibras aferentes trigeminais e
promove nocicepcdo. Assim sendo, traumas como 0 bruxismo, que tem
como consequéncia a sobrecarga muscular e/ou articular (STOHLER,
1995), tém sido implicados na etiologia de certas DTMs, e é possivel
que durante essas disfungdes ocorra a liberacdo de glutamato de
neurdnios afetados, assim como de macr6fagos e células de Schwann
(PARPURA et al., 1995; PIANI et al., 1991).

Além da capsaicina, que pode ativar e sensibilizar aferentes
trigeminais (STRASSMAN; RAYMOND; BURSTEIN, 1996) e
neurbnios nociceptivos do tronco encefalico, o TRPV1 da regido
orofacial também pode ser ativado pela aplicacdo de calor nocivo ou
prétons (CATERINA et al., 1997; DRAY, 1995; TOMINAGA et al.,
1998). Estudos eletrofisioldgicos identificaram fibras sensiveis a
capsaicina na polpa dentaria de gatos (IKEDA et al., 1997) e ratos
(CHAUDHARY; MARTENSON ; BAUMANN , 2001). A capsaicina
induziu um comportamento nociceptivo e estimulou a liberagdo de
CGRP da polpa isolada de dentes de ratos (CHIDIAC et al., 2002;
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FEHRENBACHER et al., 2009; GIBBS; HARGREAVES, 2008).
Especificamente de interesse para o presente trabalho, foi demonstrado
que o receptor TRPV1 estd presente em aproximadamente 20 - 37,5%
das fibras aferentes de pequeno a médio didmetro do musculo masseter
(RO et al., 2009; TAKEDA et al., 2005) o que sugere um possivel
envolvimento destes receptores na dor muscular orofacial. A injegéo de
capsaicina no musculo masseter induziu hipersensibilidade mecéanica em
ratos, 0 que sugere que os canais TRPV1 presentes nessa regido sdo
funcionais e comprova sua expressdo nos neurbnios aferentes da
musculatura orofacial (RO et al., 2009). Quando injetada na articulagdo
temporomandibular, a capsaicina induz um aumento de maneira
dependente da dose da atividade muscular da mandibula, com
consequente sensibilizacdo central de neurdnios nociceptivos do tronco
encefalico e producdo de uma resposta inflamatoria nos tecidos, que
pode ser bloqueada pelos antagonistas dos receptores TRPV1 (HU et al.,
2005). Além disso, a capsaicina pode induzir hiperalgesia secundaria,
alodinia e dor muscular no masseter com mudancas na funcdo motora
mandibular (GAZERANI; ANDERSEN; ARENDT-NIELSEN, 2005;
WANG; ARENDT-NIELSEN; SVENSSON, 2002).

A injecdo de Oleo de mostarda, um potente agonista dos
receptores TRPAL, no musculo masseter de ratos, induziu respostas
nociceptivas e inflamatdrias de forma dependente da dose (LEE et al.,
2006) demonstrando o envolvimento deste canal na dor orofacial
profunda. Estudos recentes confirmaram a expressdo de RNAm para
TRPV1 e TRPA1l em neurbnios aferentes do musculo masseter
presentes no GT de ratos. Os neurdnios positivos para TRPAL foram
observados nas 3 divisbes do GT, e a expressdo deste receptor é
observada principalmente em células de pequeno e médio diametro (RO
et al., 2009).

A expressao do receptor TRPM8 pode ocorrer em mais de 10%
dos neurdnios trigeminais aferentes. Neur6nios que expressam TRPM8
e neurdnios aferentes primarios estdo mais distantes uns dos outros do
gue seria previsto pela associacdo aleatdria, sugerindo que 0s canais
TRPM8 parecem apresentar reduzida contribuicdo na ativagdo da
circuitaria nociceptiva orofacial (HUANG et al., 2002).

1.8 EUGENOL: BIOLOGIA, QUIMICA E USO COMERCIAL

O eugenol é um liquido oleoso ligeiramente sollvel em agua e em
solventes organicos, que constitui a maior parte do dleo do cravo-da-india
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(80 - 95 %) (Syzygium aromaticum, Myrtaceae). Possui a formula
molecular C1oH;,0,, é quimicamente classificado como um fenilpropano,
sendo denominado de 2-metoxi-4-(2-propenil)-fenol (Figura 4). Na
indUstria farmacéutica, tanto o eugenol como o 6leo do cravo-da-india
sdo utilizados para adicionar flagrancia e aroma a produtos cosméticos
(CHAIEB et al., 2007; PRAMOD; ANSARI; ALI , 2010).

H

- O—CH;

Figura 4: Estrutura quimica do eugenol.

Na odontologia o eugenol tem sido utilizado ha décadas por seu
reconhecido efeito analgésico (FRISCH; BHASKAR, 1968; KOZAM,
1977; OHKUBO; SHIBATA, 1997), fazendo parte da composicdo de
materiais restauradores provisérios e cimentos obturadores de canal
radicular, aliviando a dor proveniente de pulpites e hipersensibilidades
dentinarias, efeitos estes mediados através das fibras A e C
(EHRMANN; MESSER; ADAMS, 2003)

1.8.1 Efeitos biolégicos e farmacologicos

Nos ultimos anos, estudos tém pesquisado os efeitos
farmacoldgicos do eugenol sobre os sistemas imunoldgico, reprodutivo,
cardiovascular, gastrico, nervoso central, urindrio, dentre outros
(PRAKASH; GUPTA, 2005), demonstrando apresentar este composto,
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atividades anti-inflamatéria, anestésica, antioxidante, antimicrobiana,
antifingica e antiviral (CHAIEB et al., 2007). Dentre suas propriedades,
seu efeito analgésico tem sido um dos mais atualmente estudados
(CHUNG et al., 2008; LEE et al., 2005; PRAMOD; ANSARI; AL,
2010; YANG et al., 2003). Uma das vantagens da utilizacdo terapéutica
do eugenol foi demonstrada por Fischer; Von Unruh ; Dengler (1990)
que confirmaram uma répida absorcdo e metabolizacdo ap6s sua
administragdo oral em homens e mulheres saudaveis, sendo este quase
gue completamente (99%) excretado pela urina, 24 h apds o tratamento.

Molecularmente, o eugenol exerce alteracBes bioquimicas que
resultam em em diversos efeitos bioldgicos. Os possiveis mecanismos
pelo qual o eugenol exerce seus efeitos tém sido estudados (AOSHIMA;
HAMAMOTO, 1999; YANG et al., 2003). Em neur6nios aferentes
primarios de dentes de ratos, 0 mecanismo de acdo analgésica e
anestésica do eugenol parece depender em parte da inibicdo das
correntes de canais de sodio dependentes de voltagem (PARK et al.,
2006). Além disso, o eugenol inibiu correntes de canais de calcio
ativados por alta voltagem em neurdnios aferentes primarios dentérios,
sensiveis e ndo-sensiveis a capsaicina, 0 que pode contribuir para sua
acdo analgésica. No entanto, este efeito ndo foi bloqueado pela
capsazepina, sugerindo que esta acdo ndo se da via bloqueio de
receptores de potencial transiente do tipo TRPV1 (LEE et al., 2005). Por
outro lado, outro estudo mostrou que este fenilpropano produz seus
efeitos antinociceptivos em terminagBes nervosas sensoriais dos dentes
através do bloqueio dos receptores TRPV1 (YANG et al., 2003). Além
de ambos os neurdnios, sensiveis e ndo-sensiveis a capsaicina, serem
inibidos por eugenol, sua acéo analgésica pode se dar também, em parte,
pela inibigdo de correntes de canais de K* dependentes de voltagem (LI
et al., 2007) e canais de calcio do tipo Cayy3 (CHUNG et al., 2008;
PRAMOD; ANSARI; ALlI, 2010).

Recentemente, Bachiega et al. (2012) avaliaram a atividade
anti-inflamatoria do 6leo do cravo-da-india e do eugenol em estudos in
vitro, mensurando os niveis de citocinas pro-inflamatérias induzidas por
LPS (lipopolissacarideo) em macr6fagos quando incubados com o 6leo
ou com eugenol. Os autores demonstraram que o 6leo de cravo-da-india
reduziu os niveis de IL-1p e IL-6, enquanto que o eugenol reduziu
apenas o nivel de IL-6 possivelmente através da supressdo da via do
NFKB, o que pode ajudar a explicar em parte seu efeito anti-
inflamatdrio. Assim, sabendo-se que as citocinas pré-inflamatérias
participam ativamente da inducdo e manutengdo da dor na fase
inflamatdria no modelo da formalina e da dor neuropatica, podemos
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inferir que o efeito anti-inflamat6rio do eugenol pode ocorrer, pelo
menos em parte, pela inibicdo da IL-6 ou também de outras citocinas
pré-inflamatorias. Além da reducdo dos niveis de citocinas, ele é capaz
de reduzir a atividade de enzimas responsaveis pela sintese de outros
mediadores inflamat6rios como, por exemplo, a éxido nitrico sintase, a
lipoxigenase e a ciclooxigenase (PRAMOD; ANSARI; ALI, 2010).
Demonstrou-se também que o eugenol pode potencializar a resposta ao
GABA, capacidade esta que além de induzir analgesia, pode modular a
acdo de farmacos que atuem na transmissdo neural, como 0s
benzodiazepinicos ou barbitdricos (AOSHIMA; HAMAMOTO, 1999).

O eugenol também apresentou atividade farmacol6gica em
modelos animais de dor neuropética. Sua administragdo via oral na dose
de 40 mg/kg, foi capaz de reduzir significativamente a
hipersensibilidade térmica induzida pela constricdo do nervo cidtico,
sugerindo que o eugenol possa ter também uma interessante atividade
em casos de dor neuropatica (GUENETTE et al., 2007). Além disso, a
injecdo intratecal de eugenol em ratos reduziu a dor neuropatica
induzida pela ligagdo do nervo cidtico, reduzindo tanto o
comportamento de hiperalgesia, como o comportamento de alodinia
(LIONNET; BEAUDRY; VACHON, 2010).

A avaliagdo da possivel toxicidade do eugenol tem sido alvo de
alguns estudos. Medeiros et al. (1996) demonstraram em experimentos
in vitro, que o eugenol liga-se a residuos de lisina e pode levar a
inativacdo de proteinas que tenham este aminoacido na sua constituicao
e, assim, levar a toxicidade, sugerindo que esse efeito pode ocorrer em
virtude de um efeito pré-oxidante. No entanto, esta toxicidade ndo foi
encontrada in vivo nas mesmas doses utilizadas (PRAMOD; ANSARI;
ALI, 2010). Além disto, foi demonstrado por Li et al. (2012) que a
combinacdo da aspirina com o eugenol, equivalentes aquelas utilizadas
clinicamente, ndo produziu uma significativa toxicidade em ratos, pois
ndo alterou significativamente a atividade das enzimas hepéticas
fosfatase alcalina e aminotransferase quando utilizadas em doses baixas
e por um curto periodo de tempo. Ainda, quando avaliado em ambos os
sexos, 0s roedores submetidos aos protocolos de toxicidade subcrénica
também ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos.
Com base nesses resultados, 0s autores sugerem que a combinacdo de
aspirina e eugenol pode ser utilizada em doses menores que 50
mg/kg/dia, embora sejam necessarios mais estudos com o intuito de
investigar de forma mais detalhada sua toxicidade cronica. A toxicidade
do extrato do cravo-da-india e do eugenol também foi avaliada em um
estudo sobre a viabilidade celular, onde macréfagos foram incubados
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com o extrato do cravo-da-india ou eugenol em concentragdes de 5-100
pug/ml para avaliar a citotoxicidade pelo método de cristal violeta.
Verificou-se que, tanto o extrato do cravo-da-india como o eugenol, nao
afetaram a viabilidade celular destas células, sugerindo que estas
substancias possuem niveis seguros para a utilizacdo terapéutica
(BACHIEGA et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

O presente trabalho justifica-se por cinco pontos principais:

As DTMs musculares frequentemente acometem uma
grande parte da populagdo adulta, e muitos desses pacientes
ndo respondem de maneira satisfatoria e duradoura aos
tratamentos atuais, 0 que sustenta a necessidade de pesquisas
gue investiguem novas abordagens terapéuticas nesta area
(CARLSSON; LERESCHE, 1995; LAM et al, 2005;
MAIXNER et al., 1998);

O glutamato estda comprovadamente envolvido na dor
muscular orofacial; estudos tém demonstrado que este
aminoacido excitatério promove descarga elétrica e medeia
a dor nas fibras aferentes do musculo masseter, entretanto,
ainda se faz necessaria a pesquisa de quais receptores
glutamatérgicos ionotrépicos e/ou metabotrépicos estariam
envolvidos no processo nociceptivo muscular da regido
orofacial (CAIRNS et al., 2002; IVANUSIC et al., 2011);
Embora ainda ndo se existam evidéncias cientificas
conclusivas quanto ao envolvimento dos canais TRPs na dor
muscular  orofacial, assim como para 0 sistema
glutamatérgico, alguns autores sugerem a participacdo destes
receptores, especialmente o0 TRPV1 (CAIRNS et al., 2002).
Além disso, a expressdo dos canais ASICs em
aproximadamente 23% dos neur6nios do ganglio trigeminal
(ICHIKAWA; SUGIMOTO, 2002) fortalecem a idéia de
que estes receptores possam estar envolvidos nesse processo.
Assim sendo, baseando-se na reconhecida participagdo
destes receptores nos processos nociceptivos, torna-se
necessaria a pesquisa do possivel envolvimento dos
receptores TRPs (TRPV1, TRPAL, TRPM8) e ASICs na
nocicepgdo muscular orofacial;

O eugenol é uma substéncia utilizada ha décadas na
odontologia e apresenta varias propriedades farmacologicas,
dentre elas a analgésica e anestésica, especificamente
desejaveis para o controle da dor muscular orofacial
(OHKUBO; SHIBATA, 1997; PRAMOD; ANSARI; ALlI,
2010);
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As infiltracbes de substancias como anestésicos locais
(VENANCIO; ALENCAR; ZAMPERINI , 2009) , morfina
(HAN et al., 2007), e outras substancias tém sido atualmente
utilizadas com o intuito de controlar as crises de dor
muscular orofacial, portanto, baseando-se nas suas
reconhecidas propriedades analgésica e anestésica, 0
eugenol poderia constituir de uma nova alternativa de
tratamento para os portadores de DTM muscular.
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3 OBJETIVOS

Baseando-se nas evidéncias da literatura apresentadas, este

trabalho possui os seguintes objetivos:

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o possivel efeito antinociceptivo do eugenol em um

modelo de DTM muscular em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1

2)

3)

4)

Investigar o possivel efeito antinociceptivo do eugenol em
modelos de nocicepcdo periférica induzida pela injecdo
intraperitoneal (i.p.) de acido acético e pela injecdo intraplantar
(i.pl.) de glutamato;

Avaliar o possivel efeito antinociceptivo do eugenol em um
modelo de nocicepgdo central induzida pela injecdo intratecal
(i.t) de glutamato e dos agonistas seletivos dos receptores
glutamatérgicos;

Avaliar o efeito antinociceptivo do eugenol no modelo de DTM
muscular através da injecdo de glutamato e agonistas dos
receptores  glutamatérgicos no misculo masséter de
camundongos;

Investigar a participacdo dos receptores de potencial transientes
do tipo TRPV1, TRPAL, TRPMS e receptores ASICS, no efeito
antinociceptivo do eugenol no modelo de dor muscular
orofacial muscular em camundongos.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos utilizando camundongos
Mus muscullus de ambos os sexos, da linhagem Swiss, distribuidos
homogeneamente entre os grupos, pesando entre 25-35 g e provenientes
do Biotério do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram mantidos em condigdes
controladas de temperatura (20 + 2°C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a racdo e agua antes dos
experimentos. Além disso, ficavam alojados em caixas coletivas,
contendo no maximo 20 camundongos cada, sendo 0s experimentos
realizados sempre durante a fase clara do ciclo em sala silenciosa e com
temperatura ambiente controlada. Todos os experimentos foram
realizados somente apos a aprovacdo do protocolo pela Comissdo de
Etica para Uso de Animais (CEUA) (protocolo PP00581, processo
81/CEUA/PRPE/2011) da UFSC e seguiram as diretrizes para o cuidado
dos animais de laboratdrio e as normas éticas para investigagdo de dor
experimental em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983). O
nimero de animais e a intensidade dos estimulos utilizados foram os
minimos necessarios para demonstrar de forma consistente o efeito dos
tratamentos.

4.1 DROGAS E REAGENTES

Para a realizagdo deste trabalho, as substancias utilizadas foram
0 eugenol (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA), o glutamato (&cido
hidrocloridrico L-glutamico), os agonistas glutamatérgicos NMDA (N-
metil-D-aspartato), AMPA  (&cido  -amino-3-hydroxi-5-methil-4-
isoxazolepropionico), cainato (acido cainico) e trans-ACPD (&cido (x)-
1-aminociclopentano-trans-1,3-dicarboxilico). Além  disso, foram
utilizadas os antagonistas dos receptores glutamatérgicos, MK-801
(antagonista dos receptores NMDA), MCPG ((x)-o-Metil-(4-
carboxifenil) glicina, antagonista dos receptores glutamatérgicos
metabotropicos do grupo | e Il), CNQX (antagonista dos recetores
AMPA e cainato). Os agonistas dos receptores TRPs utilizados foram a
capsaicina (agonista dos receptores TRPV1), o cinamaldeido (agonista
dos receptores TRPA1) e o mentol (agonista dos receptores TRPM8), e
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seus respectivos antagonistas foram a capsazepina (antagonista dos
receptores TRPV1), a canfora (antagonista dos receptores TRPAL) e o
vermelho de ruténio (antagonista dos receptores TRPM8). Além disso
também foram utilizadas a salina acida pH 1,98 (agonista dos receptores
ASICs), e a Amilorida (antagonista dos receptores ASICs). O glutamato,
0S agonistas e antagonistas dos receptores glutamatérgicos, bem como
dos receptores TRPs foram provenientes da Tocris, Cookson Inc.,
Ellisville, USA. A tabela 2 dispde de todas as drogas agonistas e
antagonistas utilizadas, seus receptores alvo, bem como sua seletividade.

Tabela 2: Descricdo da acdo e seletividade das substancias utilizadas
nos experimentos.

RECEPTOR  AGONISTA  SELETIVI- ANTAGON- SELETIVIDADE

DADE ISTA
NMDA NMDA SELETIVO MK-801 SELETIVO
AMPA AMPA SELETIVO CNQX NAO-SELETIVO
CAINATO CAINATO SELETIVO CNQX NAO-SELETIVO
MGIuR1,2 Trans-ACPD NAO MCPG NAO-SELETIVO
SELETIVO
TRPV1 Capsaicina SELETIVO  Capsazepina SELETIVO
TRPA1 Cinamaldeido NAO- Canfora NAO-SELETIVO
SELETIVO
TRPMS8 Mentol NAO- Vermelhode  NAO SELETIVO
SELETIVO Ruténio
ASIC Salina NAO- Amilorida ~ NAO-SELETIVO

acidificada SELETIVO

4.2 AVALIACAO DO POSSIVEL EFEITO ANTINOCICEPTIVO DO
EUGENOL

Com o intuito de estender o conhecimento atual sobre as possiveis
acBes antinociceptivas do eugenol, inicialmente avaliamos seus efeitos em
modelos classicos de dor aguda em camundongos, especificamente sobre o
sistema glutamatérgico (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002; SANTOS et.
al., 2005). Estes experimentos foram importantes para que pudéssemos ter
suporte para inicialmente padronizar um modelo de dor muscular orofacial
induzida pelo glutamato em camundongos, e posteriormente avaliar a
participacdo especifica dos receptores glutamatérgicos ionotrdpicos e
metabotrépicos, com o objetivo de verificar se 0 eugenol estaria exercendo
efeito antinociceptivo de forma similar, todavia na regido orofacial. Por fim,
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assim como para o glutamato, um modelo de dor muscular orofacial induzido
pelos agonistas dos receptores TRPV1 (capsaicina), TRPAL (cinamaldeido),
TRPMB8 (mentol) e ASICs (salina acidificada) foi padronizado com o intuito
de testar se 0 eugenol estaria exercendo seus efeitos antinociceptivos em parte,
via esses canais ionicos.

4.3 AVALIACOES COMPORTAMENTAIS

4.3.1 Efeito do eugenol sobre a nocicepgdo induzida por acido
acético injetado na regido intraperitoneal de camundongos

A fim de investigar o efeito do eugenol em um modelo de
nocicepcdo induzida por 4acido acético i.p., inicialmente, os
camundongos foram pré-tratados com o eugenol por via oral (30-300
mg/kg, v.0.) por meio de gavagem ou por via intraperitoneal (30-100
mg/Kkg, i.p.) por meio de uma seringa, respectivamente 60 ou 30 minutos
antes da injecdo deste algdgeno. Os animais do grupo controle
receberam um volume similar de veiculo (10 mL/kg, v.0. ou i.p.). A
injecdo intraperitoneal (i.p.) de &cido acético (0,6%, 0,45 mL) foi
realizada de acordo com os protocolos descritos por Santos et al., (2005)
com a finalidade de induzir a contragdo do muasculo abdominal
juntamente com o alongamento dos membros traseiros, em resposta a
injecdo, sendo esta reacdo indicativa de nocicepcao. Apds as injecdes de
acido acético, os camundongos foram colocados individualmente em
cilindros de vidro de 20 cm de didmetro, e as contor¢Ges abdominais
foram contadas cumulativamente ao longo de um periodo de 20 min
(SANTOS et al., 2005).

4.3.2 Efeito do eugenol sobre a nocicepcao induzida pelo glutamato
injetado na pata de camundongos

Na tentativa de fornecer evidéncias sobre a possivel interacdo
do eugenol com o sistema glutamatérgico, investigamos se o eugenol
seria capaz de antagonizar a nocicepgao periférica induzida pela injecdo
intraplantar (i.pl.) de glutamato na pata traseira de camundongos. Os
procedimentos foram realizados de acordo com o modelo descrito
anteriormente por Beirith; Santos; Calixto (2002). Desta forma, um
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volume de 20 pL de glutamato (20 umol/pata) foi injetado na superficie
ventral da pata traseira direita dos camundongos. Em seguida, 0s
camundongos foram observados individualmente durante 15 minutos, e
a quantidade de tempo gasto lambendo a pata injetada foi considerado
como um comportamento indicativo de nocicepcdo (RIBAS et al., 2008;
MEOTTI; COELHO; SANTOS, 2010).

4.3.3 Efeito do eugenol sobre a nocicepcdo induzida pela injecdo
intratecal de glutamato e agonistas dos receptores glutamatérgicos

A acdo do eugenol sobre o sistema glutamatérgico foi avaliada
através da administracdo pela via intratecal de agonistas dos receptores
glutamatérgicos ionotrdpicos e metabotropicos. Para tanto, os animais
receberam veiculo (10 mL/kg, i.p.) ou eugenol (10 mg/kg, i.p.) 30 min
antes da injecdo intratecal de 5uL de cada droga. As injecdes foram
realizadas com os camundongos completamente conscientes, utilizando
0 método descrito por Hylden e Wilcox (1980). Assim sendo, 0s animais
foram contidos manualmente, e uma agulha de calibre 30 conectada a
uma microseringa de 25 pL foi inserida através da pele e entre as
vértebras para o espago subdural entre os segmentos espinais L5-L6 e as
substancias foram injetadas durante um periodo de 5s. Este
procedimento resulta em movimento Unico da cabega dirigida aos
flancos ou membros traseiros, e o contacto do focinho do animal com o
orgdo alvo. A quantidade de tempo (segundos) que o animal dispende
lambendo ou mordendo a regido caudal foi tomada como evidéncia de
nocicepcdo e avaliada apds as injecbes dos seguintes agonistas:
glutamato (175 nmol/sitio, 3 min), trans-ACPD (50 nmol/sitio, 15 min),
NMDA (450 pmol/sitio, 5 min), cainato (110 pmol/sitio, 4 min), e
AMPA (135 pmol/sitio, 1 min) (GADOTTI et al., 2006; HYLDEN;
WILCOX, 1980).

4.3.4 Modelo de nocicepgao muscular orofacial

Atualmente numerosos estudos em modelos animais e em
humanos tém sido realizados com o intuito de reproduzir os sintomas de
dor apresentado pelos pacientes portadores de DTM muscular (CAPRA,;
RO, 2004; RO; CAPRA, 2006). A metodologia utilizada para induzir a
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dor muscular orofacial em camundongos neste trabalho foi adaptada de
uma publicacdo que padronizou este modelo em ratos (RO;
SVENSSON; CAPRA, 2002). Neste estudo, os autores injetaram 6leo
de mostarda no masculo masseter de ratos levemente anestesiados e
observaram um comportamento vigoroso, consistente e assimeétrico de
agitacdo da pata no lado ipsilateral a injecdo, considerado como um
comportamento nociceptivo apresentado pelos animais. Outro trabalho
importante para a padronizacdo deste modelo em camundongos foi
publicado por Shimada e LaMotte (2008), que demonstraram as
diferencas entre os comportamentos de nocicepgdo (wiping, onde o
animal utiliza o membro anterior ipsilateralmente no local da injecéo),
autolimpeza (grooming, onde o animal utiliza os dois membros
anteriores) e o comportamento de cocar (scratching, onde o animal
utiliza o membro posterior).

As doses iniciais utilizadas para a realizagdo da curva dose
resposta de cada agonista e antagonista foram determinadas através de
trabalhos prévios ou de experimentos pilotos. Desta forma, a
padronizacgdo foi realizada inicialmente utilizando-se diferentes doses de
glutamato (0,2 — 4 nmol/sitio), bem como dos agonistas seletivos para os
receptores glutamatérgicos NMDA (5 — 100 nmol/sitio, agonista do
receptor glutamatérgico ionotropico NMDA), AMPA (0,1 - 10
nmol/sitio, agonista do receptor glutamatérgico ionotrépico AMPA),
cainato (1 — 10 nmol/sitio, agonista do receptor glutamatérgico
ionotrépico cainato), e Trans-ACPD (5 — 200 nmol/sitio, agonista dos
receptores glutamatérgicos metabotrdpicos do grupo | e Il). Além disso,
foram utilizadas também diferentes doses dos agonistas dos diferentes
receptores TRP, capsaicina (0,1 — 10 nmol/sitio,agonista TRPV1),
cinamaldeido (10 — 100 nmol/sitio, agonista TRPA1), mentol (1 — 10
nmol/sitio,agonista TRPM8) bem como da salina acidificada
pH1,98/sitio, agonista dos receptores ASICs). As administracfes foram
realizadas com o0s animais levemente anestesiados por inalagdo de
isoflurano a 2%, quando entdo os animais receberam uma Unica injecéo
(5pL/sitio) de um dos agonistas testados no corpo do musculo masseter
direito, mediante a utilizagdo de uma agulha (30 G) adaptada a uma
microseringa de 25 pL de Hamilton. As infusdes foram realizadas
lentamente, durante um tempo de 10 segundos para descartar a
possibilidade da nocicepgdo ser induzida pela injecdo e ndo pelo
agonista injetado. Logo apds as injecdes, o tempo (em segundos) que o
animal dispendia realizando o comportamento nociceptivo (wiping) com
a pata dianteira ipsilateralmente ao lado das inje¢des foi avaliado de
forma cumulativa, sendo este valor utilizado como indicativo de
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nocicepcdo. Para cada substancia algica foi realizada uma avaliacdo do
decurso temporal para determinar o intervalo de tempo no qual as
observagfes comportamentais seriam realizadas. Para a certificagdo de
gue a injecdo por si s6 ndo induziria comportamento nociceptivo, o
veiculo (solucéo salina, 10 pL/sitio) foi administrado no grupo controle.

4.3.5 Efeito dos antagonistas dos receptores glutamatergicos, TRPs e
salina acidificada frente a nocicep¢ao muscular orofacial induzida
pelos seus respectivos agonistas

Inicialmente foi realizada uma curva dose resposta para 0S
diferentes antagonistas dos receptores glutamatérgicos, TRPs e ASICs,
frente a injecdo da dose (previamente determinada) dos agonistas destes
receptores que foi capaz de induzir significativamente a resposta
nociceptiva de wiping nos camundongos. Para tanto, os antagonistas
glutamatérgicos MK-801 (10 — 50 nmol/sitio, antagonista do receptor
NMDA), CNQX (1 — 10 nmol/sitio, antagonista dos receptores AMPA e
cainato) e MCPG (0,01 pmol — 1000 pmol/sitio, antagonista dos
receptores metabotrépicos do grupo | e II) foram coadministrados (5
uL/sitio) com os seus respectivos agonistas NMDA (100 nmol/sitio),
AMPA (10 nmol/sitio), cainato (10 nmol/sitio) ou Trans-ACPD (100
nmol/sitio) em uma unica inje¢do, totalizando um volume de 10 pL
injetado no musculo masseter direito dos camundongos. Assim como
para 0s antagonistas dos receptores glutamatérgicos, foi também
realizada uma curva dose resposta para 0s antagonistas dos receptores
TRPs e ASICs. Para testar os receptores TRPs, foram utilizados os
antagonistas capzasepina (20 — 200 nmol/sitio, 5 uL, antagonista dos
receptores TRPV1), canfora (10 — 100 nmol/sitio, 5 uL, antagonista dos
receptores TRPAL), ou vermelho de ruténio (0,1 — 10 nmol/sitio, 5 uL,
antagonista dos receptores TRPM8) coadministrados (5 ulL/sitio) com os
seus respectivos agonistas capsaicina (10 nmol/sitio, 5 pL) cinamaldeido
(100 nmol/sitio, 5 uL ) ou mentol (10 nmol/sitio, 5 uL), em uma Unica
injecdo, totalizando um volume de 10 pL injetado no musculo masseter
direito dos camundongos. Para a determinagdo da curva resposta para o
antagonista dos receptores ASICS, foi realizada a coinje¢éo de amilorida
(3 - 30 nmol/sitio, 5 pL, antagonista dos receptores ASICs) com salina
acidificada (pH 1,98/sitio, 5 pL). Para todas as avalia¢des, 0 tempo (em
segundos) que o animal dispendeu realizando o comportamento
nociceptivo de wiping com a pata dianteira ipsilateralmente ao lado das
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injecBes, foi utilizado como indicativo de nocicepgdo. Os grupos
controles receberam apenas veiculo no mesmo volume (10 pL/sitio).

4.3.6 Avaliacdo do efeito antinociceptivo do eugenol sobre a
nocicepcdo muscular orofacial induzida pelo glutamato e pelos
agonistas dos receptores glutamatérgicos, TRPs e ASICs

Nesta etapa, o efeito antinociceptivo do eugenol frente a
nocicepcdo muscular orofacial induzida por glutamato (2 nmol/sitio, 5
uL), NMDA (100 nmol/sitio, 5 pL), AMPA (10 nmol/sitio, 5 uL),
cainato (10 nmol/sitio, 5 uL) ou Trans-ACPD (100 nmol/sitio, 5 pL) foi
investigado. Deste modo, inicialmente foi avaliado o efeito do eugenol
guando administrado pela via oral 1 h antes (3 — 100 mg/kg) da inducéo
da nocicepcdo pela injecdo intramuscular de glutamato no masseter de
camundongos. Os grupos controle receberam apenas solugéo salina (10
ml/kg, v.0.) utilizada como veiculo.

Em outro grupo experimental, o possivel efeito local
(periferico) do eugenol também foi investigado na nocicep¢do muscular
orofacial induzida pelo glutamato, NMDA, AMPA, cainato ou Trans-
ACPD. Para tanto, o eugenol foi coadministrado nas doses de (0,1 - 30
pg/sitio, 5 pL) com glutamato (2 nmol/sitio, 5 pL), NMDA (100
nmol/sitio, 5 uL), AMPA (10 nmol/sitio, 5 pL), cainato (10 nmol/sitio, 5
ulL) ou Trans-ACPD (100 nmol/sitio, 5 pL), no masseter direito dos
camundongos e o comportamento de wiping novamente foi considerado
como indicativo de nocicepgdo. Os grupos controle receberam apenas
solucdo salina como veiculo (10 pL/sitio).

Em seguida, investigou-se o possivel efeito local do eugenol
contra a nocicepcdo muscular orofacial induzida pela capsaicina (10
nmol/sitio, 5 pL), cinamaldeido (100 nmol/sitio, 5 pL), mentol (10
nmol/sitio, 5 pL) ou salina acidificada (pH 1,98/sitio, 5 pL) conforme
metodologia descrita anteriormente.

43.7 Avaliagdo do possivel efeito sinérgico do eugenol com os
antagonistas glutamatergicos e TRPs na nocicepgéo muscular orofacial
induzida por seus respectivos agonistas

Para avaliar o possivel efeito sinérgico do eugenol com os
antagonistas glutamatérgicos (MK-801, CNQX e MCPG), antagonistas
dos receptores TRPs (capsazepina, canfora e vermelho de rutenio) e
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antagonista dos receptores ASICs (amilorida), doses subativas
(determinadas nos protocolos anteriores) do eugenol e destes
antagonistas glutamatérgicos foram coadministradas juntamente com
seus respectivos agonistas. O volume final injetado no musculo masseter
direito de cada animal foi de 15 pL/sitio, sendo 5 pL/sitio de cada
substancia administrada. Os grupos controles receberam apenas veiculo
no mesmo volume (15 plL/sitio).

4.3.8 Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média * erro padréo da
média (EPM), exceto os valores de DI50 (doses de extrato, fragdes e
compostos isolados que reduziram as respostas nociceptivas em 50% em
relacdo ao grupo controle), as quais estdo apresentadas como médias
geométricas acompanhadas de seus respectivos limites de confianca em
nivel de 95%. Os valores de DI50 foram obtidos através do método de
regressdo ndo-linear utilizando-se o software Graph Pad Prism (2005,
San Diego, CA) versdo 4.03. A significancia estatistica dos diferentes
grupos foi determinada por ANOVA de uma via, seguido pelo teste de
Newman-Keuls. Em todos os casos, foi considerada diferenca
significativa quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DO EUGENOL SOBRE A NOC’ICEPCAO INDUZIDA
PELA INJECAO INTRAPERITONEAL DE ACIDO ACETICO EM
CAMUNDONGOS

Os resultados apresentados na Figura 5 demonstram que o pré-
tratamento com eugenol (30-300 mg/kg), administrado v.o. (60 min) ou
i.p. (30 min) antes da injecdo de &cido acético, produziu uma inibicdo
acentuada e dependente da dose das constor¢des abdominais induzidas
pelo acido acético em camundongos, com valores de Dlsy de 51,3 (23,5-
111,9) e 50,2 (38,4-65,6) mg/kg e inibigdes de 82 + 10% e 90 + 6% para
0s tratamentos v.o. e i.p. , respectivamente.

Eugenol (mg/kg, v.0.) Eugenol (mg/kg, i.p.)
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Figura 5: Efeito antinociceptivo do eugenol administrado pelas vias
oral (30-300 mg/kg, painel A) e intraperitoneal (30-100 mg/kg, painel
B) sobre a nocicepcdo induzida por acido acético em camundongos.

LEGENDA: Cada coluna representa a média de 5-8 animais, e as linhas
verticais indicam o EPM (erro padrdo da média). Asteriscos denotam
diferencas significativas comparado com o grupo controle (salina). (ANOVA de
uma via seguido do teste de Newman-Keuls; * P<0,05 **P<0,01 ***P<0,001).
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5.2 EFEITO DO EUGENOL SOBRE A NOCICEPCAO INDUZIDA
PELA INJECAO INTRAPLANTAR DE GLUTAMATO EM CAMUN-
DONGOS

A administracdo i.p. de eugenol (0,3-100 mg/kg) atenuou
significativamente e de maneira dependente da dose a nocicepcdo
induzida pela injecdo i.pl. de glutamato (20 pmol/pata) em
camundongos. Os valores da Dlsy e da inibicdo foram respectivamente
de 5,6 (1,5-20,4) mg/kg e 62 + 5% (Figura 6).

Eugenol (mg/kg, i.p.)
- [1 Ssalina (mmol / sitio)
© 1751
S 150{ T
2 125- T
S 100+ /.
— i / T
o 75 / 7 *kk  Kkkk
2 501 / / i &_
S 251 / / / /
g A 9 7% 0
20 0,3 1 10 100
Glutamato (20 pmol / pata)

Figura 6: Efeito antinociceptivo do eugenol administrado pela via
intraperitoneal (0,3-100 mg/kg) sobre a nocicep¢do induzida por
glutamato (20 pmol/ pata) em camundongos.A solugdo salina foi
utilizada como controle (10 ml/kg, i.p.).

LEGENDA: Cada coluna representa a média de 5-8 animais, e as linhas
verticais indicam o EPM (erro padrdo da média). Asteriscos denotam
diferencas significativas comparado com o grupo controle (salina). (ANOVA de
uma via seguido do teste de Newman-Keuls; ***P<0,001).
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5.3 EFEITO DO EUGENOL SOBRE A NOCICEPGAO INDUZIDA
PELA INJECAO INTRATECAL DE GLUTAMATO E AGONISTAS
DOS RECEPTORES GLUTAMATERGICOS EM CAMUNDONGOS

Os resultados apresentados na Figura 7 mostram que o eugenol
guando administrado pela via i.p. (10 mg/kg) produziu reducédo
significativa da resposta nociceptiva induzida pela injecdo intratecal
(i.t.) de glutamato, AMPA e cainato com valores de inibigdes de 37+9,
41+12, 55+5%, respectivamente. No entanto, 0 mesmo tratamento dos
animais com eugenol ndo foi capaz de alterar a resposta nociceptiva
induzida por NMDA ou trans-ACPD.

Eugenol (10 mg/kg, i.p.)
300q [ salina (mlkg,it.)

2504
200+
1504
100+

501

Resposta nociceptiva (s)

10 Glutamato NMDA AMPA Cainato Trans-ACPD
(175 nmol) (450 pmol) (135 pmol) (110 pmol) (50 nmol)

Figura 7: Efeito antinociceptivo do eugenol administrado pela via
intraperitoneal (10 mg/kg, i.p.) no comportamento nociceptivo induzido
pela injecdo intratecal de glutamato, NMDA (450 pmol), AMPA (135
pmol), cainato (110 pmol) e trans-ACPD (50 nmol) em camundongos.

LEGENDA: Cada coluna representa a média de 5-8 animais, e as linhas
verticais indicam o EPM (erro padrdo da média). Asteriscos denotam
diferencgas significativas comparado com o grupo controle (10 ml/kg, i.p.).
(ANOVA de uma via seguido do teste de Newman-Keuls; * P<0,05
***p<(,001).
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5.4 EFEITO DO EUGENOL SOBRE A N~OCICEPQAO MUSCULAR
OROFACIAL INDUZIDA PELA INJECAO DE GLUTAMATO NO
MUSCULO MASSETER DE CAMUNDONGOS

Os dados apresentados na Figura 8A mostram que o glutamato
(1 — 4 nmol/sitio, i.m.) quando injetado no musculo masséter de
camundongos foi capaz de induzir uma resposta nociceptiva dependente
da dose, caracterizado pelo comportamento de wiping, sendo esta
resposta significativamente diferente do grupo que recebeu somente a
solucdo salina. Da mesma forma, podemos observar que o eugenol
guando administrado pela via oral (10 — 100 mg/kg) (Figura 8B) ou via
intramuscular (10 — 30 pg/sitio) (Figura 8C) foi capaz de reduzir a
nocicepcdo induzida pelo glutamato de forma dependente da dose, com
valores de Dlsp de 18,3 (13,4 — 24,9) mg/kg e 8,3 (6,4 — 10,8) pg/sitio e
inibigcBes de 92+5% e 85+8%, respectivamente.
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Figura 8: Efeito do eugenol sobre a nocicepcdo muscular orofacial
induzida por glutamato em camundongos.

LEGENDA: O Painel A: representa os dados dos animais que receberam
injecBes i.m. no masséter em um volume de 10 pL/sitio de salina (veiculo) ou
glutamato (0,2 — 4 nmol/sitio). Painel B: representa os dados dos animais que
receberam salina (10 ml/kg, p.o.) ou eugenol (3 — 100 mg/kg, p.0.) uma hora
antes da injecdo i.m de glutamato (2 nmol/ 10 pL ) no masseter. Painel C:
representa os dados dos animais que receberam injecOes i.m. no masséter em
um volume de 10 pL/sitio de salina (veiculo) ou eugenol (1 — 30 pg/ 5 pL)
coadministrado com glutamato (2 nmol/ 5 pL). Cada coluna representa a média
de 5-8 animais, e as linhas verticais indicam o EPM (erro padrdo da média).
Asteriscos denotam diferencas significativas comparado com o grupo controle
(salina). (ANOVA de uma via seguido do teste de Newman-Keuls; **P<0,01
***p<(,001).
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5.5 EFEITO DO MK-801 SOBRE A NQCICEPQAO MUSCULAR
OROFACIAL INDUZIDA PELA INJECAO DE NMDA NO MUS-
CULO MASSETER DE CAMUNDONGOS

A Figura 9A demonstra que o0 NMDA (50 - 100 nmol/sitio,
i.m.) injetado no musculo masseter de camundongos foi capaz de causar
uma resposta nociceptiva dependente da dose quando comparado com o
grupo tratado com salina. Além disso, podemos observar que 0 MK-801
(25 - 50 nmolfsitio, i.m.) reduziu a resposta nociceptiva induzida pelo
NMDA de maneira dependente da dose, com valor de Dls, foi de 27,8
(19 - 40,6) nmol/sitio e de inibicao de 79+9% (Figura 9 B).

5.6 EFEITO ANTINOCICEPTIVO SINERGICO DO EUGENOL E DO
MK-801 NO MODELO DE NOCICEPCAO INDUZIDA PELA
INJECAO DE NMDA NO MUSCULO MASSETER DE CAMUN-
DONGOS

Podemos observar na Figura 9C que o eugenol administrado
pela via intramuscular (10 — 30 pg/sitio) foi capaz de reduzir a
nocicepcdo induzida pelo NMDA, com valor de Dls, de 16,9 (9,4 —
30,7) ug/sitio e inibicdo de 64+9%. Além disso, a coadministracdo de
doses subativas de eugenol e MK-801 foram capazes de reduzir de
forma significativa a nocicep¢do induzida pelo NMDA com uma
inibicdo de 75+2% (Figura 9D).
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Figura 9: Efeito do NMDA injetado no musculo masséter de
camundongos.

LEGENDA: O Painel A: representa a resposta nociceptiva causada pela
injecdo do agonista de receptores glutamatérgicos do subtipo NMDA na regi&o
muscular orofacial. Painel B: representa os dados dos animais que receberam
injecBes i.m. no masséter do MK-801 (10 — 50 nmol/5 pL) juntamente com
NMDA (100 nmol/5 pL). Painel C: representa os dados dos animais que
receberam salina (veiculo) ou eugenol (3 — 30 pg/5 pL) coadministrado com
NMDA (100 nmol/5 pL); Painel D: representa os dados dos animais que
receberam injecBes i.m. no masséter de dose subefetivas de eugenol (3 pg/5 pL)
e MK-801 (10 nmol/5 pL ) coadministrado com NMDA (100 mol/5 pL). Cada
coluna representa a média de 5-8 animais, e as linhas verticais indicam o EPM
(erro padrdo da média). Asteriscos denotam diferencas significativas
comparado com o grupo controle (salina). (ANOVA de uma via seguido do teste
de Newman-Keuls; * P<0,05 **P<0,01 ***P<0,001).
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5.7 EFEITO DO CNQX SOBRE A NOCIQEP(}AO MUSCULAR
OROFACIAL INDUZIDA PELA INJECAO DE AMPA NO
MUSCULO MASSETER DE CAMUNDONGOS

A Figura 10A mostra que o AMPA (0,3 - 10 nmol/sitio, i.m.)
injetado no misculo masséter de camundongos foi capaz de causar uma
resposta nociceptiva de maneira dependente da dose quando comparado
com o grupo tratado com salina. Além disso, podemos observar na
Figura 10B que o CNQX (1 - 10 nmol/sitio, i.m.) reduziu a resposta
nociceptiva induzido pelo AMPA de maneira dependente da dose, com
uma Dlsy de 7,4 (5,3 — 9,8) nmol/sitio e inibi¢do de 86+2%.

5.8 EFEITO ANTINOCICEPTIVO SINERGICO DO EUGENOL E DO
CNQX NO MODELO DE NOCICEPCAO INDUZIDA PELA
INJECAO DE AMPA NO MUSCULO MASSETER DE CAMUN-
DONGOS

O eugenol administrado pela via intramuscular (1 — 10 pg/sitio)
foi capaz de reduzir de maneira dependente da dose a nocicepcao
induzida pelo AMPA (Figura 10C), com valores de Dlsy de 0,6 (0,2 —
1,8) pg/sitio e inibicdo de 9413 %. Além disso, a coadministracdo de
doses subativas de eugenol e CNQX foi capaz de abolir completamente
(100%) de forma sinérgica a nocicepcdo induzida pelo AMPA (Figura
10D).
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Figura 10: Efeito do AMPA injetado no misculo masséter de
camundongos.

LEGENDA: O Painel A: representa a resposta nociceptiva causada pela
injecdo do agonista de receptores glutamatérgicos do subtipo AMPA na regido
muscular orofacial. Painel B: representa os dados dos animais que receberam
injecdes i.m. no masséter do CNQX (1 — 10 nmol/5 pL) juntamente com AMPA
(10 nmol/5 pL). Painel C: representa os dados dos animais que receberam
salina (veiculo) ou eugenol (0,1 — 10 pg/5 uL) coadministrado com AMPA (10
nmol/5 pL); Painel D: representa os dados dos animais que receberam injecdes
i.m. no masséter de dose-subefetivas de eugenol (0,1 pg/5 pL) e CNQX (1
nmol/5 pL ) coadministrado com AMPA (10 mol/5 pL). Cada coluna representa
a média de 5-8 animais, e as linhas verticais indicam o EPM (erro padrdo da
média). Asteriscos denotam diferencas significativas comparado com o grupo
controle (salina). (ANOVA de uma via seguido do teste de Newman-Keuls;
**p<0,01 ***P<0,001).
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5.9 EFEITO DO CNQX SOBRE A NOCICEPGAO INDUZIDA PELA
INJECAO DE CAINATO NO MUSCULO MASSETER DE CAMUN-
DONGOS

A Figura 11A demonstra que o cainato (3 - 10 nmol/sitio, i.m.)
injetado no musculo masséter de camundongos foi capaz de causar uma
resposta nociceptiva de maneira dependente da dose quando comparado
com o grupo tratado com salina. Podemos observar na Figura 11B que o
CNQX (5 — 10 nmol/sitio, i.m.) reduziu de maneira dependente da dose
a resposta nociceptiva induzida pelo cainato (10 nmol/sitio, i.m.)
injetado no musculo masséter de camundongos, com valores de Dlsy de
3,6 (2,1-5,3) nmol/sitio e inibicdo de 100 %.

5.10 EFEITO ANTINOCICEPTIVO SINERGICO DO EUGENOL E
DO CNQX NA NOCICEPCAO INDUZIDA PELA INJECAO DE
CAINATO NO MUSCULO MASSETER DE CAMUNDONGOS

O eugenol administrado pela via intramuscular (3 — 10 pg/sitio)
foi capaz de reduzir de maneira dependente da dose a nocicepgao
induzida pelo cainato (Figura 11C), com uma inibicdo de 100%.
Podemos também observar que a coadministracdo de doses subativas de
eugenol e CNQX foi capaz de reduzir a nocicepcdo induzida pelo
cainato de forma sinérgica (Figura 11D), com uma inibicao de 68+6%.
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Figura 11: Efeito do cainato injetado no musculo masséter de
camundongos.

LEGENDA:

O Painel A: representa a resposta nociceptiva causada pela injecdo do
agonista de receptores glutamatérgicos do subtipo cainato na regido muscular
orofacial.

Painel B: representa os dados dos animais que receberam inje¢Bes i.m. no
masséter do CNQX (1 — 10 nmol/5 pL) juntamente com cainato (10 nmol/5 pL).
Painel C, representa os dados dos animais que receberam salina (veiculo) ou
eugenol (1 — 10 pg/5 pL) coadministrado com cainato (10 nmol/5 pL);

Painel D, representa os dados dos animais que receberam injecfes i.m. no
masséter de doses subefetivas de eugenol (1 pg/5pL) e CNQX (1 nmol/5 pL )
coadministrado com cainato (10 mol/5 pL). Cada coluna representa a média de
5-8 animais, e as linhas verticais indicam o EPM (erro padrdo da média).
Asteriscos denotam diferencas significativas comparado com o grupo controle
(salina). (ANOVA de uma via seguido do teste de Newman-Keuls; **P<0,01
***p<(,001).
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5.11 EFEITO DO MCPG SOBRE A NQCICEPCAO INDUZIDA
PELA INJECAO DE TRANS-ACPD NO MUSCULO MASSETER DE
CAMUNDONGOS

A Figura 12A mostra que o trans-ACPD (50 - 200 nmol/sitio,
i.m.) injetado no musculo masseter de camundongos foi capaz de
causar uma resposta nociceptiva quando comparado com 0 grupo
tratado com salina (10uL, sitio). Podemos observar na Figura 12B que
0 MCPG (1 — 1000 pmol/sitio, i.m.) reduziu o comportamento de
nocicepcdo induzido pelo trans-ACPD (100 nmol/sitio, 5 pL), com uma
inibicdo de 56+2 %.

5.12 EFEITO ANTINOCICEPTIVO SINERGICO DO EUGENOL E
DO MCPG NO MODELO DE NOCICEPCAO INDUZIDA PELA
INJECAO DE TRANS-ACPD NO MUSCULO MASSETER DE
CAMUNDONGOS

O eugenol (3 — 10 pg/sitio) foi capaz de reduzir a nocicepgéo
induzida pelo trans-ACPD (100 nmol/sitio, 5 pL) de forma dependente
da dose (Figura 12 C), com valor de Dlsy de 3,0 (1,6 — 5,8) pg/sitio e
inibigdo de 100 %. Além disso, a coadministracéo de doses subativas de
eugenol e MCPG foi capaz de reduzir a nocicepcdo induzida pelo trans-
ACPD de forma sinérgica com uma inibigao de 57+9% (Figura 12 D).
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Figura 12: Efeito do trans-ACPD injetado no musculo masséter de
camundongos.

LEGENDA:

O painel A: representa a resposta nociceptiva causada pela inje¢do do agonista
de receptores glutamatérgicos do subtipo trans-ACPD na regido muscular
orofacial.

Painel B: representa os dados dos animais que receberam inje¢Bes i.m. no
masséter do MCPG (0,01 — 1000 pmol/5 pL) juntamente com trans-ACPD (100
nmol/5 pL).

Painel C: representa os dados dos animais que receberam salina (5uL) ou
eugenol (1 — 10 pg/5 pL) coadministrado com trans-ACPD (100 nmol/5 pL);
Painel D: representa os dados dos animais que receberam injecdes i.m. no
masseéter de doses subefetivas de eugenol (3 ug/5 pL) e MCPG (0,1 pmol/5 pL )
coadministrado com trans-ACPD (100 nmol/5 uL). Cada coluna representa a
média de 5-8 animais, e as linhas verticais indicam o EPM (erro padrdo da
média). Asteriscos denotam diferengas significativas comparado com o grupo
controle (salina). (ANOVA de uma via seguido do teste de Newman-Keuls; *
P<0,05 **P<0,01 ***P<0,001).
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5.13 EFEITO DA CAPSAZEPINA SOBRE A NOCIQEPCAO
INDUZIDA PELA INJECAO DE CAPSAICINA NO MUSCULO
MASSETER DE CAMUNDONGOS

A Figura 13A demonstra que a capsaicina (1 - 10 nmol/sitio,
i.m.) quando injetada no masculo masséter de camundongos foi capaz
de induzir nocicep¢do de maneira dependente da dose quando
comparado com o grupo tratado com salina (10pL, sitio). Além disso,
podemos observar que a capsazepina (100 - 200 nmol/sitio, i.m.) reduziu
a nocicepgdo induzida pela capsaicina (10 nmol/sitio,5uL) (Figura 13B),
com valor de Dlsy de 122,3 (101,2 - 152,3) nmol/sitio e inibicdo de
7618%.

5.14 EFEITO ANTINOCICEPTIVO SINERGICO DO EUGENOL E
DA CAPSAZEPINA NO MODELO DE NOCICEPGCAO MUSCULAR
OROFACIAL INDUZIDA PELA INJECAO DE CAPSAICINA NO
MUSCULO MASSETER DE CAMUNDONGOS

Podemos observar na Figura 13C que o eugenol administrado
pela via intramuscular (1 - 10 pg/sitio) foi capaz de reduzir a nocicepgdo
induzida pela capsaicina, com valor de Dls, foi de 3,2 (1,8 - 5,3) pg/sitio
e inibicdo de 64+6%. A coadministracdo de doses subativas de eugenol
e capsazepina foram capazes de reduzir de maneira sinérgica a
nocicepgdo induzida pela capsaicina (Figura 13D) com uma inibicdo de
12+7%.
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Figura 13: Efeito da capsaicina injetada no musculo masséter de
camundongos.

LEGENDA:

O painel A: representa a resposta nociceptiva causada pela injecao do agonista
dos receptores TRPV1 na regido muscular orofacial.

Painel B: representa os dados dos animais que receberam injecdes i.m. no
masséter da capsazepina (20 — 200 nmol/5 pL) juntamente com capsaicina (10
nmol/5 pL).

Painel C: representa os dados dos animais que receberam salina (5 pL) ou
eugenol (0,1 — 10 pg/5uL) coadministrado com capsaicina (10 nmol/5 pL);
Painel D: representa os dados dos animais que receberam injecdes i.m. no
masséter de dose-subefetivas de eugenol (0,1 pg/5 pL) e capsazepina (20
nmol/5 pL ) coadministrado com capsaicina (10 nmol/5 pL). Cada coluna
representa a média de 5-8 animais, e as linhas verticais indicam o EPM (erro
padrao da média). Asteriscos denotam diferengas significativas comparado com
0 grupo controle (salina). (ANOVA de uma via seguido do teste de Newman-
Keuls; **P<0,01 ***P<0,001).
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5.15 EFEITO DA CANFORA SOBRE A NQCICEPQAO MUSCULAR
OROFACIAL INDUZIDA PELA INJECAO DE CINAMALDEIDO
NO MUSCULO MASSETER DE CAMUNDONGOS

A Figura 14A mostra que o cinamaldeido (50 - 100 nmol/sitio,
i.m.) injetado no misculo masséter de camundongos induziu nocicepgéo
de maneira dependente da dose quando comparado com o grupo tratado
com salina (10 pL, sitio/). Além disso, podemos observar na Figura 14B
que a canfora (50 - 100 nmol/sitio, i.m.) reduziu a nocicep¢do induzido
pelo cinamaldeido (100 nmol/sitio, 5 pL) de forma dependente da dose,
com uma inibigdo 42+3%.

5.16 EFEITO ANTINOCICEPTIVO SINERGICO DO EUGENOL E
DA CANFORA NO MODELO DE NOCICEPGAO MUSCULAR
OROFACIAL INDUZIDA PELA INJECAO DE CINAMALDEIDO
NO MUSCULO MASSETER DE CAMUNDONGOS

O eugenol administrado pela via intramuscular (0,1 pg/sitio) foi
capaz de reduzir a nocicepcdo induzida pelo cinamaldeido de maneira
dependente da dose (Figura 14C), com valores de Dlsy de 21,5 (13,2 -
27,2) ug/sitio e inibigdo de 56+12%. Além disso, a coadministracdo de
doses subativas de eugenol e céanfora foi capaz de reduzir de forma
sinérgica a nocicepc¢do induzida pelo cinamaldeido (Figura 14D) com
inibicdo de 73+5%.
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Figura 14: Efeito do cinamaldeido injetado no musculo masséter de
camundongos.

LEGENDA:

O painel A: representa a resposta nociceptiva causada pela injecéo do agonista
de receptores TRPs do subtipo cinamaldeido na regido muscular orofacial.
Painel B: representa os dados dos animais que receberam inje¢des i.m. no
masséter de canfora (10 — 100 nmol/5 pL) juntamente com cinamaldeido (100
nmol/5 pL).

Painel C: representa os dados dos animais que receberam salina (5uL) ou
eugenol (0,1 — 30 pg/5 pL) coadministrado com cinamaldeido (100 nmol/ 5
HL);

Painel D: representa os dados dos animais que receberam injecdes i.m. no
masséter de doses sub efetivas de eugenol (1 pg/5 pL) e canfora (10 nmol/5
ML ) coadministrados com cinamaldeido (100 mol/5 pL). Cada coluna
representa a média de 5-8 animais, e as linhas verticais indicam o EPM (erro
padrao da média). Asteriscos denotam diferengas significativas comparado com
0 grupo controle (salina). (ANOVA de uma via seguido do teste de Newman-
Keuls; * P<0,05 **P<0,01 ***P<0,001).
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517 EFEITO DO VERMELHO DE RUTENIO SOBRE A
NOCICEPCAO MUSCULAR OROFACIAL INDUZIDA PELA INJE-
CAO DE MENTOL NO MUSCULO MASSETER DE CAMUN-
DONGOS

A Figura 15A mostra que o mentol (10 nmol/sitio) injetado no
musculo masséter de camundongos induziu significativa nocicep¢do
guando comparado com o grupo tratado com salina (10 pL, sitio). Além
disso, podemos observar na Figura 15B que o vermelho de ruténio (10
nmol/sitio, 5 pL) reduziu a nocicepcdo induzida pelo mentol (10
nmol/sitio, 5 pL) ,com valores de Dlsy de 4,8 (1,9 - 7,3) nmol/sitio e
inibigcdo de 61+6%.

5.18 EFEITO ANTINOCICEPTIVO SINERGICO DO EUGENOL E
DO VERMELHO DE RUTENIO NA NOCICEPGAO INDUZIDA
PELO MENTOL INJETADO NO MUSCULO MASSETER DE CA-
MUNDONGOS

Quando administrado pela via intramuscular, o eugenol (5 - 30
ug/sitio) foi capaz de reduzir a nocicepcdo induzida pelo mentol (10
nmol/sitio, 5 pL) de maneira dependente da dose (Figura 15 C). Os
valores de Dls e da inibicdo foram respectivamente de 4,6 (1,6 - 7,0)
pg/sitio e 76x£1%. Além disso, a coadministracdo de doses subativas de
eugenol e vermelho de ruteno foi capaz de reduzir de forma sinérgica a
nocicepcdo induzida pelo mentol (Figura 15D) com inibi¢do de 100%.
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Figura 15: Efeito do mentol injetado no muasculo masséter de
camundongos.

LEGENDA:

O painel A: representa a resposta nociceptiva causada pela inje¢do do agonista
de receptores TRPs do subtipo TRPM8 na regido muscular orofacial.

Painel B: representa os dados dos animais que receberam injecdes i.m. no
masséter de vermelho de ruténio (0,5 — 10 nmol/5 pL) juntamente com mentol
(10 nmol/5 pL).

Painel C: representa os dados dos animais que receberam salina (5 pL) ou
eugenol (1 — 30 pg/5 pL) coadministrado com mentol (10 nmol/5 pL);

Painel D: representa os dados dos animais que receberam injecdes i.m. no
masséter de doses subefetivas de eugenol (1 pg/5 pL) e vermelho de ruténio
(0,1 nmol/5 pL ) coadministrados com mentol (10 mol/5 pL). Cada coluna
representa a média de 5-8 animais, e as linhas verticais indicam o EPM (erro
padrao da média). Asteriscos denotam diferengas significativas comparado com
0 grupo controle (salina). (ANOVA de uma via seguido do teste de Newman-
Keuls; **P<0,01 ***P<0,001).
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519 EFEITO DA AMILORIDA SOBRE A NOCICEPGAO
MUSCULAR OROFACIAL INDUZIDA PELA INJECAO DE
SALINA ACIDIFICADA NO MUSCULO MASSETER DE CAMUN-
DONGOS

A salina acidificada (pH 1,98/ sitio, 10uL) foi capaz de induzir
a nocicep¢do quando injetada no masseter dos camundongos (Figura
16A). Observou-se aque a amilorida (3- 30 nmol/sitio) reduziu o
comportamento nociceptivo induzido pela salina acidificada de forma
dependente da dose, quando comparado com o grupo tratado com salina
(10 pL, sitio) com valores de Dlsg € inibicdo de respectivamente 5,2 (3,7
- 7,2) nmol/sitio e 100 % (Figura 16 A).

5.20 EFEITO ANTINOCICEPTIVO SINERGICO DO EUGENOL E
DA AMILORIDA NO MODELO DE NOCICEPCAO MUSCULAR
OROFACIAL INDUZIDA PELA INJECAO DE SALINA ACIDIFI-
CADA NO MUSCULO MASSETER DE CAMUNDONGOS

Como demonstrado na Figura 16B, o eugenol administrado pela
via intramuscular (1 — 10 pg/sitio) foi capaz de reduzir a nocicepcao
induzida pela salina acida quando coinjetado com a mesma com valores
de Dls € inibicdo respectivamente de 0,6 (0,2 - 0,7) ug/ sitio e 88+8%.
Podemos também observar que a coadministracdo de doses subativas de
eugenol e amilorida foi capaz de reduzir a nocicepcdo induzida pela
salina acidificada de forma sinérgica com uma inibicdo de 77+7%
(Figura 16C).
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Figura 16: Efeito da salina acidificada injetado no musculo masséter de
camundongos.

LEGENDA:

O painel A: representa os dados dos animais que receberam injec@es i.m. no
masséter de amilorida (3 — 30 nmol/5 pL) juntamente com salina acidificada
(pH 1,98, 5 pL/sitio ).

Painel B: representa os dados dos animais que receberam salina (5 pL) ou
eugenol (0,1 — 10 pg/5 pL) coadministrado com salina acidificada (pH 1,98, 5
uL/sitio);

Painel C: representa os dados dos animais que receberam injecfes i.m. no
masséter de doses subefetivas de eugenol (0,1 pg/5 L) e amilorida (3 nmol/5
ML ) coadministrados com salina acidificada (1,98/sitio,5 uL). Cada coluna
representa a média de 5-8 animais, e as linhas verticais indicam o EPM (erro
padrdo da média). Asteriscos denotam diferencas significativas comparado com
0 grupo controle (salina). (ANOVA de uma via seguido do teste de Newman-
Keuls; ***P<0,001).
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6 DISCUSSAO

A dor muscular orofacial, um sintoma resultante das DTMs, é
uma denominag&o geral para descrever varios sinais e sintomas clinicos
gue envolvem 0s musculos mastigatérios, a articulacdo
temporomandibular e  estruturas  associadas (MANFREDINI;
LOBBEZOO, 2010). A etiologia das DTMs, embora muito pesquisada,
ainda ndo esta totalmente elucidada. No entanto, sabe-se que alteracbes
oclusais, estresse, ansiedade, habitos parafuncionais, traumas e
microtraumas, instabilidade mandibular, desequilibrios posturais, dentre
outros, sao fatores frequentemente observados em pacientes portadores
de DTMs (STOHLER, 1999). Desta forma, as DTMs possuem uma
etiologia multifatorial e normalmente necessitam de uma abordagem
multidisciplinar para se obter um tratamento de consideravel efetividade.
A dor é o sintoma das DTMs que mais prejudica a qualidade de vida dos
pacientes. Especificamente falando, as dores musculares que acometem
a regido orofacial sdo normalmente induzidas por palpa¢do manual ou
ocorrem até mesmo espontaneamente (HEDENBERG-MAGNUSSON;
ERNBERG; KOPP, 1997). Estas condicdes também estdo associadas
com uma reducdo da forca méxima e limitagdo dos movimentos
mandibulares (LUND et al., 1991; MOLIN, 1972), que pode resultar na
sensibilizacdo periférica de nociceptores presentes na musculatura
orofacial. Assim sendo, uma caracteristica importante associada a
condicdo de dor muscular é a ocorréncia de alteracdes na sensibilidade
mecénica do tecido muscular, no entanto, 0S mecanismos
fisiopatoldgicos que levam ao desenvolvimento da dor ainda sédo pouco
compreendidos (MENSE, 1993).

Estudos realizados em humanos demonstraram que a injecdo de
glutamato no mlsculo masseter aumentou o pico e a duracdo das dores,
bem como a presenca de dores referidas quando estes sintomas foram
comparados com os de pacientes voluntarios que receberam a injecéo de
salina isotdnica no mesmo local (CAIRNS et al., 2001a). Além disso,
corroborando com a epidemiologia da dor muscular orofacial, os sinais e
sintomas de dor sdo significativamente aumentados pelo glutamato,
sendo mais pronunciados nas mulheres do que nos homens (CAIRNS et
al., 2003; SVENSSON et al., 2003).

O glutamato, principal aminoécido excitatério envolvido na
transmissdo dolorosa, possui a capacidade de excitar os neurbnios
ganglionares do nervo trigémeo. Isto se d& devido a distribuigdo de seus
receptores nesta regido e devido a liberacdo deste aminoacido
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excitatorio ap6s estimulacdo nociceptiva dos terminais trigeminais
(BATTAGLIA; RUSTIONI, 1988; CARLTON, 2001; KAI-KAI;
HOWE, 1991; WANAKA et al., 1987; WESTLUND; MCNEILL;
COGGESHALL, 1989). Assim, baseando-se principalmente em dois
trabalhos que utilizaram ratos para mimetizar a dor muscular orofacial
(RO; SVENSSON; CAPRA, 2002; SHIMADA; LAMOTTE, 2008),
procuramos desenvolver em nosso laboratério 0 modelo de nocicepgéo
gue mimetiza o tipo de dor muscular orofacial, todavia, em
camundongos.

Foi observado que, quando injetado na articulagdo
temporomandibular e no musculo masseter, o glutamato promove uma
sensibilizagdo central e periférica via ativagdo dos receptores
glutamatérgicos localizados perifericamente (IVANUSIC et al., 2011).
Este neurotransmissor é capaz de provocar a ativacdo de neurdnios
aferentes primarios de pequeno didmetro presentes no musculo masseter,
e esta funcdo esta intimamente correlacionada com estudos clinicos,
onde a dor foi relatada por individuos que receberam injecdes locais de
glutamato nesta regido (CAIRNS et al., 2001b; IVANUSIC et al., 2011,
LAM et al., 2005).

Deve-se ressaltar que apesar das lesdes nos tecidos orofaciais
acarretarem inflamag&o e degeneracdo, a maioria das DTMs ndo estdo
associadas com inflamacéo intensa (LAM et al., 2005). A fibromialgia
pode ser citada como um exemplo, pois nesta patologia sinais de lesdo
tecidual ou alteragBes inflamatérias ndo sdo observados (CLAUW,;
CROFFORD, 2003; HENRIKSSON; SORENSEN, 2002 ). De fato,
resultados descritos na literatura demonstram que a ativagdo de
receptores glutamatérgicos periféricos através da inje¢do de glutamato
na ATM ou em musculos craniofaciais, causa resposta nociceptiva
similiar aquela causada por substancias inflamatdrias sem resultar em
inflamag&o nestes tecidos (YU et al., 1996; FIORENTINO; LAM et al.,
2004). Com base nestes achados, pode-se afirmar que o glutamato
constitui-se de um mediador quimico endégeno com excelente perfil
para ser utilizado em pesquisas pré-clinicas com a finalidade de
aprimorar o entendimento, e principalmente buscar novas abordagens
terapéuticas para as dores musculares ndo inflamatorias.

Até o presente momento, poucos trabalhos tém demonstrado
uma correlacdo entre o eugenol e o sistema glutamatérgico, sendo que a
grande maioria destes demonstram efeitos obtidos em estudos in vitro,
principalmente envolvendo o receptor glutamatérgico NMDA. Wie et al.
(1997) demonstraram que o eugenol inibe a excitotoxicidade bem como
lesbes oxidativas em culturas de células neuronais corticais, além de
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proteger contra neurotoxicidade induzida pelo NMDA. O efeito
neuroprotetor do eugenol pode ser mediado pela inibicdo da captacdo de
Ca?*, que resulta na modulacdo do receptor glutamatérgico do tipo
NMDA. Além disso, foi demonstrado também que o bloqueio das
correntes de Ca®* exercido pelo eugenol reduz o potencial de membrana
neuronal e as respostas excitatérias promovidas pelo glutamato. Por
meio da modulagdo do receptor NMDA, o eugenol também foi capaz de
proteger neurbnios hipocampais de isquemias e retardar convulsdes
induzidas pelo agonista NMDA (WIE et al. 1997).

Com o intuito de confirmar os dados pré-existentes na literatura
a respeito dos possiveis efeitos e mecanismos antinociceptivos do
eugenol, o primeiro objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
eugenol em modelos de nocicepgdo aguda, visando correlacionar sua
acdo tanto a nivel periferico como central, sobre o sistema
glutamatérgico.

Os resultados iniciais apresentados demonstram de forma clara
gue o eugenol administrado por via oral ou intraperitoneal provoca um
efeito antinociceptivo, mostrando-se eficaz em reduzir tanto as
contorcBes abdominais induzidas pela injecdo de acido acético como a
nocicepgdo provocada pela injecdo intraplantar de glutamato
(nocicepgdo periférica). O comportamento de contor¢do abdominal
frente & injecdo de &cido acético em camundongos tem sido utilizado
como um modelo de nocicepéo inflamatoria visceral, sendo amplamente
utilizado em pesquisas pré-clinicas, como uma ferramenta para a
avaliagdo da propriedade de novos agentes analgésicos e anti-
inflamatérios (COLLIER et al., 1968; TIJLSEN et al., 1992). Estudos
anteriores sugerem que a administracdo de &cido acético foi capaz de
induzir a liberacdo de mediadores inflamat6rios endégenos como
substancia P, bradicinina, prostandides e citocinas pro-inflamatdrias
(TNF-a, IL-1p, IL-8) a partir de macrofagos e mastocitos presentes na
cavidade abdominal, os quais estimulam neurénios nociceptivos
(COLLIER et al., 1968; IKEDA et al., 2001; RIBEIRO et al., 2000).
Além disso, a injecdo de 4cido acético induz também um aumento nas
concentracbes de glutamato e aspartato no liquido cérebro espinal
(FENG et al., 2008). Através de nossos resultados, pudemos confirmar e
ampliar os dados publicados por Park; Sim; Lee (2011), onde ambos
corroboram sobre os efeitos analgésicos e mecanismos de agdo do
eugenol quando administrado pelas vias oral e intraperitoneal utilizando
esse modelo, demonstrando que o eugenol foi eficaz em reduzir o
ntmero de contorgdes abdominais induzidas por acido acético de forma
dependente da dose quando administrado por essas vias.
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Com relacdo ao glutamato, ja esta bem estabelecido na literatura
gue este aminoacido € um dos principais neurotransmissores excitatorios
envolvidos na transmissdo de sinais nociceptivos, através da ativacdo
direta dos receptores glutamatérgicos nas fibras nociceptivas. Uma vez
ativados, estes neurdnios liberam varios mediadores inflamatorios e
neuropeptideos tanto no sistema nervoso central quanto no periférico
(MILLAN, 1999; FUNDYTUS, 2001). Os resultados apresentados neste
trabalho demonstram, pela primeira vez, que o eugenol administrado
pela via intraperitoneal produziu uma resposta antinociceptiva
consistente e dependente da dose frente a nocicep¢do induzida pela
injecdo intraplantar de glutamato em camundongos. Por outro lado, foi
demonstrado anteriormente que a nocicep¢do induzida pelo glutamato
pode ser mediada pela ativacdo dos receptores NMDA e ndo-NMDA e
pela liberacdo de 6xido nitrico (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002).
Além disso, estes autores observaram que a resposta nociceptiva
induzida pelo glutamato parece envolver locais de acdo periféricos,
espinais e supra-espinais. Assim, nossos dados iniciais demonstraram
claramente que o eugenol é capaz de inibir a nocicepcdo causada pelo
glutamato, sugerindo que este sistema esta envolvido no seu mecanismo
de acdo. No entanto, surgiu a necessidade de investigar se o efeito
antinociceptivo do eugenol dependia de uma acdo a nivel periferico ou
central, além de avaliar sobre quais receptores glutamatérgicos ele
estaria exercendo este efeito.

Como mencionado anteriormente, o glutamato é o agonista
enddgeno dos seus respectivos receptores ionotropicos NMDA, AMPA,
cainato e metabotrépicos, 0s quais possuem entre si diferentes
distribuicbes teciduais e sinalizagdes intracelulares (KEW; KEMP,
2005). Os resultados do presente estudo demonstraram que o eugenol foi
capaz de inibir de forma significativa a resposta nociceptiva causada
pelo glutamato, AMPA e cainato, mas ndo por NMDA e trans-ACPD,
guando estes foram injetados intratecalmente. Estes dados sugerem que
um dos possiveis mecanismos de acdo antinociceptiva causado pelo
eugenol sobre a neurotransmissao glutamatérgica depende, pelo menos
em parte, do blogueio direto ou indireto dos receptores glutamatérgicos
ionotropicos AMPA e Cainato. E importante salientar que o eugenol néo
foi capaz de reduzir a nocicepgdo causada pela injecdo intratecal de
NMDA e trans-ACPD. No entanto, outros autores demonstraram que 0
eugenol foi capaz de reduzir a neurotoxicidade induzida por NMDA em
culturas corticais primarias de camundongos e apesar deste composto ter
sido capaz de reduzir a morte neuronal em 80%, o influxo de Ca®* foi
reduzido em apenas 30%, 0 que pode sugerir a participacdo de outros
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mecanismos, como por exemplo, a inibi¢do através dos receptores de
AMPA e cainato (WIE et al., 1997). Um estudo utilizando o
metileugenol, um composto relacionado do eugenol, porém
estruturalmente diferente, demonstrou que o efeito nociceptivo induzido
pelo NMDA foi inibido pelo pré-tratamento com bicuculina. Este dltimo,
é um antagonista do receptor GABA,, 0 que favorece nossos resultados,
pois sugere a participacdo de um receptor ndo-NMDA (YANO et al.,
2006). Desta forma, concluimos parcialmente a partir dos nossos
resultados iniciais, que a acdo antinociceptiva do eugenol pode ser
regulada via receptores glutamatérgicos ionotrépicos AMPA e cainato,
gue atuam possivelmente modulando a transmissdo nociceptiva a nivel
espinal.

A partir destes dados iniciais, nos quais o eugenol foi efetivo
em reduzir a nocicepcao via sistema glutamatérgico, a proxima etapa de
nosso estudo foi investigar a acdo do eugenol em outro modelo de dor
dependente do sistema glutamatérgico, contudo, que permitisse uma
translacdo com a DTM em humanos. Assim sendo, o efeito do eugenol
foi analisado no modelo de dor muscular orofacial induzida pelo
glutamato em camundongos, sendo importante salientar que nosso grupo
de pesquisa foi o primeiro a padronizar este modelo de nocicepgdo em
camundongos.

Conforme ilustrado na figura 8, a injecdo intramuscular de
glutamato no masseter de camundongos foi capaz de induzir um
comportamento vigoroso de nocicep¢do assim como havia sido
demonstrado em ratos através da injecdo de 6leo de mostarda, como
descrito por Ro; Svensson; Capra (2002).

Embora na literatura existam varios trabalhos pré-clinicos
demonstrando que o eugenol possui atividade antinociceptiva
(GUENETTE et al., 2006, 2007), nenhum destes trabalhos investigou se
este efeito seria dependente, pelo menos em parte, do seu envolvimento
com o sistema glutamatérgico, e se o eugenol poderia também exercer
esse efeito antinociceptivo sobre um modelo de dor muscular,
especificamente neste caso, na regido orofacial. Um estudo recente
investigou o efeito antinociceptivo do eugenol administrado pela via
oral em vérios testes de nocicepg¢do, dentre eles, a nocicepgdo induzida
pela injecdo intraplantar de glutamato (PARK; SIM; LEE, 2011). Estes
autores demonstraram que o eugenol administrado pela via oral, foi
capaz de reduzir o comportamento nociceptivo induzido pelo glutamato
em camundongos. No entanto, este resultado por si s6 ndo sugere que o
mecanismo de analgesia induzido pelo eugenol seja a modulacao direta
de algum receptor glutamatérgico.



93

No presente trabalho, foi demonstrado que os agonistas de
receptores glutamatérgicos ionotrépicos (NMDA e ndo-NMDA) e
metabotropicos do grupo 1 e 5 (trans-ACPD) também foram capazes de
induzir nocicepcdo muscular orofacial em camundongos. Esses dados
sdo inéditos, e demonstram que este modelo pode ser muito Gtil para
estudar este tipo de dor e que 0 mesmo pode permitir uma extrapolagédo
muito importante para humanos, ndo havendo obrigatoriamente a
necessidade da utilizacdo de ratos para estudar a dor muscular orofacial.
E importante salientar que a utilizagio de ratos normalmente pode levar
a um consumo maior de comida e de agua, além disso estes animais
ocupam um espaco fisico maior quando comparados com camundongos
e, ainda, quando avaliados experimentalmente, os ratos necessitam de
maiores quantidades de drogas e/ou reagentes. Desta forma, a utilizagédo
de ratos em experimentos pré-clinicos torna-se substancialmente mais
onerosa do que a utilizacdo de camundongos, 0 que torna mais vantajoso
0 modelo animal padronizado neste trabalho.

Fundamentando-se em  prévias explanagbes, apds a
padronizagdo do modelo animal de dor muscular orofacial, nés
averiguamos se 0 eugenol, o principal constituinte do cravo-da-india,
poderia exercer seu efeito analgésico sobre a nocicepcao induzida pelos
diferentes agonistas especificos dos receptores glutamatérgicos
ionotropicos e metabotropicos. Isso se justifica pelo fato de o eugenol
possuir um reconhecido efeito analgésico em modelos animais
(GUENETTE et al., 2007), sendo demonstrado que parte deste efeito se
da pela inibicdo das correntes idnicas de canais de K* (LI et al., 2007),
Ca’ (LEE etal., 2005) e Na" (CHO et al., 2008).

Deste modo, avaliamos o efeito do eugenol administrado pela
via oral sobre a nocicepcao induzida pela injecdo i.m. de glutamato no
masséter direito de camundongos. Como demonstrado na Figura 8, o
eugenol foi capaz de reduzir a nocicep¢do induzida pelo glutamato
guando administrado tanto pela via oral (8B) ou localmente (8C), na
regido intramuscular do musculo masseter com valores significativos de
inibicdes de 92+5 e 85+8%, respectivamente, mostrando-se eficaz na
redugdo do comportamento nociceptivo induzido por esse agonista.
Estudos farmacocinéticos demonstram que o eugenol é rapidamente e
amplamente absorvido pela via oral (FISCHER; VON UNRUH,;
DENGLER, 1990), corroborando e sustentando 0s nossos resultados. As
diferengas de poténcia entre as administracbes oral e local
(intramuscular) sdo esperadas e facilmente explicadas pelas
caracteristicas de biodisponibilidade de cada via.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=von%20Unruh%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2333717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dengler%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2333717
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Apos alcancar os primeiros objetivos deste trabalho, que foram
a padronizacdo do modelo em camundongos e a avaliagdo do efeito do
eugenol neste modelo, focamos nosso estudo na busca pela realizagéo de
nosso terceiro objetivo: avaliar o envolvimento dos receptores de
glutamato na inducdo da dor muscular orofacial, e o envolvimento
destes no efeito antinociceptivo apresentado pelo eugenol. Sabemos que
a nocicepcdo muscular orofacial induzida pelo glutamato ocorre em
virtude da ativacdo de seus receptores especificos, ionotropicos (NMDA,
AMPA e cainato) e metabotrépicos (LAM et al., 2005), embora nao
saibamos o quanto cada um destes receptores contribua separadamente.

Os receptores NMDA periféricos parecem ter uma importante
fungdo nos efeitos induzidos pelo glutamato sobre as fibras aferentes
nociceptivas, pois antagonistas do receptor NMDA aplicados localmente
no masseter foram capazes de reduzir as descargas aferentes induzidas
pelo glutamato (CAIRNS et al., 2003). Além disso, a concentracdo
necessaria de glutamato injetada no masseter para induzir descargas
aferentes através da ativacdo do receptor periférico de NMDA, é similar
a concentragdo de glutamato que pode ser liberado de vesiculas pré-
sinapticas de fibras do musculo masséter apds excitacdo aferente
(RIVEROS; ORREGO, 1986).

Os resultados do presente estudo demonstraram que 0 agonista
dos receptores NMDA induziu nocicepgao quando injetado no masséter
de camundongos similarmente ao glutamato (Figura 9A). Assim,
concluimos que este comportamento nociceptivo ocorreu devido a
ativagdo direta dos receptores NMDA. O eugenol por sua vez, quando
coadministrado com o NMDA, foi capaz de prevenir esta nocicep¢do
com uma inibicdo de 64+9%, sugerindo que esse fenilpropano possa
estar bloqueando especificamente este canal, e impedindo a ativacéo do
mesmo pelo NMDA, e desta forma contribuindo para o efeito
antinociceptivo (Figura 9C). Outra evidéncia importante de que
realmente um dos efeitos do eugenol se da via receptor NMDA, pode ser
observada na figura 9D. Doses subativas de MK-801 e eugenol quando
administradas conjuntamente, foram capazes de reduzir a nocicepcao
induzida pelo glutamato com uma inibicho de 75+2% do
comportamento nociceptivo. Estes resultados sugerem que ambas as
substancias possam atuar de forma sinérgica no mesmo local, no caso,
no receptor NMDA.

Os receptores ionotropicos nao-NMDA, AMPA e cainato,
também sdo por si so facilitadores da dor muscular orofacial. Assim,
demonstramos que a injecdo de ambos o0s agonistas dos receptores
glutamatérgicos induziram comportamento nociceptivo se comparado
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com o grupo controle (Figuras 10A e 11A), embora 0 tempo deste
comportamento tenha sido menor em comparagdo com 0S grupos que
receberam glutamato ou NMDA. Isto nos sugere que a ativagdo do
receptor NMDA parece ter uma participacdo maior para induzir
nocicepgdo e excitacdo neuronal se comparado com o0s receptores
AMPA e cainato. Além disso, podemos observar que o efeito do
eugenol sobre a nocicepcdo induzida por AMPA e cainato (Figuras 10C
e 11C) foi mais pronunciado se comparado ao efeito do eugenol sobre a
nocicepcdo induzida pelo NMDA, com valores de inibicdo do
comportamento de wiping para o NMDA, AMPA, e cainato de
respectivamente 6449, 94+3, e 100%. Estes dados demonstram mais
uma vez que a nocicepcdo induzida pelo NMDA é mais vigorosa e, além
disso, que o eugenol parece estar exercendo um maior efeito
antinociceptivo sobre os receptores AMPA e cainato do que pelos
receptores NMDA. Embora a inducdo de nocicep¢do pelo AMPA e
cainato em outros modelos animais ja esteja muito bem estabelecida
(CARLTON; COGGESHALL, 1998; ZHOU; BONASERA;
CARLTON, 1996), esses resultados sdo o0s primeiros a demonstrar que a
injecdlo de AMPA e cainato no muasculo masseter induzem
comportamento nociceptivo. Um trabalho correlacionado, demonstrou
gue antagonistas de AMPA/cainato reduziram a nocicepgao e a ativacdo
de c-fos em ratos que receberam injecdo de 6leo de mostarda no
masséter quando injetados perifericamente (CHUN et al., 2008). Além
disso, demonstramos também que 0 CNQX, um potente antagonista dos
receptores AMPA e cainato, também foi capaz de reduzir a nocicepcéo
em doses subativas quando coadministradas com doses subativas de
eugenol (Figuras 10D e 11D), com inibi¢cbes de 100 e 68+6%,
respectivamente. Isto demonstra uma maior especificidade do eugenol
em atuar nos referidos receptores glutamatérgicos, principalmente em
AMPA, quando associado ao antagonista CNQX, sugerindo que uma
associacdo dessas substancias poderia ser Gtil futuramente no controle
das DTMs musculares.

No presente estudo, os agonistas NMDA, AMPA e cainato
induziram nocicep¢do quando injetados no musculo masseter direito de
camundongos, indo ao encontro do estudo de Cairns et al. (2001b) que
demonstraram que a coadministracdo de antagonistas NMDA e ndo-
NMDA reduziu a atividade elétrica dos neur6nios aferentes primarios
presentes nessa regido. Assim, esses dados analisados em conjunto,
sugerem que 0s receptores periféricos glutamatérgicos ionotropicos
estdo fortemente envolvidos na dor muscular orofacial.
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Conjuntamente, os receptores metabotropicos de glutamato
também estdo envolvidos na nocicepcdo orofacial localizando-se nos
neurdnios aferentes primarios (CAIRNS et al., 2001a; LAM et al., 2005),
no entanto, poucos estudos tém avaliado sua funcdo na dor muscular
orofacial. Lee e Ro (2007) induziram uma inflamacdo no masséter
através da injecdo de CFA e observaram um aumento na expressao dos
receptores glutamatérgicos metabotrépicos do grupo 5 (mGIuR5) no
ganglio trigeminal, indicando que estes receptores podem mediar a
nocicepg¢do induzida por inflamacdo, ou seja, estes receptores também
participam da transmissdo dolorosa muscular orofacial (LEE; RO, 2007).
Como sugerido por estes autores, observamos que o0s receptores
metabotropicos de glutamato mediaram a nocicepgao no masseter, pois a
injecdo de trans-ACPD foi capaz de induzir comportamento nociceptivo
(Figura 12A), embora a nocicepcao tenha sido ainda menor do que a
induzida pelo AMPA ou cainato. Além disso, os resultados
demonstraram que tanto o antagonista dos receptores metabotropicos do
grupo | (MCPG) quanto o eugenol foram efetivos em reduzir a
nocicepcdo induzida pelo trans-ACPD com inibigdes de 56+2% e 100%,
respectivamente. Neste caso, o eugenol aboliu completamente o efeito
nociceptivo induzido pelo agonista dos receptores metabotropicos do
grupo |, sugerindo fortemente uma agdo antinociceptiva do eugenol
sobre esse grupo de receptores. Como abordagem para confirmar estes
resultados, demonstramos também a existéncia de um efeito sinérgico
guando da coadministracdo de doses subativas do MCPG e eugenol,
com uma inibicdo do comportamento nociceptivo de 57+9%, o que
estende nossos dados de que a atividade antinociceptiva do eugenol
também parece envolver a inibicdo dos receptores glutamatérgicos
metabotrépicos do grupo 1.

As evidéncias até aqui apresentadas sugerem que 0 mecanismo
de acdo analgésica do eugenol se da em parte pelo bloqueio, em maior
ou menor grau, de todos os receptores glutamatérgicos testados, ja que
este composto inibiu 0 comportamento de wiping apresentado pelos
animais frente a injecdo dos seus respectivos agonistas. Da mesma
forma, quando os antagonistas foram testados, e quando realizada a
associacdo de doses subativas destes com doses subativas de eugenol,
todas estas substancias também foram capazes de reverter o
comportamento de wiping apresentado pelos animais.

Esses resultados sugerem que o eugenol e os antagonistas de
todos os receptores glutamatérgicos testados possam atuar de maneira
sinérgica sobre os receptores glutamatérgicos prevenindo a nocicepgao.
Com base nisso, pode-se sugerir que essa associagdo possa contribuir
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futuramente para a pesquisa de novos farmacos que sejam eficazes no
controle da dor muscular orofacial e consequentemente na qualidade de
vida de seus portadores. A Figura 17 demonstra o possivel mecanismo
de a¢do antinociceptiva do eugenol sobre o sistema glutamatérgico.
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Figura 17: Provaveis mecanismos de acdo antinociceptiva do eugenol
envolvendo o sistema glutamatérgico.

LEGENDA: Todos os receptores glutamatérgicos (NMDA, AMPA, cainato e
metabotropicos) quando ativados induzem nocicepgdo. Esta facilitacdo da
transmissdo nociceptiva ocorre via influxo de Ca™ e Na* através dos
receptores ionotrdpicos, e exclusio de K™ via receptores NMDA e AMPA. O
aumento intracelular de Ca*® é o principal responsavel e desencadeador da
nocicepcao. A ativacgdo dos receptores metabotrdpicos resulta na ativagdo das
vias da PLC, PKC, MEK kinases, AC, o que também resulta no aumento
intracelular de Ca* e do AMPc. O eugenol, através de ensaios farmacoldgicos,
demonstra bloquear a ativagéo destes 4 tipos de receptores glutamatérgicos,
reduzindo a nocicepcéo.

Os efeitos do eugenol sobre a nocicep¢do induzida por
glutamato e pelos agonistas glutamatérgicos permitiu-nos fazer outros
guestionamentos sobre o mecanismos de acdo deste fenilpropano, pois
nos Ultimos anos tém sido relatado e demonstrado por diferentes
pesquisadores uma relacdo entre os canais TRPs e 0 neurotransmissor
glutamato, mais especificamente o canal TRPV1 (KIM et al., 2011,
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MEDVEDEVA; KIM ; USACHEV , 2008). Sendo assim, levantou-se a
hipdtese de que o efeito antinociceptivo do eugenol também poderia
estar de alguma forma envolvido com uma modulacdo negativa dos
canais TRPs que, quando ativados, também irdo promover nocicepcéo
(STORY et al., 2003). Os canais TRPs mais estudados até 0 momento
em relacdo a dor sdo o TRPV1, TRPAL e TRPMS8. Apesar das varias
evidéncias do papel dos canais TRPV1 na transmissdo da dor na medula
espinal, os mecanismos que contribuem para este processo ainda nao
estdo totalmente claros. Sabe-se, por exemplo, que 0 TRPV1 medeia a
transmissdo pré-sinaptica na medula espinal (GUO et al., 1999;
HWANG et al., 2000). Assim, demonstrou-se que a estimulacdo de
aferentes primarios com endovanildides ou capsaicina foi capaz de
facilitar a liberagdo de CGRP, SP e glutamato (HUANG et al., 2002;
TOGNETTO et al., 2001). Estes dados sdo suportados por Fiorentino;
Cairns; Hu (1999), que demonstraram a localizagdo de receptores
funcionais de TRPV1 em tecidos profundos craniofaciais, e que eles
podem ser modulados por receptores periféricos de glutamato. Outros
achados importantes demonstraram que antagonistas NMDA e ndo-
NMDA foram capazes de bloquear o aumento do disparo neuronal
induzido por capsaicina e que esta aumentou a transmissdo sinaptica
glutamatérgica excitatoria sem afetar a transmissdo sindptica
GABAérgica inibitoria (KIM et al., 2011).

Assim, dada a relacdo proxima entre os receptores TRPs e o
sistema glutamatérgico e tendo em vista os resultados ja obtidos com
relacdo ao envolvimento do sistema glutamatérgico na acéo
antinociceptiva do eugenol, o préximo passo deste trabalho foi
investigar se este efeito do eugenol também estaria envolvido com o0s
canais TRPs, o qual poderia sugerir que parte do efeito do eugenol sobre
0 sistema glutamatérgico, poderia ser mediado por uma inibicdo da
atividade dos canais TRPs. Assim, dada a relevancia basica e clinica,
torna-se pertinente avaliar especificamente contribui¢do dos canais TRP
no modelo animal de dor orofacial padronizado neste trabalho.

A capsaicina (agonista dos canais TRPV1) pode ativar (LIU;
SIMON, 1994, 1996, 2003) e sensibilizar aferentes trigeminais
(STRASSMAN; RAYMOND; BURSTEIN, 1996), e ainda excitar
neurbnios  nociceptivos do tronco encefalico (CARSTENS;
KUENZLER; HANDWERKER, 1998; ZANOTTO et al., 2007). Além
disso, a injecdo de capsaicina na ATM de ratos induz de forma
dependente da dose uma atividade muscular na mandibula, produzindo
uma sensibilizagdo central dos neurbnios nociceptivos do tronco
cerebral (TANG; HAAS; HU, 2004). Ainda, a capsaicina é capaz de
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produzir uma resposta inflamatéria no interior destes tecidos que pode
ser blogueada por antagonistas dos receptores TRPV1 (HU et al., 2004).
Estudos em humanos, demonstraram que a injecdo de capsaicina em
regides craniofaciais também pode induzir hiperalgesia secundaria,
alodinia e dor muscular na mandibula associada a alteracdes na funcéao
motora (GAZERANI; ARENDT-NIELSEN, 2005; GAZERANI et al.,
2006; SOHN et al., 2000; WANG; ARENDT-NIELSEN; SVENSSON,
2002).

Com relagdo a estudos clinicos, sabe-se que a injecdo de
capsaicina intramuscular em humanos ativa nociceptores musculares e
induz uma sensacdo de dor profunda e intensa, bem como hiperalgesia
mecanica (ARIMA; SVENSSON; ARENDT-NIELSEN, 2000, ARIMA
et al., 2009). Em ratos, a injecdo de capsaicina no musculo masseter
evoca hipersensibilidade mecénica (RO et al., 2007), sugerindo que o0s
canais TRPV1 que estdo expressos em aferentes do masseter sejam
funcionais na dor orofacial. Da mesma forma, as injecBes no masséter
de um agonista TRPAL, o 6leo de mostarda, evoca uma resposta
nociceptiva e inflamagdo dependente da dose em roedores (RO et al.,
2003; LEE et al., 2006). Além disso, recentes estudos demonstraram
implicacdo dos receptores de glutamato e dos canais TRPV1
perifericamente localizados como responsaveis em parte pela
hipersensibilidade do musculo masséter (ARENDT-NIELSEN et al.,
2008; RO et al., 2006). Em neurdnios do GRD, a ativagdo do receptor de
glutamato metabotrépico 5 (MGIuR5) leva a um aumento da
sensibilidade térmica, aumentando a funcdo do TRPV1 através de uma
via de sinalizacdo dependente do AMPc intracelular (HU et al., 2005).

Corroborando com os resultados da literatura, 0s nossos dados
demonstram a participacdo do canal TRPV1 na dor orofacial, ja que a
injecdo de capsaicina no masséter de camundongos induziu a um
comportamento nociceptivo nestes animais de forma dependente da dose,
0 que sugere que o modelo padronizado neste estudo foi sensivel a
capsaicina, e além disso, também indica que o receptor TRPV1 esta
claramente envolvido na dor orofacial. Além disso, outro dado que
confirma e estende nossas conclusdes, foi o experimento no qual a
capsazepina, antagonista seletivo de TRPV1, foi capaz de bloquear
totalmente a resposta nociceptiva induzida pela capsaicina. Assim,
concluimos que nosso modelo é sensivel ao componente algogénico
capsaicina, e que este mecanismo claramente depende do receptor
TRPV1. No proximo passo deste estudo, avaliamos a capacidade do
eugenol reduzir a nocicep¢do induzida pela capsaicina. O eugenol
blogueou parcialmente a nocicepgao induzida pela capsaicina, e quando
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coadministrado com a capsazepina em doses subativas, também reduziu
a nocicepcdo. Estes dados tornam claras as evidéncias de que o eugenol
bloqueia, direta ou indiretamente o receptor TRPV1 causando
antinocicepcdo. Além disso, torna-se relevante salientar a relacdo dos
canais TRP, principalmente o receptor TRPV1 e sua interrelacdo com o
sistema glutamatérgico. Como mencionado anteriormente, a ativagéo do
TRPV1 induz a liberacdo de glutamato (MEDVEDEVA; KIM;
USACHEV, 2008), portanto, o bloqueio deste receptor pode reduzir a
nocicepcdo induzida por este aminoacido. Com base nos resultados aqui
apresentados pode-se sugerir também, que pelo menos em parte, o efeito
do eugenol sobre a nocicepcdo induzida pelo glutamato e por outros
agonistas glutamatérgicos, pode ocorrer devido a redugdo da liberacdo
de glutamato via bloqueio do receptor TRPV1.

Em seguida, foi realizada a avaliacdo do possivel envolvimento
do canal TRPAL, que quando ativado pode facilitar a neurotrasmissao
da nocicepcdo (RO et al., 2003). Alguns autores demonstraram que
injecdes de 6leo de mostarda e capsaicina no musculo masséter de ratos
produziu respostas nociceptivas de uma forma dependente da dose,
demonstrando que estes algdgenos sdo capazes de induzir hiperalgesia
mecanica, e que este fendmeno é causado pela ativacdo dos canais
TRPV1 e TRPAL, respectivamente (LEE et al., 2006; RO et al., 2003).
Estes dados foram confirmados através do uso de antagonistas seletivos
para estes canais, 0 que evidenciou seu papel no processamento da dor
muscular craniofacial. Ainda, estes autores demonstraram que ambos 0s
canais TRPV1 e TRPAL podem ser recrutados e sensibilizados através
de distintas vias intracelulares por varios mediadores inflamatorios, que
além de poder induzir dor muscular geral podem contribuir para a
hiperalgesia mecanica no tecido muscular. Assim sendo, a compreensdo
dos mecanismos pelos quais esses receptores pro-nociceptivos induzem
a hipersensibilidade mecéanica no tecido muscular é de grande
importancia clinica, principalmente na area odontolégica.

Baseando-se em estudos na literatura que demonstram a
localizagdo dos canais TRPAL na regido orofacial, e sabendo que a
ativacdo deste receptor também é capaz de induzir nocicepcao,
utilizamos substancias seletivas sobre este receptor para podemos
avaliar de forma mais especifica o seu envolvimento. Assim como nos
experimentos onde avaliamos a participagdo do receptor TRPV1,
inicialmente testamos se um ativador direto dos canais TRPA1 poderia
promover nocicepcdo muscular orofacial. Deste modo demonstramos
gue a injecdo de cinamaldeido, agonista do receptor TRPAL, foi capaz
de induzir um comportamento nociceptivo no masseter dos
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camundongos, e ainda, que este efeito foi parcialmente blogueado
guando os animais foram pré-tratados com canfora, um bloqueador
seletivo do receptor TRPAL (INOUE et al., 2012). Neste caso, foi
observado que o eugenol foi mais uma vez eficaz na prevencdo da
nocicepcdo, e que quando coadministrado com cénfora, em doses
subativas, reduziu a nocicepcdo da mesma forma. Este resultado,
somado aos resultados anteriores, onde o eugenol também bloqueou o
comportamento nociceptivo induzido por outro agonista TRP, sugerem
um efeito ubiquo deste fenilpropano, pois parece se tratar de uma
substancia ndo-seletiva, com afinidade semelhantes para diferentes
canais TRPs. Ainda, o blogueio do efeito dos agonistas glutamatérgicos
e TRPs pelo eugenol aqui apresentado sugere que ele seja uma molécula
com capacidade de atuar em diferentes sitios e ao mesmo tempo
produzir efeito antinociceptivo, com uma possivel interacdo entre esses
dois sistemas. A Figura 18 demonstra a possivel interacdo entre o
sistema glutamatérgico e os canais TRPs e sugere a maneira pelo qual o
eugenol possa estar exercendo seu efeito antinociceptivo direta ou
indiretamente sobre os canais TRPs. Esta caracteristica reforca a
recomendacdo de seus estudos e de novas pesquisas, pois possui um
perfil desejado para novas drogas analgésicas, principalmente que
possam ser Uteis no tratamento das dores orofaciais. Uma caracteristica
bastante marcante em muitos pacientes portadores desta patologia, € a
sensibilidade ao frio. Em comparacdo a dor relacionada ao calor, os
mecanismos envolvidos na percep¢do ao frio e hipersensibilidade estdo
pouco claros até o presente momento (ALLCHORNE; BROOM;
WOOLF , 2005). A maior parte das pesquisas relacionadas com a
nocicepcdo induzida pelo frio tém utilizado como metodologia
principalmente estudos in vitro e imunoistoquimicos, havendo poucos
estudos comportamentais disponiveis (ROSSI et al., 2006). A Figura 18
demonstra a possivel interacdo entre o sistema glutamatérgico e canais
TRPs e sugere a maneira pelo qual o eugenol possa estar exercendo seu
efeito antinociceptivo direta ou indiretamente sobre os canais TRPs.
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Figura 18: Possivel interacdo dos canais TRPs com o glutamato no
efeito antinociceptivo do eugenol.

LEGENDA: A ativacdo dos canais TRPs, principalmente TRPV1 e TRPA1,
induzem a um consideravel aumento intracelular dos niveis de Ca2+. Esta
elevacdo de Ca’* facilita e intensifica a liberacdo do glutamato, o que resulta
na facilitagdo da transmissdo nociceptiva. Os resultados deste trabalho
sugerem que o efeito antinociceptivo do eugenol pode se dar também através de
um mecanismo indireto, via bloqueio dos canais TRPs, com consequente
reducéo da liberagéo do glutamato.

O teste comportamental de nocicep¢do ao frio com acetona tem
sido utilizado para avaliar a alodinia, entretanto, se torna dificil saber
exatamente qual a temperatura exata que a acetona € capaz de induzir a
nocicepcdo (CARLTON, 2001), e além disso, existe uma dificuldade de
interpretar a diferenca entre as sensagBes mecénica e de frio que o animal
possa apresentar (ROSSI et al., 2006). O TRPMS8 é o principal receptor ao
frio em aferentes primarios que possui como agonista 0 mentol, que é um
ativador quimico dessa sensacdo (MCKEMY, NEUHAUSSER; JULIUS,
2002). Este receptor funciona como um mediador molecular que é ativado
por temperaturas abaixo de 25°C (PEIER et al., 2002). Infelizmente tem-se
avancado pouco nesta area nos ultimos anos, devido a dificuldade de
obtengdo de modelos animais de dor ao frio translacionaveis a realidade da
dor em humanos. Ainda, com relacdo a estimulagdo facial ao frio, ndo se
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obteve efeitos significantivos em modelos animais que utilizem
temperaturas superiores a -4°C.

De forma geral, baixas temperaturas ndo causam dano tecidual
imediatamente como o calor nocivo, além disso, os animais podem ser
mais tolerantes aos desconfortos iniciais se motivados por recompensas
alimentares. Varias populacbes de aferentes primarios tém sido
identificadas como responsaveis pela percepcdo ao frio e expressam
diferentes canais da familia dos TRPs. O canal TRPM8 é o receptor
expresso nesses neurbnios sensoriais (STORY et al., 2003). Estudos
demonstraram que ap6s tratamento com mentol na regido orofacial,
houve um aumento significantivo do comportamento de alodinia bem
como a sensibilizacdo periférica das fibras neuronais. Provavelmente,
tanto as fibras Ad como fibras C expressam o receptor TRPMS na regido
orofacial, e estas respondem ao frio (KOBAYASHI et al.,, 2005),
entretanto, tem sido observado que a temperatura de 24°C pode néo ser
suficiente para ativar os receptores TRPM8 presentes nas fibras C, mas
sim nas fibras Ad, que tiveram uma ativacdo semelhante a ativagdo
induzida pelo mentol (LI et al., 2007).

Com base nessas afirmacgdes, fica evidente a importancia de
avaliar a participagdo dos canais TRPM8 na dor muscular orofacial. As
avaliacBes foram realizadas apenas por ativagdo quimica, justamente em
virtude do viés apresentado pelos testes térmicos. Desta forma, foram
utilizados agonistas e antagonistas seletivos para o TRPM8. A injecédo
de mentol foi utilizada para induzir o comportamento nociceptivo no
musculo masseter de camundongos. Neste estudo, foi a primeira vez que
um dos agentes algogénicos utilizados ndo causou um efeito dependente
da dose, pois somente a dose de 10 nmol/sitio foi capaz de induzir efeito
nociceptivo. No entanto, este efeito parece ser realmente em virtude da
ativacdo do TRPMS, pois 0 vermelho de ruténio, antagonista do canal
TRPMB8, preveniu parcialmente o efeito causado pelo agonista. Além
disso, mais uma vez o eugenol foi capaz de reverter o efeito nociceptivo,
e com uma eficicia semelhante & do vermelho de ruténio. Por ultimo,
guando avaliado em sinergia, juntos o vermelho de ruténio e o eugenol,
apresentaram um efeito maior do que quando avaliados separadamente.
Sabendo-se que a hipersensibilidade ao frio é uma das queixas
apresentadas pelos pacientes portadores de DTM, este efeito
apresentado pelo eugenol possui um potencial promissor, pois sera de
grande valia se em futuros estudos clinicos este apresentar efeitos
semelhantes a este quando testado em pacientes portadores de DTMs.

Como j& mencionado, apesar de ndo haver uma direta relagéo entre
as dores provocadas por distlrbios temporomandibulares e processos
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inflamatdrios, sabe-se da intima relacdo entre ativacdo de receptores
glutamatérgicos e liberacdo de neuropeptideos (SEYBOLD, 2009).
Neuropeptideos como SP e CGRP podem causar pequenos processos
inflamatérios quando liberados localmente (SACERDOTE; LEVRINI,
2012). Sabendo-se que a dor induzida pelo modelo animal que
padronizamos neste trabalho que envolveu ativagdo de receptores
glutamatérgicos foi bloqueada pelo eugenol; e que substancias pré-
inflamatdrias, como neuropeptideos, levam a produgdo de prétons,
avaliamos o potencial do eugenol em modelo de dor induzida pela injecéo
de substancia &cida.

Nas terminacbes nervosas nociceptivas, existem entidades
moleculares especificas para detectar sinais quimicos acidos, os receptores
ASICs (sensiveis a protons H"). Os canais idnicos sensiveis a 4cido (ASICs),
como j& mencionado na introducdo, sao codificados por quatro diferentes
genes e produzem 4 subunidades, ASIC1, ASIC2, ASIC3 e ASIC4. Os
ASICs sdo trimeros de proteinas e podem ser compostos de diferentes
combinagbes destas subunidades (WANG; ARENDT-NIELSEN;
SVENSSON, 2002). Apods sua descoberta, estes canais ficaram conhecidos
como os principais sensores de prétons extracelulares. Normalmente, uma
fracdo significativa dos neurdnios do GRD de ratos exibem correntes
transitorias semelhante a ativacdo do ASIC em resposta aos prdtons, por
outro lado, em camundongos transgénicos expressando uma forma
dominante negativa ASIC3, nenhum dos neurbnios exibiu correntes
transitdrias semelhante ao ASIC (MOGIL et al., 2005). Surpreendentemente,
em testes comportamentais, verificou-se que os camundongos transgénicos
sdo mais sensiveis para um ndmero de modalidades de dor do que os
camundongos selvagens (MOGIL et al., 2005).

Por fim, considerando a possibilidade da indugdo da nocicepgao
por solucdes &cidas, e clinicamente considerando a liberagdo de prétons em
quadros de inflamacdo, a Ultima abordagem experimental foi avaliar um
possivel efeito antinociceptivo do eugenol sobre a nocicepgdo induzida por
salina acidificada. Neste caso, demonstramos que a injecdo de salina
acidificada no masséter de camundongos, igualmente ao que ocorreu com a
injecdo de agonistas glutamatérgicos e agonistas dos canais TRPs, induziu
um comportamento nociceptivo nos animais. Além disso, da mesma forma
como para 0s outros testes, o eugenol apresentou efeito antinociceptivo
expressivo contra a dor induzida por salina acidificada quando isoladamente
administrado, bem como quando realizada sua coadministracdo com doses
subativas de amilorida (bloqueador de canais de sddio).

O efeito promovido pelo eugenol sobre os receptores ASICs, é
menos claro que os outros efeitos, pois ndo podemos concluir ou sugerir
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como realmente o eugenol possa reduzir esta nocicepcdo, se atuando
diretamente em canais como o TRPV1, ou através de algum efeito quimico
de neutralizacdo dos prétons extracelulares. A falta de estudos na literatura
com relacdo a participagdo destes receptores na dor orofacial, em especial
nas dores musculares, sugere gue este receptor seja alvo de novas pesquisas.
Assim, nossos resultados sugerem que o eugenol pode estar agindo direta
ou indiretamente sobre estes receptores e assim promovendo seu efeito
antinociceptivo, contudo novas pesquisas Sd0 necessarias no intuito de
verificar a especificidade destes receptores no processo da dor muscular
orofacial. A Figura 19 denota os provaveis mecanismos de acdo
antinociceptiva do eugenol envolvendo os canais TRPs e ASICs.

Eugenol @ 1
|

CH,OUV/
HO

(b= /

Cas? — NOCICEPCAO
\u“)
/ Bloqueia
Ca* Na”
ca*] Na* £ N
N Ativa
!
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= <O Pt G — Receptor acoplado 3 proteina G
0| Cin — cnamaideido
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Figura 19: Provéaveis mecanismos de acdo antinociceptiva do eugenol
envolvendo os canais TRPs e ASICs.

LEGENDA: Os canais TRPs (TRPAL, TRPV1 e TRPMB8) quando ativados pelas
substéncias capsaicina, cinamaldeido e mentol, respectlvamente induzem
nocicepgdo. Alem disso, calor nocivo e protons H*™ também ativam o canal
TRPV1. O canal TRPA1 também € ativado por Ca”" extracelular e frio nocivo.
O TRPM8 é sensivel tambem ao frio nocivo. Todos os 3 quando ativados
permitem a entrada de Ca" além do TRPV1 também permltlr a entrada de Na*
e ativa as vidas de AC, PLC e PLA2. Os canais ASICs séo ativados por protons
H*. O aumento intracelular de Ca** e a ativacdo da proteina PKC, s&o os
principais mecanismos desencadeadores de nocicepgdo. Os resultados do
presenyte estudo demonstraram que o eugenol, blogueia a ativacédo destes 3
tipos de canais TRPs, além de bloquear os canais ASICs, induzindo efeito
antinociceptivo.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo demonstra que a injecdo de glutamato, dos
agonistas especificos de seus receptores, bem como dos agonistas dos
receptores TRPs e ASICs induzem nocicep¢do muscular orofacial
guando injetados no musculo masséter de camundongos. Este modelo de
nocicep¢do muscular orofacial padronizado em camundongos mimetiza
0 sintoma mais comum observado nos pacientes portadores de disfuncao
temporomandibular muscular, o que o torna extremamente Util para a
realizacdo de estudos pré-clinicos que busquem avaliar e estudar esta
condi¢do clinica. O eugenol possui potencial terapéutico para o
tratamento de dores oriundas de disfungdes temporomandibulares e que,
pelo menos em parte, a atividade antinociceptiva do eugenol se da pelo
blogueio da ativacdo dos receptores glutamatérgicos ionotropicos e nao-
ionotrépicos, além dos receptores TRPs e ASICs, com uma possivel
interacdo entre esses sistemas. Ainda, a associa¢do de doses subativas de
eugenol com o0s antagonistas glutamatérgicos, TRPs e ASICs
promoveram efeito antinociceptivo e sinérgico no modelo de dor
muscular orofacial. om base nos resultados obtidos, podemos inferir que
as infiltragBes intramusculares de eugenol isoladamente ou em
associacdo com substdncias antagonistas glutamatérgicas e dos
receptores TRPs e ASICs podem se tornar boas alternativas de
tratamento para as crises dolorosas nos casos de DTMs musculares.
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