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RESUMO

Entendendo a importancia do papel dos receptores NMDA e do magnésio como modulador
desse receptor no processo nociceptivo, nos propomos a estudar a importéncia do efeito desse
receptor nas dores orofaciais originadas pela inflamagdo da ATM, mediada pela via trigeminal,
analisando também o papel do magnésio o qual é um modulador da ativagdo desse receptor. Foi
avaliado o parametro comportamental de nocicepcao, pelo teste de hipernocicepcdo mecénica
por von Frey eletronico, sendo medido o limiar nociceptivo antes da injecdo de carragenina e
apos (4,6,10, 24 — 168h). O antagonista dos receptores NMDA, MK-801 (0,1 ; 0,5 e 0,25mg/kQ)
foi utilizado para determinar o grau de influencia do receptor NMDA, sendo administrado por
via intra-peritoneal (i.p.) 30 min antes da injecdo de carrageninna (Cg). Para determinar o papel
do magnésio foi realizado um pré-tratamento através de uma suplementagdo com cloreto de
magnésio (MgCl,, 90 mg/kg, divido em 2 tomadas por via oral), durante 3, 5 e 7 dias. Também
provocamos uma deficiéncia de magnésio através da administracdo de uma dieta especial livre
de magnésio e agua mili-Q administrados ad-libidum por 9 dias. O limiar nociceptivo foi
medido antes e depois de todos os tratamentos. Resultados: o pré-tratamento com o MK-801
(0,1 — 0,5mg/kg) inibiu a hipernocicep¢do, aumentando o limiar nociceptivo em 83% no pico de
hipernocicepcdo (62 hora) (p<0.01), tendo seu efeito se prolongado até 120 horas apds uma
Unica administracdo (16%; p<0.05). Com relacdo ao tratamento com suplementacdo com
MgCl,, observou-se que houve um aumento significativo no limiar nociceptivo em 24% no pico
de hipernocicepgéo (62 hora) dos animais que receberam MgCl, durante 3 dias antes da injecao
de carragenina, (p<0.001), um aumento em 56% no grupo com pré-tratamento com 5 dias (62
hora) (p<0.001) e um aumento de 65% no grupo que recebeu o Mgcl, por 7 dias. No grupo
depletado de magnésio tivemos um aumento na resposta nociceptiva quando comparado com 0
limiar inicial, havendo uma diminuicdo de 18% (p<0,001) nesse limiar. Os animais deficientes
de magnésio e injetados com carragenina apresentaram uma diminuicdo persistente no limiar de
hipernocicep¢do. Também observou-se que o nivel plasmatico do magnésio foi
significativamente maior em todos 0s grupos tratados, subindo até 154% no 7° dia, quando
comparado aos valores basais, e na deficiéncia, os niveis de magnésio apés 9 dias chegou a ser
27% menor, comparando com o controle. Foi avaliado também a expressdo relativa a
subunidades NR1, NR2 e NR3 do receptor NMDA, através da analise de RT-PCR, na qual
verificamos um aumento na expressao dos subtipos NR1 e NR3 (p<0.05) e uma diminuicdo da
NR2B (p<0.05) nos grupos que receberam a suplementacdo com MgCl,. Em relacdo aos
animais deficientes de magnésio, esses ndo apresentaram mudanca na subunidade NR2B, mas
observou-se um aumento na subunidade NR1 e NR3 (p<0.05). Pelos achados de
imunohistoquimica podemos sugerir que a deficiéncia de magnésio causou um aumentou na
imuno-marcacdo da subunidade NR1 fosforilada tanto no grupo que recebeu salina intra-
articular como no grupo que recebeu carragenina intra-articular. J& em relacdo ao parametro
inflamatdrio de intensidade de influxo celular, observou-se um aumento significativo no nimero
de células na 62 , tendo uma diferenga mais significativa na 122 hora (p<0,01). Observamos,
com esse estudo, que o receptor NMDA possui um efeito importante na nocicepgao orofacial e
gue 0 magnésio é capaz de modular o comportamento nociceptivo e induz rearranjos nas
subunidades desse receptor na regido Sp5C. Este estudo levar a um melhor compreensdo do
processamento central da via nociceptiva trigeminal e o desenvolvimento de novas abordagens
no tratamento da dor orofacial de origem da ATM.

Palavras-chave: receptores NMDA; magnesio; articulagdo temporomandibular; artrite; dor;
orofacial; inflamagao
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ABSTRACT

Understanding the role of NMDA receptors and magnesium as a modulator of this receptor in
the nociceptive process, we propose to study the importance of the effect of this receptor in
orofacial pain caused by the TMJ inflammation, mediated via trigeminal, also analyzing the role
of the magnesium which is a modulator of activation of this receptor. Nociceptive behavioral
parameter was evaluated , the mechanical hypernociception was analyzed by von Frey
electronic , nociceptive threshold was measured before and after injection carrageenan (4,6,10,
24 - 168 hours). The NMDA receptor antagonist, MK-801 (0.1 to 0.5 mg / kg) was used to
determinate the NMDA receptor influence in nociceptive process, it was administered
intraperitonialy intraperitoneally (i.p.) 30 min before carrageenan Cg injection . To determinate
the role of magnesium was carried out a pre-treatment by a supplementation with magnesium
chloride (MgCly, 90 mg / kg, divided into two taken orally) for 3, 5 and 7 days. We also cause a
magnesium deficiency by administration of a special diet free of magnesium and milli-Q water
administered ad libitum for 9 days. The nociceptive threshold was measured before and after all
treatments. Results: Pretreatment with MK-801 (1, 0.5 snd 0.25mg/kg) inhibited the
hypernociception, increasing the nociceptive threshold at 83% at the peak of hypernociception
(6th hour) (p <0.01), and its effect lasted until 120 hours after a single administration (16%, p
<0.05). With respect to treatment with supplemental MgCl,, it was observed that there was a
significant increase in the nociceptive threshold about 24% at the peak of hypernociception (6th
hour) in animals that received MgCl, for 3 days before injection of carrageenan (p <0.001), an
increase from 56% in animals with pre-treatment with 5 days (6th hour) (p <0.001) and an
increase of 65% in the group that received MgCl, for 7 days. In the magnesium deficient group
we observed an increase in nociceptive response when compared with the initial threshold, with
a decrease of 18% (p <0.001) in that threshold. Animals deficient in magnesium and injected
with carrageenan showed a persistent decrease in hipernociceptive threshold that last until the
end of experiment. We also observed the plasma level of magnesium, it was significantly
higher in all MgCl, treated groups, rising to 154% by day 7 compared to baseline, and in the
deficient group, magnesium levels decreased it’s levels in 27%a after 9 days of magnesium free
diet compared with the control. We also evaluate the expression of NMDA subunits NR1, NR2
and NR3 by RT-PCR analysis, which we found an increased expression of NR1 and NR3
subtypes (p <0.05) and a decrease in NR2B (p <0.05) in the groups receiving supplementation
with MgCl,. For animals magnesium deficient, we observed no change in the NR2B subunit,
but there was an increase in NR1 and NR3 subunit (p <0.05). By immunohistochemistry
findings we suggest that magnesium deficiency caused an increase in immuno-labelilng of NR1
phosphorilated in both group, treated with intra-articular saline and the group injected with
intra-articular carrageenan. In relation to inflammatory parameter the intensity of cell influx
showed significant increase in the numbers of cells at 62 hour, having a more significant
difference at 122 hour (p <0.01). We observed, with this study, that the NMDA receptor has an
important role in orofacial nociception and that magnesium is able to modulate the nociceptive
behavior and induces rearrangements of subunits receptor in Sp5C region. This study could lead
to a better understanding of the central processing of trigeminal nociceptive pathway and
development of new approaches in the treatment of orofacial pain of TMJ origin.

Keywords: NMDA; magnesium; Temporomandibular joint; arthritis; pain; orofacial;
inflammation.

VII



o O WD

10

11

12

13
14

15

16

LISTA DE FIGURAS

Representacdo esquematica da via nociceptiva trigeminal e da regido de entrada

d0S Aferentes PriMArIOS ......c.coveivevieieiiie s era e enee s 17
Desenho esquematico do receptor NIMDAL..........coviiieiiinie e, 26
Modelo demonstrando a conformagéo dos subtipos de receptores NMDA.............. 27
Procedimento de injecao da Carragening.........ccoceeveuereererieeseeieseeeseeseesesseeseenees 42
Localiagdo estereotaxica do subnlicleo caudal...............ccovevvvveereeeeereeeceeeeeseeeiennns 44
Esquema ilustrativo do protocolo experimental de suplementacdo com o Cloreto..

de Magnesio (MGCI2)................oe e 46
Evolucédo temporal do efeito hipernociceptivo da artrite induzida por carragenina

(0 L= AN I 1Y SRS RPRPSTRTR 52
Cinética da intensidade de influxo celular induzida pela carragenina na cavidade
articular da ATM de Fat0S.........covieiiiecie ettt e be e e eraesrae s 54
Avaliacéo do efeito antihipernociceptivo do antagonista do receptor NMDA,

MK-801, em artrite induzida por carragenina Nna ATM. .......ccocovvrinieniniininnnienens 56

Efeito antihipernociceptivo do cloreto de magnésio (MgCl,) na artrite induzida

POr Carragening NA ATIM......ccue ittt raesr e e e e eneas 58
Evolucéo temporal do efeito antihipernociceptivo do Cloreto de Magnésio (MgCly) na

artrite induzida por carragenina na ATM de rat0S.........cccovvveeiecierenie e 59
Efeito da deficiéncia de magnésio (9 dias) na hipernocicepc¢éo induzida por

(0= T =T =10 - VOSSPSR 61
Fotomicrografia da subunidade NR1 fosofrilada...........ccccoevvveveiiiiiiciciice s, 63

Expressao quantitativa relativa de RNAm dos subtipos R-NMDA NR1
(NMDA1), NR2B (NMDA?2) e NR3 (NMDA3) em amostras do subnucleo caudal
de ratos artriticos tratados com cloreto de magnésio...........ccceevvevevveciecieiiess e 66

Expressao quantitativa relativa de RNAm dos subtipos R-NMDA, NR1
(NMDA1), NR2B (NMDA2) e NR3 (NMDA3) em amostras do subnucleo caudal
de ratos artriticos com deficiéncia de magnesio..........ccoccevvveieeieiieiiiie e 67

lustracdo hipotética do mecanismo de alteracdo da expressdo das subunidades
NR3 e NR2B dos receptores NMDA pela deficiéncia de magnésio e
suplementacao COM MQCh........coi oo 88

VI



W > S+

puL

Hg
ATP
AMPA
ATM
Ca2+

CFA
CGRP
V.0

Vs

dL

DTM
ANOVA
E.P.M.
et al.

G
IASP
IL

INF
i.p.

Kg
KCI
Mg
MgClz
MG
PKC
Ml
Mm
mM
mmol/l
NaCl
NMDA
NO
NR1

LISTA DE ABREVIATURAS

mais ou menos

Percentagem

Marca registrada

Alfa

Beta

Gama

Microlitro

Micrograma

Adenosina Trifosfato

Acido acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasolepropionico
Articulacdo temporomandibular
fon calcio

Carragenina

Coadjuvante Completo de Freud
Peptideo relacionado com o gene da calcitonina
Via oral

Versus

Decilitro

Disfuncao temporomandibular
Anaélise de variancia

Erro padrdo da média

...e colaboradores

Gramas

International Association for the Study of Pain
Interleucina

Interferon

Intra-peritoneal

Kilograma

Cloreto de potéassio

Magnesio

Cloreto de Magnésio

Miligrama

Proteina quinase C

Mililitro

Milimetro

Milimolar

mili mol/ litro

Cloreto de sddio

NMDA

Oxido nitrico

Subunidade 1 do receptor NMDA



NR2
NR2A
NR2B
NR2C
NR2D
NR3
NRA
PH
USDA
RNAM
RT-PCR

PBS
TNF
SP
Sp5¢
Spbi
Sp5o
WDR
SNC

Subunidade 2 do receptor NMDA

Subtipo A da subunidade 2 do receptor NMDA
Subtipo B da subunidade 2 do receptor NMDA
Subtipo C da subunidade 2 do receptor NMDA
Subtipo D da subunidade 2 do receptor NMDA
Subunidade 3 do receptor NMDA

Acido ribonucleico

Potencial hidrogenidnico

United States Department of Agriculture

RNA mensageiro

Real time reverse transcription polymerase chain reaction
Nivel de significAncia

Tampao fosfato-salino

Fator de necrose tumoral

Substancia P

Subnucleo caudal do complexo trigeminal
Subndcleo interpolar do complexo trigeminal
Subndcleo oral do complexo trigeminal

Wide dynamic range

Sistema Nervoso Central



SUMARIO
IX

RESUMO
ABSTRACT
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE ABREVIATURAS
1 INTRODUGAO.......cooeeeeeeeveeece e ee e en s e
1.1 Disfungdo Temporomandibular.............ccooiiiiiiii e
1.1.1 Modelos experimentais para o estudo das algias e alterac6es inflamatorias da
ATVttt ettt ettt en ea et st et e teere e enae e
1.1.2  Via nociceptiva trigeminal........cccoooiiiiiiiiiiie e s
1.1.3 Dor Orofacial e Disfungcdo Temporomandibular..............ccocoovriiiniiinciince
1.1.4 Dor como um sinal da inflamagao.............cecrrriiiiiiiic e
1.1.5 Receptor NMDA € DOT.......cooiiiiei e e
I LG V- To T3] o PP PR TSP USPRPRPPRRPIN
IO O N 101 4 o7 L1 Y- VS
2 OBJIETIVO GERAL ...ttt ettt s nenae s
2.1 ODjJetiVOS BSPECITICOS. .. .cvieiiecrieciiiieee ettt e e e ennas
3 MATERIAIS E METODOS........ooiiiieieeeeeeeeees e ee s seeses e es st sess s sensenes
3.1 AANTIMAIS. .ttt b e e bt bbb bbbttt et e enbe e
3.2 Inducdo de artrite na articulagdo temporomandibular..............ccocceevveieieiniincnnnnns
3.3 Avaliacdo de hipernoCiCePCA0 MECANICA.........ccueerverierieririeereeiesrae e e e s e e eeas
3.4 Coleta do 1avado artiCUIAr...........cccoiiieiiii e
3.5 Extracdo dos nucleos espinhais trigeminais (SP5C)......cccvvvevieiieieiiieiiece e
3.6 Inducdo da deficiéncia de Mg €M ratoS.........ccuevvrieiieeie e
3.7 Suplementagdo de MAGNESIO........ccueeieiiiriiie e eie et e st sreenes
3.8 Determinacgé@o do nivel de Mmagnesio N0 SOF0..........ccueeeerriiieerieeiesie e sreeseeee e e
3.9 Drogas utilizadas € tratamento............ccceeiueeieieiiecie e
3.10  Imunohistoquimica do tecido extraido do subnucleo trigeminal da regido Sp5c...
3.11  Isolamento do RNA OTAL........ccuciiiiiiieie e et
3.12  Reacao de tranSCriptase FEVEISA.........cueieerieieeiearieieareessesseesseessesseessessesseeseesseesnens
3.13  PCRemtempo real (RT-PCR).......cccoiiiiieiie et
3. 14 ANALISE ESTALISTICA. .....viveevieiieiiiieiie ettt eneas
4 RESULTADOS ... .ottt et sttt es bt neeneas
4.1 Evolucdo temporal do efeito hipernociceptivo da artrite da ATM induzida por
(o= T =T =T 0 - SRR
4.2 Cinética da intensidade de influxo celular induzido por carragenina na
cavidade articular da ATM d€ FaL0S.......evveierireiere e
4.3 Efeito do antagonista do receptor NMDA na hipernocicep¢édo orofacial induzida
oo T =T =T 1= 0T T SO
4.4 Efeito da suplementacdo oral do cloreto de magnésio na hipernocicepcap

VI
VII
Vil
IX
13
13
14

16
19
21
24
31
36
39
39
41
41
41
42
43
43
44
45
46
46
47
47
48
48
49
51

53

55

57



4.5
4.6

4.7

(ep]

orofacial iInduzida POr CArragENING. .........couerrrieie e
Efeito da deficiéncia de magnésio na hipernocicepg¢do induzida por carragenina.. 60
Imunohistoquimica para a subunidade NR1 fosforilada de tecido do subnucleo 62
(o U o Fo L 01T O I [ - 0 1SS
Expressao relativa de genes de RNAm das subunidades do receptor NMDA em 64

tecido de subnucleo caudal (SP5C) d& Fat0S........ccvveeirireieiiie e
DISCUSSAO. ...ttt ettt ettt ee ettt et et et e e e ee et en e, 69
CONGCLUSODES. ...ttt ettt ettt ettt ettt es et et ee e 90

REFERENCIAS. ..o oo e oo e e er et e e e ee et e e e ee et e e s er s e 92



12

INTRODUCAO



13

1. INTRODUCAO

1.1. Disfungdo Temporomandibular

A disfuncdo temporomandibular (DTM) é uma condi¢do de dor crdnica que
compartilha a maioria das caracteristicas de outras condi¢bes de dor crénica comuns
como a cefaléia e a dor lombar. Sendo bem caracterizada como uma enfermidade cujo
aspecto central é de uma dor crbnica flutuante podendo ser associada com as
correspondentes flutuagBes, ou estagios de progressdo, da patologia fisica especifica,
devendo-se considerar, por isso, 0 aspecto subjetivo da condicdo (DENADAI-SOUZA
et al., 2009, SESSLE, 2003; DUBNER, 2003).

Existem diversas condicOes patologicas relacionadas com dor persistente e
potencialmente debilitante que afetam a regido orofacial. As condi¢bes musculo
esqueléticas s@o as mais prevalentes, e dentre essas as desordens temporomandibulares
(DTM) sdo as mais comuns. Diversos estudos relatam prevaléncia variavel da dor
orofacial e essa variacdo se da devido & diferenca em conceitos, critérios de diagnosticos
e tempo de avaliacio (GOES, 2001). Em um estudo envolvendo 2.504 participantes, a
prevaléncia de dor orofacial, no periodo de um més, foi de 25,8%, (MACFARLANE et
al., 2002). Em uma analise de 45.711 familias, Lipton e colaboradores (1993)
observaram que 22% da amostra apresentava pelo menos um tipo de dor orofacial nos
altimos seis meses, sendo: 12% de origem dental, 5,3% associados a DTM e 1,4%
relacionado a outros segmentos faciais. Riley & Gilbert. (2001), analisando a
distribuicdo dos sintomas, verificaram que na regido da articulacdo temporomandibular

(ATM) a dor estava presente em 8,3% da populacéo.

Atualmente estima-se que 80 bilhdes de ddlares anualmente seja 0 custo com a
dor crénica na sociedade mundial, sendo 40% deste total relacionado com algum
aspecto de dor orofacial, incluindo as desordens temporomandibulares (DONALSON
and KROENING, 1979). Esses pacientes apresentam sinais e sintomas que afetam sua
qualidade de vida na medida em que o sistema estomatognatico é responsavel pelas
funcbes essenciais do organismo como mastigacdo, degluticdo, fala, expressdo facial e
respiracdo, e em pacientes com DTM essas fungbes ficam comprometidas causando,

portanto, afastamento social e problemas familiares e profissionais (MAZZETO et al.,
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2001), sendo importante o tratamento eficaz para permitir que o paciente retorne as suas

atividades normais.

O tratamento dessa condicdo requer conhecimento do estagio de cronicidade e
do grau subjetivo de avaliagdo do comportamento doloroso estimado pelo paciente,
sendo muitas vezes utilizados medicamentos para tratar apenas o0s sinais e sintomas que
0 paciente refere, sem, no entanto, influenciar na cura ou remissdo da enfermidade em
si. S&o utilizados os antiinflamatorios estereodais e ndo estereoidais, sendo esses Uteis
apenas nas crises. SA0 necessarias mais pesquisas que elucidem a fisiopatologia dessa
enfermidade e como se pode interferir nesse processo de forma mais eficaz. Como
também sdo necessarios mais estudos que mostrem novos alvos para farmacos ou
substancias ja existentes no mercado que sejam capazes de produzir efeito curativo ou
paliativo para o estado de dor crbnica inerente a essa condicdo (OKESON, 2006;
FRICTON et al., 2003).

1.1.1 Modelos experimentais para o estudo das algias e alteracdes inflamatdrias da
ATM

Véarios modelos experimentais tém sido desenvolvidos para o estudo das
alteracdes inflamatdrias da ATM. Alguns autores propdem a inducdo da osteoartrite
através de procedimentos cirurgicos (YAILLEN et al., 1979; HELMY et al., 1988;
ISHIMARU & GOSS, 1992; LEKKAS, 1994) ou mecanicos (IMAI et al., 2001),
outros, entretanto, induzem alteracdes inflamatorias atraves da injecdo intra-articular de
substancias algicas. Autores como Puzas et al. (2003) acreditam ainda ndo haver um
modelo experimental que esclareca a fisiopatologia das DTMs em todos os estagios, da
fase aguda a fase crénica. De acordo com Roveroni et al. (2001), essa incdgnita na
fisiopatologia da inflamacédo e da dor na ATM se deve em parte a limitacdo de modelos
experimentais e a dificuldade em mensurar parametros inflamatérios na regido. A saber,
os diferentes modelos experimentais apresentam vantagens e desvantagens que 0S
tornam validos dependendo da abordagem que se pretende fazer, porém ha mais
similaridades que diferencas entre esses modelos e a artrite na ATM, o que justifica o

seu emprego.
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Um dos primeiros modelos de inducdo de artrite na ATM através da injecdo de
substancias algicas foi desenvolvido por Zamma et al. (1983), o qual utilizou estimulos
mecanicos juntamente a inoculacdo intradérmica de adjuvante completo de Freund
(CFA) na escépula parietal de ratos, sendo a artrite avaliada histologicamente. Ren &
Dubner et al. (1999), fazendo uso dos filamentos de von Frey e pela indugdo da dor
facial por CFA intra-articular (i.art.), desenvolveu um método mecanico que permitiu
estudar a dor orofacial tanto aguda quanto cronicamente. Kerins et al., em 2003,
induziram inflamacg&o/dor aguda na ATM pela injecdo de CFA, avaliando tais achados
através de pardmetros comportamentais alimentares. Tominaga et al. (1999) injetaram o
antigeno de ovoalbumina para inducdo da artrite na ATM.

Haas et al.(1992) aplicaram 6leo de mostarda na regido temporomandibular e,
através de parametros inflamatorios de extravasamento de azul de Evans e infiltracdo de
neutrofilos, observaram inflamagdo aguda nos tecidos articulares. Fiorentino et al.
(1999) compararam atividade inflamatoria do Oleo de mostarda e do glutamato
aplicados na regido da ATM através de parametros inflamatdrios de extravasamento de
azul de Evans e da medicdo do edema, e mostraram que 6leo de mostarda induziu

alteracdes inflamatdrias agudas, enquanto glutamato ndo apresentou tal efeito.

Outros trabalhos mostraram que a aplicacdo i.art. de substancias como 6leo de
mostarda (YU et al., 1995), glutamato (CAIRNS et al., 1998, 2001), substancias algicas
(NaCl, KClI, histamina) (BROTON & SESSLE, 1988) e capsaicina (LAM et al., 2005)

na ATM de ratos apresentava efeitos de hiperatividade na musculatura facial.

Roveroni et al. (2001) administraram formalina na ATM de ratos e realizaram
estudo comportamental para avaliar dor orofacial aguda. Takeuchi et al. (2004)
induziram inflamacdo/dor aguda na ATM através da injecdo de kaolina e carragenina,
em seguida estudaram a dor baseados em parametros comportamentais e em preparacao

de nervo isolado.

Em nosso trabalho utilizamos o modelo desenvolvido por Denadai-Sousa et al.
(2009). Nesse modelo utilizamos uma substancia algica, a carragenina, para induzir uma
inflamacdo unilateral na ATM esquerda. Essa substancia foi escolhida devido ao seu
efeito inflamatorio prolongado e ocasionar uma inducdo de hipernocicepcao duradoura.
No trabalho de Silvia et al. (2009) foi analisada a regido Sp5c, subnicleo caudal do
complexo trigeminal, relacionada com a hipernocicepgdo gerada pela carragenina em

ATM de ratos, utilizando o mesmo modelo desenvolvido por Denadai-Souza et al.
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(2009), para avaliagdo do papel do Oxido nitrico. Dessa forma também, em nosso
estudo, decidimos analisar os efeitos da hipernocicepcdo gerada na ATM, pelo efeito da
carragenina, avaliando os receptores N-metil D-aspartato (NMDA) localizados nessa
regido (Sp5c), a qual é a regido que recebe a maioria dos aferentes nociceptivos
originados da regido articular da ATM (SESSLE, 2003).

1.1.2 Via nociceptiva trigeminal

Os impulsos aferentes somaticos nociceptivos orofaciais , incluindo a articulagédo
temporomandibular (ATM), séo detectadas principalmente pelas terminacdes nervosas
constituidas por fibras A-beta livres (fibras mielinizadas de conducéo réapida) e fibras C
(amielinizadas e polimodais de conducdo lenta), as quais, respondem a estimulacao
nociva, além de aumentar a taxa de despolarizacdo com o aumento da intensidade do
estimulo. Elas também fornecem informagdes discriminativas e sensitivas desses
estimulos (HARGREAVES et al., 2003).

As fibras C, particularmente, parecem estar presentes na musculatura e nas
articulacdes, sendo a principal informante nociceptiva desses tecidos. Elas apresentam
pequenas respostas a contracdo muscular, porém uma resposta vigorosa a isquemia, ions
potassio, bradicinina e prostaglandinas, além de causar uma prolongada atividade na
medula espinhal, quando ativadas (causando mudancas fenotipicas, com o aumento do
campo receptivo dos neurbnios do corno dorsal) e provavelmente parecem atuar na
nocicepc¢ao orofacial (HARGREAVES et al., 2003).

Os impulsos nociceptivos que chegam ao V par de nervo craniano, a partir do
nervo trigémeo, cujos corpos celulares se localizam no ganglio trigeminal, sao
transmitidos diretamente ao tronco encefalico na regido da ponte onde fazem sinapse
com o nucleo espinhal do trigémeo. Essa sensibilizacdo gerada na via trigeminal, que €
um precesso de facilitacdo da passagem de estimulos nocivos ou potencialmente
lesivos, no entanto, € um mecanismo de protecdo do organismo contra possiveis danos
teciduais. A nocicepcdo € uma forma especializada que o organismo possui para
sinalizar informacao sobre les6es teciduais em si, ou possiveis lesfes teciduais. Assim,

enquanto a dor envolve aspectos sensoriais e emocionais, portanto bastante subjetiva, a
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nocicepcao refere-se as manifestagdes neurofisioldgicas geradas pelo estimulo nocivo,

Ou seja, 0s aspectos sensoriais (SESSLE et al., 2003).

O complexo trigeminal do tronco cerebral corre da ponte para a medula espinhal
superior e pode ser dividida em nucleo sensitivo principal do trigémeo e nlcleo do trato
espinhal do trigémeo. Este ultimo pode ser subdividido, rostrocaudalmente em

subnucleo oral, subnucleo interpolar e subndcleo caudal (OKESON, 2006) (Figura 01).

Radiagoes
talamicas

Talamo

77

Ganglio
trigeminal

FibrasAd e C Lemnisco

lateral

N. espinhal
do Trigemeo

Figura 01. Representacdo esquematica da via nociceptiva trigeminal e da regido de
entrada dos aferentes primarios. Sp5c, subnucleo caudal trigeminal; Sp5o0; subnucleo
oral trigeminal; Sp5i, subndcleo interpolar trigeminal.

Os neurdnios da regido do subnucleo caudal projetam-se diretamente para as
regides do talamo posterior, cerebelo, massa cinzenta periaquedutal, formacao reticular
do tronco cerebral, area peribraquial pontina e medula espinhal, como também para
regibes rostrais do complexo trigeminal do tronco cerebral como o subntcleo oral. Em
algumas dessas areas, as informacgdes sobem para processamento nos centros cerebrais
mais altos e outras retransmitem as informac6es do subnucleo caudal para modulacédo da
transmissdo somatossensorial (SESSLE, 2003; SESSLE, 2000; SESSLE, 2009).

A regido do tronco encefdlico que possui o complexo trigeminal ¢é

estruturalmente semelhante ao corno dorsal da medula espinhal. As semelhancas
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morfoldgicas, de entrada — saidas funcionais entre o subnucleo trigeminal caudal e o
corno dorsal da medula espinhal ressaltam a importancia do subnucleo caudal nos

mecanismos nociceptivos trigeminais (SESSLE, 2003).

O subndcleo caudal tem sido tomado como local essencial do tronco cerebral
para retransmissdo de informacdes de dor orofacial para niveis mais altos do sistema
nervoso central (DUBNER, 2004).

Nessa subdivisdo do complexo trigeminal é onde ha a conexdo do aferente
primario dos masculos e da ATM com o neurdnio secundario, nas lamina I/l e V/VI,
além de ser, nesse local, onde se concentram neurbnios de amplitude dindmica e

neurdnios nociceptivos especificos (SESSLE, 2003).

Os neurdnios aferentes primarios do trigémeo possuem neurotransmissores
quimicamente heterogéneos, por exemplo: acetilcolina, dopamina, serotonina,
histamina, transmissores peptidicos (glutamato, aspartato, peptideos opioides),
purinérgicos (adenosina trifosfato, ATP, adenosina) e outras moléculas neuroativas
(substancia P, neuropeptideo Y) (LAZAROV, 2002).

Os aferentes, de tamanho pequeno localizados periféricamente, contém certos
tipos de neuropeptideos, como a substancia P, e aminoécidos, como o glutamato, 0s
quais podem estar envolvidos no processo de transmissdo nociceptivo, assim tambem
como sensibilizar os receptores NMDA periféricos ou centrais, 0s quais podem levar a
informacdo nociceptiva para regides centrais, provocando estado de hiperalgesia
(WANG & GUO, 2010) . Os receptores NMDA estao presentes tanto nas fibras AP
como nas fibras C dos aferentes primarios e sdo expressos perto do terminal central
desses aferentes (BARDONI et al., 2004).

Os sinais que sdo originados dos nociceptores periféricos e terminam no corno
dorsal da medula espinhal (no subndcleo caudal), também liberam outros varios
mediadores quimicos, como substancia P e o peptideo relacionado com o gene da
calcitonina (CGRP). Esses mediadores quimicos contribuem para o aumento da
excitabilidade dos neurdnios no corno dorsal da medula via acdo de receptores

ionotrépicos e receptores acoplados a proteina G, levando a um quadro de
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sensibilizagdo central. Esse aumento da excitabilidade, na medula espinhal, se da devido
a uma série de eventos incluindo a despolarizacdo neuronal, remocéo, voltagem-
dependente, do blogueio do magnésio do receptor NMDA, facilitando a entrada do
calcio na célula, a fosforilacdo do receptor e mudanga na cinética neuronal, resultando
em um aumento de conexdes sinapticas (WIDENFALK & WIBERG, 1990).

Os receptores NMDA tém papel chave nesse mecanismo. A inflamagéo dos
tecidos periféricos pode supra-regular atividade desses receptores de glutamato no corno
espinhal, podendo dar inicio a um comportamento hiperalgesico (DUBNER, 2004;
SALTER, 2004; SESSLE, 2009; BARDONI et al., 2004)

1.1.3 Dor Orofacial e Disfungcdo Temporomandibular.

O Comité de Taxonomia da Associagdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP, International Association for the Study of Pain) define a dor como “uma
experiéncia sensitiva emocional desagradavel decorrente ou descrita em termos de
lesGes teciduais reais ou potenciais. Entretanto, as dores orofaciais, particularmente as
provindas da ATM, devido a sua localizacdo e capacidade de incapacitacdo, possuem

uma importancia especial (SESSLE, 2000).

Desordens dolorosas envolvendo a articulacdo temporomandibular e associada a
tecidos profundos chegam a ser de 16 a 59% de sintomas relatados e 33 a 86% de sinais
clinicos apresentados, sendo mais comum em mulheres do que em homens, numa
proporcao de 9:1. (MILAM, 2003).

Aproximadamente 25% dos individuos os quais tém experiéncia de dor
temporomandibular alguma hora de sua vida procuraram por algum tratamento
(FRICTON, 2003).

Desordens temporomandibulares degenerativas severas podem chegar a reduzir
0 suporte vertical posterior de mastigacao, levando a uma grave desfiguracdo facial e

comprometimento das vias respiratorias, da fonacdo e da mastigacdo (FRICTON, 2003).
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Lesbes trauméticas ou inflamatérias que afetam a articulagdo
temporomandibular podem levar, principalmente, a anquilose articular, no pior dos
casos, consequentemente, comprometendo a capacidade do individuo de se alimentar
adequadamente e manter a saude oral (MAZZETO et al., 2001).

Dores provenientes da estrutura da articulagdo temporomandibular podem ser
definidas como sendo do tipo somética profunda. A dor dessa regido pode ser
proveniente das estruturas de tecidos moles associadas a articulacdo ou dos tecidos
6sseos relacionados com ela, e caso esteja relacionado com a superficie articular é
comumente chamado de artrite. No entanto essas dores podem ser também musculo-
esqueléticas, existindo assim uma relacdo direta entre dor e fungdo mastigatéria, e essa
dor pode ser acentuada pela palpacdo ou manipulagdo funcional da articulagédo
(OKESON, 2006).

A ATM ¢ bilateral interligada pela mandibula e interdependente, suas faces
articulares sdo cobertas por uma fibrocartilagem hialina, possui uma sindvia e um disco
articular o qual ndo possui capacidade regenerativa. Existe na parte mais superior e
posterior da articulagdo, no local chamado de condilo da articulacdo
temporomandibular, o coxim retrodiscal que fixa a capsula durante 0s movimentos. A
ATM ¢é circundada por uma capsula altamente inervada, sua inervacdo sensitiva é
formada por proprioceptores que se relacionam com 0s nervos auriculotemporal,
massetérico e temporal profundo posterior. A articualacdo temporomandibular é uma
articulacdo sinovial programada para suportar forcas extremas de mastigacédo
(OKESON, 2006).

A dor articular artritica, originada dessa articulacao, possui varios locais origem,

podendo ser ligamentar, retrodiscal, capsular ou as trés juntas (OKESON, 2006).

As respostas proprioceptivas e nociceptivas dependem da presenca de estruturas
neurais normais, a medida que estruturas inervadas comecam a se deteriorar pelo
proprio processo de inflamacédo a resposta proprioceptiva e de dor comecam a diminuir,

o0 que refere ao clinico um dado importante (DUBNER, 2003).
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Quando uma condicdo potencialmente lesiva induz uma dor artritica da ATM, se
tornando inflamatdria, esse processo pode resultar em uma continua condugdo de
impulsos aferentes, adquirindo, assim, a propensdo a induzir efeitos excitatorios centrais
secundarios, complicando ainda mais o quadro clinico, pois esses efeitos secundarios
podem provocar dores referidas como cefaléias, hiperalgesia secundaria caracterizada
por regides superficiais (referentes aos dermatomos) dolorosas, areas com alta
sensibilidade, ativacdo do sistema autdbnomo, criando vasodilatacdo, coriza, vermelhiddo
facial, com areas sensiveis a palpacdo e sintomas musculares secundarios como a co-
contragdo involuntaria (DUBNER, 2003). Esse ultimo efeito pode tornar-se um ciclo
vicioso de dor e estimulagdo muscular algica, chamada de dor muscular ciclica,

podendo ser completamente independente da causa iniciadora (FRICTON, 2003).

1.1.4 Dor como um sinal da inflamacao

A dor inflamatdria é uma consequiéncia de uma leséo tecidual a qual sensibiliza
0S neurdnios nociceptivos periféricos por meio de mediadores quimicos e celulares pro-
inflamatérios (HELLER et al., 1992).

O estado de hiperalgesia ou hipernocicepc¢do inflamatoria é resultado de
modificagdes metabotropicas funcionais nos neurbnios aferentes primarios
nociceptivos, o que facilita a ativacdo dessas vias. A mudanca do limiar de
excitabilidade funcional neural pode ser resultado da inducdo de mediadores
inflamatdrios liberados nas células dos tecidos lesados ou por algum elemento estranho
mediado celularmente (FRICTON, 2004; HELLER et al., 1992).

As fibras sensoriais tipo A-delta e C estdo associadas a inflamacdo e vdo do
nivel periférico para o sistema nervoso central passando pelo ganglio da raiz dorsal,
onde se localizam seus corpos celulares, terminando em diferentes locais da medula,
como nas laminas, principalmente | e 11 (conhecida como substancia gelatinosa). Desse
ponto as informacdes nociceptivas sdo transmitidas pelos neurdnios secundarios para 0s
centros superiores. As informagdes que chegam as camadas mais profundas das
laminas, sdo formadas por fibras neuronais de grosso calibre, mielinizadas e de

transmissdo rapida do tipo de ampla faixa dindmica (WDR - wide dynamic range
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neurons). H& também a presenca de interneurénios na medula espinhal que modulam as
informacdes provenientes da periferia (HARGREAVES et al., 2003).

A propagacdo do impulso sinaptico é feita entre o neurdnio aferente primarios e
0s secundarios por meio de neurotransmissores como, principalmente, aminoacidos
excitatérios como o glutamato ou a substancia P e CGRP que vdo sensibilizar os
interneuronios na medula espinhal que modulam as informagGes provenientes da
periferia  (HARGREAVES et al., 2003; DUBNER, 1983; BATTAGLIA and
RUSTIONI., et al 1988; SMITH et al., 1993).

Ao receber o impulso, o neurdnio terciario chega ao cortex para ser processado,
onde sera analisado e interpretado de acordo com a experiéncia da sensacdo de dor
prévia, determinando (através da consciéncia) a localizacéo, a intensidade e a resposta
somatica ao estimulo (MILLAN, 1999; SESSLE, 2000).

E interessante salientar que, segundo a Associaco Internacional para o Estudo
da Dor, hd uma definicdo diferente para alodinia e hiperalgesia, sendo a alodinia uma
resposta dolorosa a um estimulo priméario, o qual ndo havia provocado nenhuma
sensacdo de dor antes, e hiperalgesia € uma resposta nociceptiva aumentada a um
estimulo o qual tenha sido previamente causada alguma sensacdo dolorosa. I1sso muda a
percepcdo do organismo em intensidade e qualidade da dor. Dessa forma o termo
hipernocicepcdo neuropatica € 0 que mais se adequada a sensacdo dolorosa
experimentada em modelos animais de neuropatia ou de sensibilizacdo neuronal por
inflamacdo, nesse caso podendo ser denominada de hipernocicepcdo inflamatoria
(FERREIRA et al., 2009).

A membrana celular dos neurbnios WDR possui muitos receptores que
respondem a varios agentes neuromecanicos. O primeiro evento nociceptivo, carregado
pelas fibras A-delta para o SNC, causa a liberacdo de neuroquininas como substéncia P
que atuam sobre a AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-methil-4-isoxazolepropionico) e sobre
receptores metabotropicos no WDR, ou sobre o0s interneurbnios segmentais
(DOUGHERTY et al., 1993).
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Este evento causa a despolarizacdo de neurénio WDR, enviando uma mensagem
ascendente para o talamo e sobre o cortex somatossensorial, onde é percebida como dor
aguda. Se a torrente de atividade aferente é intensa o suficiente, fibras C liberam o
aminoacido excitatorio, o glutamato, o qual possui atividade agonista sobre o receptor
NMDA (DOUGHERTY et al., 1993).

Glutamato € o principal mediador da dor cronica (WILCOX et al., 1993). O
receptor o qual ele ativa (NMDA) é um canal ibnico que, quando em repouso, esta
normalmente bloqueado pelo Mg?*. Mediante a uma despolarizagéo inicial do neurdnio
O Mg*" é expelido do canal e este é aberto permitindo o influxo principalmente de

célcio no neurdnio WDR.

Oxido nitrico é produzido no WDR através da influéncia do complexo
calcio/calmodulina sobre a Oxido nitrico sintetase. Pensa-se que 0 0xido nitrico seja um
dos agentes que causam o processo de sensibilizacdo central, devido ao fato de que o
pré-tratamento com um antagonista NMDA ou um substrato ndo ativo de éxido nitrico
previne esse precesso (DICKSON, 1990; MALMBERG & YAKSH, 1993; WILLIS,
1993). Oxido nitrico é um neurotransmissor gasoso que facilmente se dispersa para fora
da célula para causar acdo em outras areas. Acha-se que existe atividade pré-sinaptica
no botdo terminal das fibras C, causando mais liberacdo de aminoacidos excitatorios
como glutamato, assim como de substancia P e outras neuroquininas (DOUGHERTY &
LENZ, 1994; MALMBERG & YAKSH, 1993). Isto resultaria em mais excitacdo no
WDR e traria a tona um ciclo de dor (TOREBJORK et al., 1992). O sistema é
autoalimentado, e a dor se torna continua, até que o processo seja interrompido pela

parada do mecanismo excitatdrio central ou por medicamentos de acdo periférica.

Pensa-se que esse processo de despolarizacdo continua e a liberacdo de
neurotransmissores excitatorios além de substancias pré-inflamatérias centralmente seja
um mecanismo para originar um quadro de dor continua em condi¢es como artrite da
ATM, neuralgia trigeminal e cefaléias relacionada a estruturas cranio-faciais (SESSLE,
2003).
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1.1.5 Receptor NMDA e Dor

O mecanismo pelo qual os tecidos lesados produzem um estado de dor

representa uma das areas mais estudadas em ciéncias biomédicas por varias décadas.

A maior parte dos avancos nesse campo foi produzida no final da década de 80,
quando alguns grupos demonstraram que a administracao de antagonistas dos receptores
NMDA espinhais inibia a hiperexcitabilidade dos neurénios da medula espinhal
induzida pela estimulagéo das fibras-C. Desde entdo muitos estudos tém sido publicados
enfatizando que a ativacdo de receptores NMDA, ap6s a injdria tecidual seguido de

inflamacdo, facilita o processamento na medula espinhal.

N&o diferente do restante do corpo, a face e o sistema mastigatorio, cuja
sensibilidade nociceptiva é feita principalmente pelo ramo sensitivo do nervo trigémeo,
também parece ter a participacdo dos receptores NMDA nos fenémenos nociceptivos.
Apesar de ser um assunto pouco estudado, alguns autores vém demonstrando o papel
desses receptores na sensibilizacdo da articulagdo temporomandibular apos a injecédo de
estimulos inflamatdrios e nociceptivos como capsaicina e 0leo de mostarda. Utilizando
blogueadores e antagonistas dos receptores NMDA, foi demonstrado que esses
receptores sdo necessarios para que ocorra tanto sensibilizacdo periférica como
sensibilizacao central (LAM et al., 2005; CAIRNS et al., 2003; YU et al., 1996). Esses
autores utilizaram técnicas de eletromiografia nos musculos masseter e digastrico e
também mediram a expressdo de c-fos no ganglio trigeminal e nos nudcleos espinhais
trigeminais. Mais recentemente Lam et al.(2009) demonstraram que receptores
periféricos metabotrépicos do glutamato também sdo importantes para a sensibilizacéo
periférica no masculo masseter associando a participacdo da PKC (Proteina Quinase C)
nesse processo, tendo todas essas estruturas musculares a sensibilidade mediada pelo

via trigeminal.

Os aminoacidos excititatorios exercem seus efeitos, tanto no cérebro como na
medula espinhal. Eles podem ser encontrados tanto nos neurbnios da raiz sensitiva
como no ganglio trigeminal e numa infinidade de terminais cutaneos nervosos de fibras

aferentes. Seus efeitos pos-sindpticos sdo realizados via diversas subclasses de
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receptores de membrana como 0s metabotropicos e os ionotropicos. Os subtipos de
receptores ionotrépicos de aminodcidos excitatorios, os quais ativam proteina G, séo
denominados segundo o0 agonista que os ativa, incluindo aqui o NMDA, AMPA e
kainato (DUBNER, 2004).

Desses receptores 0 NMDA tém recebido uma particular atencdo por causa do
papel crucial na transmissdo sindptica excitatoria, plasticidade e neurodegeneragdo no
sistema nervoso central. Os receptores NMDA exibem varias propriedades singulares
que os distinguem de outros canais i6nicos. Primeiro, esse receptor controla um canal
de cation que é altamente permeavel a ions de célcio e outros ions monovalentes.
Segundo, a ligacdo simultanea de glutamato e glicina é requerida para a ativacdo desse
receptor. Terceiro, no potencial de repouso da membrana, 0os canais de receptores
NMDA estdo bloqueados pelo magnésio extracelular e apenas se abre em

despolarizacdo por simultanea ligacdo de seus agonistas (SESSLE, 2009).

O receptor NMDA ainda apresenta varios outros sitios de ligacdo, que podem
modular a atividade do canal: sitio da fenciclidina, localizado dentro do canal, o sitio
para ligacdo da glicina, sitios para ligacdo de poliaminas (SUCHER et al., 1996), um
sitio de ligacdo do zinco, aléem de um sitio sensivel a oxidacao ou redu¢do (LEHMANN
et al., 1990). O ion magnésio se encontra localizado no neurénio glutamatérgico e age
em um determinado sitio dentro do receptor exercendo principalmente efeitos inibitorios
sobre esse receptor (Figura 02) (SESSLE, 2009).
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Figura 02. Desenho esquematico do receptor NMDA. Esta evidenciado sitio de ligacao
do magnésio (Mg®*) no interior do canal, formando um tampéo fisiolégico durante um
potencial de repouso da membrana, zinco (Zn?*), sitio de ligagdo do glutamato e da
glicina. Fonte: modificado de http://www.uochb.cz. Acesso em 01/01/2012

O receptor NMDA desempenha um papel importante na mediacdo pelo
glutamato em processos como plasticidade neuronal e neurotoxicidade no sistema
nervoso central. Esse receptor € composto de varias subunidades fundamentais no
processo de polarizacdo e sensibilizacdo da célula neuronal (SAKURADA et al, 1993).
Os receptores NMDA sdo compostos de subunidades NR1, NR2 (A,B,C e D) e NR3 (A
e B). Estudos de co-expressdo tém demonstrado que a formacgédo de canais receptores
NMDA requer a combinacdo de NR1, uma subunidade essencial para a formacdo do
canal, e pelo menos uma das subunidades NR2 ou NR3 (Figura 03) (MORI &
MISHINA et al., 1995).
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Figura 03: Modelo demonstrando a conformacdo dos subtipoS de receptores NMDA.
Receptores NMDA contendo as subunidades NR2 ligagdo com glutamato (vermelho)
sdo altamente permeaveis ao célcio e dependentes de despolarizacdo pos-sinaptica
devido ao bloqueio do magnésio. Por outro lado, receptores NMDA contendo
subunidades NR3 ligados a glicina (verde) com menor fluxo e menos corrente ("i"),
sendo menos permeaveis ao calcio’ e menos sensiveis ao blogueio de magnésio
(adaptado de HENSON et al., 2010).

Os receptores NMDA sé@o geralmente compostos por subunidades NR1/NR2
mas pode conter subunidades moduladoras NR3. A inclusdo de subunidades NR3, em
sistemas heterélogos de combinacdo das subunidades, reduz a amplitude e diminui
consideravelmente a permeabilidade do célcio nos receptores NMDA em camundongos
transgénicos. Haja vista que o influxo excessivo de cacio em neurdnios € um passo
crucial para a excitotoxicidade, mostrando, assim, que as subunidades NR3A sdo
neuroprotetoras (NAKANISHI et al., 2009) (figura 03).

Em relacdo as subunidades do receptor NMDA, o subtipo NR1 tem sua proteina
expressa amplamente na medula. Em relacao a subunidade NR2, seu RNA mensageiro
e sua proteina sdo mais abundantes e encontrados em todas as laminas do sunstancia
gelatinosa da medulaA proteina NR2B é encontrada nas laminas | e 1l (ZHANG et al.,
2009; MA et al., 2000) exatamente onde se encontram as as sinapses entre os aferentes
que chegam a ponte e o neuronio de segunda ordem que sai do subnicleo caudal
trigeminal (LOFTIS et al., 2003). O RNA mensageiro e a proteina NR2C raramente sdo
detectados (MARVIZON et al., 2002), enquanto o0 RNA mensageiro da subunidade



28

NR2D e sua proteinas sdo expressas em niveis baixos em ambos o corno ventral e
dorsal da medula espinhhal (MARVIZON et al., 2002).

Recentemente, tem sido mostrado que fibras nociceptivas periféricas dos
receptores NMDA expressam as subunidades NR2B e NR2D, mas a subunidade NR2A
parece estar ausente nos terminais periféricos dos aferentes primarios (MA et al.,2000).

Alguns trabalhos mostram que no ganglio da raiz dorsal (ou ganglio espinhal)
que contém corpos celulares de neurdnios aferentes dos nervos espinhais estdo presentes
as subunidades NR1, NR2B, NR2C, NR2D, mas ndo o0 NR2A (MARVIZON et al.,
2002).

Dados recentes mostram que o0s padroes de expressdo das subunidades do
receptor NMDA podem ser alterados como conseqiiéncia de uma lesdo tecidual ou
nervosa periférica. Além disso estudos mostram que um processo inflamatorio
periférico pode alterar as propriedades no receptores NMDA na espinha dorsal (GUO &
HUNG, 2001).

Achados recentes enfatizam que a excitabilidade aumentada no
corno dorsal da coluna vertebral apds a inflamacdo leva ao aumento da
expressdo do gene do receptor NMDA na medula espinhal (MIKI et al., 2002). Além
disso, como indicado por analise de RT-PCR, hd uma aumento da regulacdo da
expressdo do gene do RNA mensageiro para as subunidades NR1, NR2A e NR2B no
corno dorsal da medula espinhal apds em modelo de inflamacdo em ratos (PETRENKO
et al., 2003).

E interessante estabelecer o significado da expressdo das diferentes subunidade
nas respostas do receptor NMDA em condi¢Ges patoldgicas. Inflamacdo e lesbes
nervosas sao muitas vezes acompanhada de inchaco e alteragdes morfoldgicas em
células neuronais e ndo neuronais . Estas mudancas também tém sido associados com
alteracdes estruturais do receptor NMDA e na expressdo diferenciada das suas
subunidades (TANIGUCHI et al., 1997). Estudos mostram que a inflamac&o por induzir
um rompimento de interagcdes entre receptores NMDA e a ancoragem ou moléculas do

citoesqueleto poderia exacerbar a atividade moduladora da PKC e alterar as
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propriedades dos receptores NMDA. As respostas mediadas pelo receptor NMDA sé&o
caracterizadas como lentas e de longa duracdo (FORMAN et al., 2009), uma das
consequéncias das respostas mediada pelo receptor NMDA nos neurdnios de animais
tratados com CFA ¢é a de apresentarem maiores e mais longos potenciais excitatorios
pos-sinapticos (EPSPs) no corno dorsal. Essas respostas sindpticas amplificadas podem
facilitar a deflagracdo de respostas sindpticas de neurbnios, um fenbmeno
freqlientemente observado em condigdes inflamatdrias e de lesdo nervosa (LEEM et al.,
1996).

Além disso o aumento da atividade sinaptica envolvendo a atividade aumentada
do receptor NMDA, aumenta a entrada de célcio devido ao aumento na permeabilidade
para esse ion no receptor. O aumento no influxo do calcio pode, ainda mais, aumentar o
efeito do PKC na resposta do receptor NMDA, diminuindo a afinidade do receptor
NMDA pelo magneésio, facilitando a trasmisséo de estimulos nociceptivos (DUBNER,
2004).

A fosforilacdo de proteinas é o principal mecanismo para regulacdo da fungéo
dos receptores NMDA. De fato a fosforilagdo pode ser o mecanismo pelo qual a PKC
regula a funcdo dos receptores NMDA (LIAO et al., 2001) através do processo de
ativacdo da cascata da tirosina-quinase (LU et al., 1999). Evidéncias vém aumentando
sobre o fato da acdo moduladora da PKC nos receptores NMDA, ainda mais, a
participacdo da PKC pode estar relacionada com a densidade pos-sinaptica e proteinas
do citoesqueleto em modelo de inflamagdo (SHENG & PAK, 2000).

Ha evidéncias que sugerem também que o papel para os receptores NMDA na
mediacdo da sensibilizacdo supra-espinhal, mostrando um aumento da ativacdo desses
receptores como resultado da hiperexcitabilidade neuronal nos circuitos do tronco
cerebral induzida por uma inflamacdo (TERAYAMA et al., 2000).

O glutamato é um neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central,
sendo um agonista de receptores de aminoacidos excitatérios. Ele tem um papel
essencial na sensibilidade espinal, contribuindo para um estado de dor patolégica, como
ja mencionado. Essa sensibilizagdo aumentada a nivel central se da, por exemplo, com o

aumento no numero de receptores ionotrépicos e metabotrépicos que sdo alvos do
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glutamato. No entanto sabe-se que esse aminoacido também possui efeito nociceptivo
nos tecidos periféricos sensibilizando principalmente os receptores NMDA (SESSLE,
2003; LAM et al., 2005).

Contudo umas das caracteristicas peculiares da espinha dorsal é a presenca de
receptores NMDA pré-sinapticos, e de fato, as fibras aferentes de pequeno didmetro que
terminam na espinha dorsal expressam os receptores NMDA, e a ativacdo pré-sinaptica
desse receptor causa a liberacdo da substancia P e CGRP dos aferentes priméarios. Além
disso, o glutamato liberado do terminal pré-sinaptico pode, potencialmente, melhorar a
sua propria liberacdo na forma de retroalimentacdo em resposta a estimulos
subsequentes. Sendo o subnicleo caudado do triggmeo homologo a substancia
gelatinosa da medula espinhal, esse processo em resposta a estimulos nociceptivos
ocorre da mesma forma no subnucleo caudal, assim como ocorre no corno dorsal da
medula (OKESON, 2006; SESSLE, 2003; DUBNER, 2004).

Vale ressaltar que, embora a fungdo do NMDA seja essencial para o processo de
manutencdo da dor persistente, uma droga que potencialize as respostas do receptor
NMDA néo é necessariamente uma promotora de um estado de hiperexcitabilidade e
dor, mas pode ser também inibitoria do processo de hiperexcitabilidade, haja vista que
receptores NMDA estdo localizados em ambos 0s neurbnios excitatorios e inibitorios
(PETRENKO et al., 2003).

De fato, em ratos com inflamacdo, a gabapentina, um anticonvulsivante
amplamente prescrito para o tratamento da dor cronica, pode exercer seu efeito
antinociceptivos aumentando a atividade dos neurdnios inibitorios no corno dorsal por
ativacdo dos recepotres NMDA, e curiosamente, a ativacdo extrasinaptica desses
receptores no corno dorsal da medula espinhal (presumivelmente contendo subunidades
NR2B) podem contribuir para a acdo antinociceptiva da gabapentina (OLIVAR &
LAIRD, 1999).

Apesar de os receptores NMDA, especialmente os localizados na medula
espinhal, continuarem recebendo grande atencdo, evidéncias se acumulam sugerindo
que esses receptores localizados em tecidos periféricos somaticos e 0 mecanismo da dor

visceral possuem também um importante papel na nocicep¢do. Assim como em estado
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de dor cronica, existe a ativacdo desses receptores ocorrendo em VArios niveis do
sistema nervoso, e por isso, cada nivel deve ser considerado como um alvo em potencial
para uma intervencdo terapéutica (LAM et al., 2005; WANG et al., 2010).

Consistente com isso, 0s antagonistas dos receptores NMDA tem mostrado
aliviar efetivamente o comportamento doloroso em modelos animais assim como
também em algumas situagdes clinicas (FISHER et al., 2009; HEWITT et al., 2000).

Podemos perceber que o0s receptores NMDA sdo importantes para o
funcionamento normal do sistema nervoso, e 0 uso de antagonistas desses receptores
pode ter uma acdo fundamental para analgesia de processos nociceptivos, no entanto o
uso de antagonistas seletivos desse receptor pode ser limitado devido aos seus diversos
efeitos colaterais causado pela sua inibicdo (KOVACIC & SOMANATHAN, 2010).
Mas alguns trabalhos mostram que antagonistas seletivos para as subunidades
especificas como NR2-B mostram boa eficAcia em modelos de dor em animal, sem
apresentar efeito colaterais indesejaveis, como também a utilizacdo de magnésio pode
ter uma boa eficiéncia na inibicdo da hipernociceppg¢éo, sendo utilizado sozinho ou
como adjuvante (CHIZH et al., 2001; BEGON et al., 2000; TONG et al., 2008).

1.1.6 Magnesio

Magnesio é o 4° mineral mais abundante no corpo e é essencial a saude.
Aproximadamente 50% do magnesio total € encontrado no 0sso. O restante encontra-se
dentro das células de tecidos e orgéos, e apenas 1% encontra-se circulante no sangue,
mas o0 organismo trabalha duramente para manter as concentracfes sanguineas estaveis
(SAKURADA et al., 1993). E um mineral necessario para mais de 300 reacdes
bioguimicas importante no remodelamento dsseo, regulacdo da pressdo arterial e da
glicemia, metabolismo energético e sintese de proteinas além de promover manutencéao
das funcBes normais dos masculos e nervos. O processo de absor¢do do magnésio da
dieta é feito diretamente pelos intestinos e excretado pelos rins, logo qualquer doenca
metabolica que comprometa essas duas estruturas pode comprometer a absorcdo de

magnésio, causando a deficiéncia desse ion no organismo (SARIS et al., 2000)
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As fontes alimentares ricas em magnésio incluem os vegetais verdes como o
espinafre (pois o centro da molécula de clorofila contém magnésio), nozes, castanhas e
sementes e de uma forma geral todos os grdos ndo refinados constituem boas fontes de
magnésio. O processamento dos alimentos, refinamento da farinha de trigo, sal e do
acucar retiram o conteldo rico em magnésio desses alimentos e fazem com que a
maioria dos alimentos industrializados contenha baixas quantidades desse mineral
(Institute of Medicine, 1999; U.S. Department of Agriculture, Agricultural Research
Service. 2003).

As causas da deficiéncia de magnésio podem ser classificadas em priméria e
secundaria, onde o consumo insuficiente, a ingestdo de agucar e gordura em excesso, a
desnutricdo protéico-calorica e a nutricdo parenteral deficiente em magnésio, fazem
parte da deficiéncia primaria. Em contrapartida o alcoolismo, a absor¢cdo diminuida,
diarréia ou abuso de laxantes, sindrome de ma-absorcdo, vOmitos, excrecdo renal
aumentada, doenca tubular, glomerulonefrite, desordens metabdlicas e endocrinas (ex.
hipertireoidismo, hipercalcemia, diabetes mellitus), medicamentos, gravidez, stress
fisico e mental, compreendem as causas da deficiéncia secundaria de magnésio (SARIS
et al., 2000).

A maior parte dos brasileiros ndo consome a quantidade recomendada de
magnésio, que é de 300 mg por dia (Ingestdo Diaria Recomendada, Portaria n.° 31,
1998), uma vez que ndo tem por habito ingerir sistematicamente sua principal fonte — 0s
vegetais verdes. Uma pesquisa realizada pela USDA Food Consuption Survey, revelou
que 74% dos entrevistados ndo atingiam as recomendacdes propostas pelo National
Research Council (NRC — RDA, 1989). Além do consumo insuficiente, o stress tem
sido apontado como um dos principais fatores que depletam magnésio, onde a reposicao

do mineral surte efeitos favoraveis.

1.1.6.1. Importancia do Magnésio na fisiopatologia da dor

Existe relacdo entre patologias dolorosas crénicas e deficiéncia de magnésio. A
exemplo disso, Altura & Altura. (2001) revisando o assunto, sugeriram que deficiéncias
dietéticas de magnésio bem como erros de metabolismo de magnésio sdo provavelmente

fatores importantes na etiologia da varios tipos de cefaléia e que esse mineral poderia
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ser utilizado como uma ferramenta profilatica e terapéutica no tratamento das crises de
enxaquecas e na diminuicdo da sua frequéncia. Durante mais de 18 anos inlmeros
investigadores, neurologistas e fisiatras tém demonstrado a importancia desse fato
principalmente nas enxaquecas do tipo tensional. Outros tém demonstrado e sugerido
que a deficiéncia de magnésio facilita o desenvolvimento de neuropatias ( BRILL et al.,
2002).

Foi demonstrado por Begon et al. (2001) que a deplecdo de magnésio por 9 dias
em ratos através da privacdo na dieta fez com que esses animais desenvolvessem
espontaneamente um quadro de hiperalgesia mecénica avaliada pelo modelo de Randal
Selitto. O quadro de hiperalgesia era revertido pela administracdo de sulfato de
magneésio ou de antagonistas dos receptores NMDA, sugerindo que o quadro de
deficiéncia de magnésio promoveria uma ativacdo anormal desse tipo de receptores
(BERGON et al., 2001). Isso estd em consonancia com a literatura que explica que 0s
receptores AMPA e NMDA, pertencentes a familia de receptores dos aminoacidos
excitatorios, estdo envolvidos nos fendmenos nociceptivos cada um com a sua
importancia. Quando uma estimulacdo dolorosa curta é aplicada, os receptores AMPA
sozinhos parecem mediar a transmissdo excitatéria e serem responsaveis pelo nivel
basal de nocicepcdo, enquanto os receptores NMDA ndo sdo ativados, pois o seu canal
encontra-se ocupado por um nivel fisiologico de magnésio agindo como um tampéo.
Entretanto, em quadros de dor crbénica, ambos os receptores sdo envolvidos. Uma
estimulacdo intensa dos aferentes primarios, com o aumento da frequéncia de
estimulacdo, excede o limiar e 0 bloqueio voltagem-dependente exercido pelo magnésio
nos canais NMDA, o qual é removido permitindo a ativacdo desses receptores
(MAYER & WESTBROOK, 1987). Como consequéncia, a abertura do canal NMDA
permite o influxo de calcio para o interior da célula neuronal causando uma cascata de
eventos intracelulares que incluem a ativacdo de PKC, producdo de NO e transcricao
génica imediata (c-fos:c-jun). Os receptores NMDA também parecem ser modulados
por peptideos como a substancia P, a qual é liberada juntamente com o glutamato pelas
fibras aferentes primarias, para estender e manter o processo nociceptivo. Todos esses
eventos sdo responsaveis pelas mudancas a longo prazo associadas a dor crénica
(CODERRE et al, 1993).
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Petrenko et al. (2003) demonstraram que a administragéo de adjuvante completo
de Freund (CFA) parece reduzir o bloqueio do magneésio e inverter a polarizacdo
celular neuronal, provocando uma hiperpolarizacdo, pela abertura continua nos dos
receptores NMDA. Essas mudancas, as quais parecem ter forte influéncia da proteina
quinase C (PKC), podem levar a um aumento na transmissdo sinaptica na medula e

contribuir para o desenvolvimento de respostas patoldgicas associadas a lesdo tecidual.

O magnésio age como um modulador do receptor NMDA e atua como um
antagonista natural do célcio, (EVANS et al., 1978) sendo capaz de: suprimir respostas
de dor em modelos de dor neuropatica em animais (XIAO & BENNET, 1994) ,
conseguir melhorar cefaléia do tipo migranea em humanos (MAUSKORP et al., 1995) e
melhorar a dor pos cirurgica, também em humanos (TRAMER et al., 1996). Felsby et
al. (1995) conseguiram obter melhoras em pacientes com dor neuropatica cronica de
etiologia variada apos a administrag&o de bolus de cloreto de magneésio (0.16 mmol/kg)
seguido de infusdo do cloreto de magnésio (0.16 mmol/ kg/hora) sem que eles tenham
apresentado efeitos adversos importantes (FELSBY et al., 1995).

Existe na literatura estudo que indica o papel do magnésio agindo como
adjuvante em pacientes com cancer, através de administracdo intravenosa de sulfato de
magneésio nas doses de 0,5 a 1 g/kg por paciente, mostrando inclusive que essas doses
parecem ser seguras e bem toleradas. Sendo, ele, portanto, uma potente arma analgésica

para paciente que apresentam dores cronicas (VINCENT et al., 2000).

Estudos mostram que o magnésio atua blogueando os receptors NMDA, e esse
blogueio €é essencialmente alterado pela presenca do PKC intracelular, pois quando essa
substancia esta presente, apos a inducdo de um processo inflamatorio induzido por
CFA, por exemplo, hd uma inversdo na polaridade celular neuronal, levando a uma
reducdo na afinidade do receptor NMDA pelo magnésio, facilitando a passagem de
corrente de célcio’ causando aumento na despolarizacdo ou um estado de
hiperpolarizacdo (GUO et al., 2007).

Os niveis endogenos elevados de PKC, observados apds inflamacdo, parece

alterar o blogueio do magnésio, isso é uma das caracteristicas dos canais do receptor
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NMDA, e, portanto, sdo capazes de modular a atividade dos canais desse receptor
(HUA GUO & HUANG, 2001).

Mudancas de desenvolvimento da expressdo nas subunidades do receptor
NMDA podem também contribuir para a variancia no blogueio do magnésio e na
modulagdo PKC . Subtipos de receptores NMDA, expresso em neur6nio da coluna
dorsal ndo foram completamente determinados ainda (NABEKURA et al., 1994).

1.1.6.2. Importéncia do Magnésio na inflamacgéo

Em uma revisdo recente Mazur et al. (2007) sumarizam os achados
experimentais que demonstram que 0 magnésio modula os eventos envolvidos na
inflamacéo. Deficiéncia de magneésio induzida experimentalmente em ratos induz, apos
poucos dias, sindrome inflamatoria clinica caracterizada por ativagdo de macrofagos e
leucocitos, liberacdo de citocinas e proteinas de fase aguda e excessiva producdo de
radicais livres. Aumentos na concentracdo extracelular de magnésio inibem a
inflamacéo enguanto que diminuicdo na concentracdo de magnésio resulta em ativacédo
celular. Como o magneésio atua como um antagonista natural do célcio, a base molecular
para a resposta inflamatéria provavelmente é resultado da modulagdo da concentracao
de calcio intracelular. O “priming” de c€lulas fagociticas, a abertura de canais de calcio
e ativacdo dos receptores NMDA, ativacdo do fator de transcricdo NFKappaBl vém
sendo considerados mecanismos potenciais. Ademais, a deficiéncia sistémica de
magnésio induz uma resposta sistémica de estresse por ativacdo de vias neuro-
enddcrinas. Como os sistemas imune e nervoso interagem bidirecionalmente, o papel de
neuromoduladores também vem sendo considerado. A deficiéncia de magnésio
contribui para uma resposta imune exagerada ao estresse e ao estresse oxidativo em

consequiéncia a resposta inflamatéria (BEGON et al., 2000).

A inflamacdo contribui para alteracbes pro-aterogénica no metabolismo das
lipoproteinas, disfuncdo endotelial, trombose, hipertensdo e explica o efeito do
agravamento do efeito da deficiéncia de magnésio na sindrome metabdlica. Estudos
futuros sdo necessarios para entender o papel do magnésio na resposta imune em

humanos. Mas esses achados experimentais em modelos animais sugerem que a
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inflamacdo parece ser o elo para explicar o papel do magnésio em vérias condi¢des
patoldgicas (MAZUR et al., 2007).

Mazur et al. (2007) também comentam que a deficiéncia de magnésio esta
relacionada com a morte celular correlacionada ao processo oxidativo, relatando que
altos indices de estresse oxidativo em deficiéncia de magnésio esté correlacionado com
fatos como: aumento na peroxidacdo de lipoproteina, reducdo na capacidade
antioxidante e aumento nos niveis de 6xido nitrico no plasma, além de modificacdo

oxidativa de proteinas.

Nos estudos relatados por Mazur et al. (2007) sdo utilizados vérios sais de
magneésio em doses ndo padronizadas para o tratamento de varios tipos de quadros
dolorosos, no entanto, serdo necessarios mais estudos para estabelecer o protocolo de
utilizacdo desses sais de magnésio, pois ndo existe, na literatura, protocolo estabelecido,

comprovando a eficicia de um composto como padréo.

1.1.7 Justificativa

A dor das disfuncdes temporomandibulares é a segunda maior causa de dor
orofacial de origem ndo dental. A sua etiologia € multifatorial e o tratamento eficaz
ainda é um desafio na clinica odontoldgica. A sensibilidade da regido orofacial ¢
mediada pela via trigeminal. Essa via possui caracteristicas anatémicas e fisiologicas
que a diferenciam das vias sensitivas do restante do corpo.

Ultimamente, os receptores NMDA vém recebendo bastante atencdo devido ao
seu papel fundamental no processo nociceptivo, sendo apontado como fator chave na
evolucdo da dor aguda para a dor cronica. Atualmente sua importancia ainda € pouco
evidenciada na via trigeminal nociceptiva, mas as poucas evidéncias ja mostram a
influéncia desse receptor na via. O receptor NMDA tem uma estrutura complexa e é
formado por diversos tipos de subunidades que variam de acordo com sua localizacdo
no sistema nervoso assim como € modulado por neurotransmissores e ions. Dentre
esses, 0 magnésio chama atencdo por ser um modulador do canal desse receptor. Seu
efeito analgésico e neuromodulador ja foi investigado em alguns modelos experimentais

e em humanos, mas o seu efeito sobre a dor orofacial ainda ndo foi demonstrado, assim
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como 0 exato mecanismo antinociceptivo. Em adicdo, a literatura evidencia que existe
uma deficiéncia nutricional de magnésio devido a fatores alimentares, doencas
metabdlicas e pricipalmente ao estresse fisico e psicoldgico. Sabendo-se disso
resolvemos estudar o grau de influéncia do receptor NMDA na via nociceptiva
trigeminal, assim como também investigar o efeito do magnésio sobre a nocicepcao
orofacial e sobre esse receptor. Esse estudo pode contribuir para o entendimento dos
processos nociceptivos orofaciais buscando uma alternativa complementar ao
tratamento convencional das desordens dolorosas associadas a articulacdo

temporomandibular.
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2 Objetivo Geral

Investigar a participacdo dos receptores NMDA na via nociceptiva trigeminal e o
efeito modulador do magnésio no modelo de artrite da articulagdo temporomandibular

induzida por carragenina em ratos.

2.1 Objetivos especificos

e Estudar a participacdo dos receptores NMDA na hipernocicepcdo mecanica
inflamatoria da artrite temporomandibular induzida por carragenina

e Estudar o efeito da suplementacdo com cloreto de magnésio e da deficiéncia de
magnésio na  hipernocicep¢do  mecanica  inflamatoria da  artrite
temporomandibular induzida por carragenina

e Estudar o efeito do cloreto de magnésio e da deficiéncia de magneésio sobre a
fosforilacdo dos receptores NMDA no subnucleo caudal trigeminal

e Estudar o efeito do cloreto de magnésio e da deficiéncia de magnésio sobre a
expressdo do RNAm das subunidades NR1, NR2B e NR3A na regido do

subnucleo caudal trigeminal.
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3 Materiais e métodos

3.1 Animais

Nos experimentos foram utilizados ratos Wistar machos (pesando 180-200g),
mantidos em uma sala com temperatura controlada (22° C). O protocolo experimental
foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica Animal da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara (protocolo de niamero: 3010). Foi aprovado e seguindo o
guia de ética da Associacao Internacional para o Estudo da Dor. Para cada experimento,
foi feito um estudo cego.

Foram feitos esforgos para reduzir o nimero de animais necessarios e 0 estresse

a que seriam submetidos.

3.2 Inducéo de artrite na articulagdo temporomandibular

A inflamacdo da articulacdo foi induzida por injecdo de uma solucdo de
Carragenina (Cg; 5% ou 500 mg / articulagéo, diluida em solucéo salina estéril ) no
volume delO pl, por via intrarticular (i.art.) no espaco supra-discal do lado da ATM
esquerda, utilizando uma micro seringa (Hamilton modelo 702RN; Hamilton Co., Reno,
NV, EUA). acoplado a uma agulha gengival 30 G adaptada (BD, Franklin Lakes, NJ,
EUA). Como procedimento controle, em outro grupo de animais, foi injetado
intrarticularmente, na ATM esquerda, uma solucdo de salina estéril no mesmo volume,
sendo sempre utilizado anestésico para realizacdo dos procedimento de injecdo com

tribromoetanol 2,5% (250 mg / kg de peso corporal, ip) (Figura 04).

Antes das injecdes de carragenina ou salina, a pele da regido da ATM foi
cuidadosamente tricotomisada, na regido pdstero-inferior do arco zigomatico, a qual era
palpada e a agulha era inserida no local inferior a este ponto e avancada na direcao
medial e anterior até que a agulha entrasse em contato com o condilo. Este contato era
verificada pelo movimento da mandibula, e a puncdo da agulha no espaco articular era
confirmado pela perda de resisténcia. Aspiracdo suave descartava a colocacgdo
intravascular, ap6és o qual o volume especificado de carragenina ou salina era

devidamente injetado.
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Figura 04. Procedimento de inje¢do da carragenina.

3.3 Avaliacao de hipernocicepcédo mecanica

A hipernocicepcdo mecanica na ATM foi avaliada através da medicdo do limiar
de intensidade de forca (em gramas) necessaria para provocar uma reacdo de retirada da
cabeca, aplicado na regido da ATM esquerda, para a ocorréncia da resposta reflexa de
retirada da cabeca do animal. As medi¢bes foram realizadas por um examinador que
desconhecia os tratamentos, fazendo uso de um dispositivo digital o qual media a forca
aplicada (Analgesimetro Digital; Insight, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

Cada animal foi alojado em uma caixa de plastico individual durante 30 minutos
antes do inicio dos testes comportamentais, e foram submetidos a uma sessdo de
condicionamento de medi¢des de limiar de retirada da cabeca na sala de prova durante
trés dias consecutivos com temperatura controlada e baixa iluminacdo e ruido. No
terceiro dia, o valor do limiar basal de forca foi registrado antes das injecdes i.art. de
carragenina ou veiculo. A medicdo dos limiares de forca foram realizados (em
triplicado) de ATM do lado esquerdo 4, 6, 12, 24, 48, 72, 168 h apds inje¢do de Cg e 0s
valores obtidos em cada ponto do tempo foram obtidos em média aritimética
(DENADAI SOUZA et al., 2009).

Para cada experimento, o limiar de retirada da cabeca foi avaliado antes da
indugdo da hipernocicepcdo artritica (valores basais), ou seja, antes da indugdo do
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tratamento com carragenina, e apds a hipernocicepcéo ter sido induzida pela injecdo de
carragenina, sendo essas avaliacOes realizadas uma vez por dia apds 24 horas da inje¢do

de carragenina.

3.4 Coleta do lavado articular

Os animais receberam a injecdo intrarticular de uma solucdo de 10 ul de
carragenina (5%) na ATM esquerda. Apds 4, 6 ou 12 horas os animais foram
anestesiados com hidrato cloral e sacrificados por exsanguinacdao. A pele e 0 musculo
temporal eram removidos para evidenciar a articulacdo e, em seguida, foi realizada a
lavagem da cavidade articular. O lavado foi obtido através da injecdo e aspiracdo de um
volume final de 100 uL (2 x 50 uL) de solugdo fisiologica e heparina (5 U/mL) com o
emprego de seringas de insulina ultrafine 29G (BD). As aliquotas eram colocadas em
tubos ependorfs, das quais retirou-se amostras a serem analisada microscopicamente
fazendo-se a contagem total e diferencial do nimero de células presentes no exudato

articular.

3.5 Extracéo dos nucleos espinhais trigeminais (Sp5C)

Com o tempo de 120 horas (para 0 grupo de animias depletados de magnésio)
ou 168 horas (para grupo com suplementacédo de cloreto de magneésio) apos a injecao de
carragenina na ATM, os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de
triboromoetanol 2,5% (250 mg/kg) e perfundidos com paraformaldeido 4%

transcardiacamente em tampao fosfato 0,1M (pH7,4).

O cérebro foi rapidamente removido, sendo separado o tronco da medula e,
posteriormente, foi fixado em formalina 4% por 60-90 min para cortes longitudinais de

10 mm para ensaio de imuno-histoquimica.

Outros grupos de amimals foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de
hidrato de cloral (0,03 mg/kg) e decapitados. O cérebro e tronco cerebral foram
rapidamente removidos e as areas dos nucleos do trigémeo foram dissecadas e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e, em seguida, mantidos congelados

em -80 ° C até o processamento adicional para RT-PCR. As sec¢des utilizadas neste
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estudo foram cortadas do bregma milimetros -10,5 para -14,04 mm (PAXINOS &
WATSON, 1997), abrangendo toda a area onde o sistema trigémeo (subndcleo oral,

interpolar e caudal do complexo trigeminal).

A érea a ser retirada foi inicialmente localizada através de estereotaxia,
utilizando um atlas de cérebro de rato para obter as coordenadas sobre o ponto referente
ao subnucleo caudal trigeminal. No momento da identificacdo da regido também
tomamos um ponto de referéncia que fosse de fécil identificacdo para reproduzir em

outros cortes (Figura 05).

A

Figura 05: Localizacdo estereotaxica do subnucleo caudal. (A) Viséo dorsal do cérebro
do rato evidenciando os subnucleos espinhais trigeminais. (B) lustracdo da implantagéo
da canula de injecdo na regido Sp5c para sua localizagdo através de estereotaxia. Vc,
subnucleo caudal; Vi, subndcleo interpolar.

3.6 Inducéo da deficiéncia de Mg em ratos

Animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos (normais e depletados).
Os grupos de ratos depletados foram alimentados ad libitum por um periodo de 9 dias
com uma dieta sintética sem magnésio e dgua deionizada, a qual também foi fornecida a
vontade durante o mesmo periodo. A dieta sintética semmagnésio continha (g/kg):
amido de milho (397), caseina (200), sacarose (100), éleo de soja (70), Fibra (50), L-
cistina (3), bitartarato de colina (2,5), AIN-93VX mix de vitaminas (10), Mg-
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freemineral mix (35), (AIN93 magnésio livre, Rhoster Sdo Paulo, Brasil). Apos 9 dias
0s animais receberam injecédo cg i.art. na ATM esquerda e a dieta especial continuou

sendo administrada por mais 5 dias, quando os animais foram sacrificados.

A avaliacdo dos limiares de retirada da cabeca (hipernocicep¢do mecanica) foi
realizada antes do inicio da dieta especial e repetida apds 9 dias de alimentacdo com
esta dieta. O grupo controle foi alimentado com dieta normal e também foi submetido as

mesmas condi¢6es dos animais que receberam a dieta especial.

Para verificar a deplecdo de magnésio, as concentracbes séricas foram

determinadas antes e ap6s 9 dias de alimentacdo dieta especial, como descrito a seguir.

3.7 Suplementacgdo de magnesio

Suplementacdo de magnésio foi realizada pela administracdo oral de cloreto de
magneésio (MgCl,) dissolvido na dgua mineral em um grupo diferente de animais, 0s
quais tinham alimentacdo normal e receberam injecdo i.art de carraginina 5% na ATM
esquerda. Foram testadas as doses de 10 mg/kg, 30 mg/kg e 90 mg/kg por dia, e essas
doses foram administradas via oral, atraves de gavagens, em um volume de 0,5 ml, duas
vezes por dia por um periodo de 3 dias. A dose de melhor efeito foi utilizada nos
protocolos com pre-tratamento de 5 dias e 7 dias antes da injecdo de carragenina. O
tratamento com MgCl, foi continuado apos a injecdo de carragenina até o 7° dia. A

figura 06 mostra o protocolo experimental de suplementacéo.
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Figura 06. Esquema ilustrativo do protocolo experimental de suplementacdo com o
Cloreto de magnésio (MgCl,).

3.8 Determinacéao do nivel de magnésio no soro

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol 2,5% (250 mg / kg de peso
corporal, ip). O sangue foi coletado do plexo venoso orbital em tubos heparinizados
antes da suplementacdo com cloreto de magnesio e da administracdo de racdo sem
magneésio, também foi medido ap6s 07 dias apos a suplementacdo e da inducdo da
deficiéncia de magnésio. Amostras de soro foram obtidas ap6s uma centrifugacdo a
baixa velocidade (2.500 rpm por 15 min) e um kit de diagnostico normalizado por
LABTEST-Magnésio ®, e um espectrofotbmetro foi usado na determinacao

spectrophotometria do magneésio sérico em 540 nm.

3.9 Drogas utilizadas e tratamento

O bloqueio farmacoldgico do receptor NMDA foi realizada por uma Unica

administracdo intraperitoneal do antagonista do receptor, MK-801 ( 0,1 mg/kg; 0,25
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mg/kg e 0,5 mg/kg) 30 min antes da injecdo de carragenina. O limiar nociceptivo foi
medido antes e depois (4, 6, 10, 24 - 168 horas) da inje¢&o de carragenina.

3.10 Imunohistoquimica do tecido extraido do subnucleo trigeminal da regido Sp5c

Os animais foram anestesiados com pentobarbital (60 mg/kg; i.v.) e depois
perfundidos com 100 ml de salina heparinizada, seguido de uma solu¢do contendo
paraformaldeido 4%, em 0.1M de tampédo fosfato (PBS) (pH 7,4). O tronco encefalico e
a medula espinhal superior foram removidos e fixados por 24 hora em formol, depois
foram desidratados e parafinizados para a realizagdo de cortes histolégicos a nivel da
porcdo caudal do nucleo trigeminal espinhal. Foi realizado ensaio imunohistoquimico
especifico para a deteccdo da expressdo da subunidade NR1 do receptor NMDA
segundo a metodologia descrita em Vale et al. (2006).

3.11 Isolamento do RNA total

O subnudcleo caudal do trigémeo de rato adulto macho foi obtido de cada
animal. A quantidade média de tecido isolado de cada amostra de animais foi de ~ 100
mg tecidos. Os tecidos foram pesados e armazenados a -80 ° C até ser utilizado para a
analise. RNA total foi isolado de cada amostra usando o kit Mini RNeasy (Qiagen,

EUA), de acordo com as instrucoes do fabricante.

Resumidamente, a trituracdo e homogenizacdo da amostra foi realizada no
QlAzol ™ Jise reagente (Qiagen, EUA) usando um disruptor de células composto por
uma ferramenta de velocidade rotatoria (Dremel 300-N/10, México) e laminas de aco
autoclavaveis (design préprio). ApoOs ruptura da membrana e a liberacdo de acido
nucléico para o meio, a solucdo foi centrifugada a 20.000 g por 5 min, e em seguida,
foram adicionado 200 uL de 1-Brom-3-cloro-propano (BCP - Fluka, EUA) para o
sobrenadante. Apds homogeneizacao e centrifugacao (15.000 g, 15min, 4°C) o conteudo
do tubo de 2 mL é separada em trés fases, e 0s RNAs impuros sdo encontrado na fase
limpida superior. Os passos a seguir consistem na montagem do RNA impuro em uma

coluna de rotagéo, a fim de remover as impurezas, utilizando etanol a 70%, e RW1 e
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buffers RPE. A elui¢do de alta pureza de &cidos nucléicos ocorre em RNase &gua. O
RNA obtido é quantificado em um NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, EUA).

3.12 Reagéo de transcriptase reversa

Para avaliar a expressdo génica de NMDA-1, 2 e 3, a RNA isolado foi
transformado em cDNA por uma reacao de transcriptase reversa usando um SuperScript
™ reverssa Il Transcriptase System (Invitrogen, EUA). Resumidamente, as amostras
de RNA (1 mg) foram incubadas com 4pul de iScript 5X ™ Mix Reacédo e 1ul de iScript
™ transcriptase reversa (Bio-Rad, EUA) em agua Milli-Q para um volume final de 20
ml. Esta reacéo foi ciclado a 25 ° C por 5 min, 42 ° C por 30 min, e 85 ° C por 5 min. O
cDNA sintetizado foi mantido em um freezer a -20 ° C até a sua amplificacdo por real-
time polymerase chain reaction (PCR - Reverse transcription polymerase chain

reaction/ Transcricao reversa da reacdo da cadeia de polimerase ).

3.13 PCR em tempo real (RT-PCR)

A expressdo génica de NMDA-1, 2 e 3 foi ensaiada usando um iQ5 Real- time
PCR  Detection System (Bio-Rad, EUA). A Fosfolipase A2 (3-
monooxygenase/tryptophan tirosina 5 monoxigenase ativacdo da proteina zeta
polipeptideo) foi usada como o gene referéncia (YHWAZ). Primers DNA para todos 0s
genes (Tabela 1) foram projetados com base em seqiiéncias de RNA mensageiro obtido
a partir do Centro Nacional de Informacbes sobre Biotecnologia (http:/
www.ncbi.nlm.nih.gov; acessada 04 de junho de 2010). Ensaios de PCR em tempo real
foram realizadas em um volume final de 25 mL de um meio contendo 12,5 mLiQ
Supermix (buffer padrdo para amplificagdo com reagentes tais como DNA polimerase,
dNTPs, tampdo e solucdo salina em concentracdes ideais para real-time PCR ensaios),
200 nM primers, e 2 mL de cDNA das amostras. Amostras negativas também foram
testados, com o cDNA sendo substituidos por autoclavado agua Milli-Q. As condicdes
de PCR foram as seguintes: um periodo de desnaturacdo inicial de 3 min a 95 ° C,
seguido por 40 ciclos de amplificagdo do gene. Cada ciclo consistiu de uma fase de

desnaturacéo inicial de 30 s em 95 ° C, seguida por uma fase de anelamento de 30 s em


http://en.wikipedia.org/wiki/Reverse_transcription_polymerase_chain_reaction
http://en.wikipedia.org/wiki/Reverse_transcription_polymerase_chain_reaction
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61 ° C e uma fase de extensdo de 45 s em 72 ° C. As amostras foram entdo submetidos a

uma etapa de extensdo de 3 mina 72 ° C.

Para garantir a especificidade da amplificagio aplicada (ie,
para determinar se os produtos formados sdo especificos para os genes testados),
construimos uma curva de fusdo (isto é, uma curva de fuséo) apos cada reacao, em que a
temperatura da reacdo foi posteriormente aumentado 1° C a cada 20 s, comec¢ando na
temperatura de emparelhamento de uma cartilha e terminando em 95° C. Todo o
processo de construcdo da curva, as mudancas na fluorescéncia, foram medidos, e 0s
dados obtidos com o software Sistema i1Q5 Optical (versdo 2.0; Bio-Rad) foram
baseados nos valores do ciclo limite, em que a fluorescéncia observada é de 10 vezes
maior do que a fluorescéncia basal para cada ensaio de PCR. Expressdo génica foi
obtida pela aplicacdo do método matematico de Pfaff et al. (1999).

3.14 Andlise estatistica

Os resultados sé@o expressos como a media = E.P.M. das medidas a partir de,
pelo, menos seis animais por grupo. Analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste
de Tukey serviram para comparacdo de médias. Teste t de Student foi utilizado para
comparar duas médias. Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.



50

RESULTADOS
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4. Resultados

4.1 Evolucédo temporal do efeito hipernociceptivo da artrite da ATM

induzida por carragenina

A injecdo intra-articular de uma unica dose de carragenina 5% resultou em
estado de hipernocicepcdo local prolongada, tempo-dependente, sensivel ao estimulo
mecanico do Von Frey, mostrado por uma clara diminuicdo no limiar de retirada da

cabeca.

A hipernocicepgdo induzida pela carragenina teve seu comego na 42 hora
(p<0.001, controle salina vs. carragenina 5%), tendo seu pico entre a 62 e a 122 hora
(p<0.001) e durou ateé a 1442 hora (p <0.05), retornando a niveis basais na 168? hora.

Particularmente os animais que receberam injecdo intra-articular de salina, na
ATM esquerda, ndo apresentaram nenhuma diferenca significante, quando comparados
o limiar antes da injecéo de carrragenina, e o limiar de retirada da cabega observado ao

longo de tempo (Figura 07).
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Figura 07. Evolucdo temporal do efeito hipernociceptivo da artrite induzida por
carragenina da ATM. Salina (10ul) ou carragenina (5%, 10 ml) foi injetada intrarticular
na ATM esquerda de ratos. O limiar nociceptivo (de retirada da cabeca) foi medido
antes e depois (4-192 horas) a injecéo por estimulacdo mecanica. Os pontos representam
a média £ E.P.M. do limiar da forca em gramas de seis animais por grupo. Asteriscos
indicam diferencas significativas (t Student, *** P <0,001, ** P <0,01 e * P <0,05) em

relacdo ao grupo salina.
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4.2 Intensidade de influxo celular induzido por carragenina na cavidade
articular da ATM de ratos

Na sexta hora apos a injecdo de carragenina, observou-se aumento significativo
no numero de células inflamatérias (p<0,01), o que demonstra uma atividade de
recrutamento celular, condizente com um processo inflamatorio classico causada pela
carragenina na ATM (Figura 08).
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Figura 08. Intensidade de influxo celular induzida pela carragenina na cavidade
articular da ATM de ratos. A carragenina (5 % ; 10 ul) foi injetada via intrarticular
na ATM esquerda de ratos Wistar. A ATM injetada foi lavada e o exudato articular foi
coletado na 42 62 e 122 hora apds a injecdao. O grupo controle recebeu veiculo (salina no
mesmo volume de injecdo ). Os resultados sdo apresentados como média + E.P.M. do
nimero total de células x 10° /ml. Asteriscos indicam a diferenca significativa (test T
student, ** p<0,01 e * p<0,05 em relacdo ao grupo salina).
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4.3 Efeito do antagonista do receptor NMDA na hipernocicepcdo orofacial

induzida por carragenina.

NoOs investigamos o papel dos receptores NMDA no efeito nociceptivo da artrite
da ATM induzida por carragenina. Com esse proposito, decidimos investigar o efeito do
pré-tratamento com MK-801 (0,1; 0,25 ou 0,5 mg/kg, i.p.) um antagonista do receptor
NMDA. Nossos resultados mostraram que MK-801 na dose de 0,5 mg/kg e 0,25 mg/Kg
produziram, de forma dose-dependente um aumento no limiar de retirada da cabeca
(Figura 09).

Na 42 hora ap0s a injecéo de carragenina, nenhum efeito significante do MK-801
foi observado quando comparado com o grupo controle. O limiar de retirada da cabeca
teve um aumento a partir da 62 hora (pico da hipernocicepcdo da carrragenina) (P
<0,001), levando a perceber que o efeito do MK-801 se deu, provavelmente, apenas
depois da 5% hora ap6s a administracdo dessa droga, haja vista que foi administrado

meia hora antes da injecdo de carrragenina.

A dose de 0,5 mg/kg alcangou seu efeito inibitorio maximo, tendo uma taxa de
145% de inibicdo da hipernocicepc¢édo, na 482 hora (p<0,001) e durou até a 1202 hora
(p<0,05) ap6s a injecdo de carragenina, podendo ter uma duracdo maior se
considerarmos que os animais com inflamacéo ja reduziam naturalemnte a nocicepcao
(Figura 09).
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Figura 09. Avaliacao do efeito antihipernociceptivo do antagonista do receptor NMDA,
MK-801, em artrite induzida por carragenina na ATM. MK-801 (0,1 , 0,25 ou 0,5
mg/kg) ou veiculo (salina) foi injetado ip 30 min antes da injecdo de carragenina
intrarticular (5%, 10 ul) na ATM esquerda. O limiar nociceptivo de retirada da cabeca
foi medido antes e depois (4-168 horas) da injecdo por estimulacdo mecénica do von
Frey eletronico. Os pontos representam a média + E.P.M. do limiar da forca em gramas
de seis animais por grupo. Asteriscos indicam diferencas significativas (ANOVA
seguido por teste de Bonferroni, *** P <0,001, ** P <0,01 e * P <0,05 em relacédo ao
grupo salina).
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4.4 Efeito da suplementacdo oral do cloreto de magnésio na hipernocicepcéo

orofacial induzida por carragenina.

Primeiramente foi desenhado um experimento com o objetivo de encontrar a
dose de MgCl, com efeito anti-nociceptivo. Foram testadas a administracdo de trés
doses 10 mg/kg, 30 mg/kg e 90 mg/kg (12/12 h; 3 dias de pré-tratamento). Esses
resultados mostraram um efeito dose dependente da inibicdo hipernociceptiva pelo
MgCl,, sendo a dose de 90mg/kg a que melhor inibiu a hipernocicepgdo de maneira
significante na 42, 62, 248 120-168? hora ap0s a injecdo de carragenina, apresentando um
inibicdo de 53% na 6% hora (p<0,001). Interessantemente, depois de 3 dias de pré-
tratamento com MgCly, o grupo que recebeu a dose de 90 mg/kg, mostrou um aumento
significante de 26% no limiar de retirada da cabeca (p<0,01), mesmo antes da injecédo
de carragenina quando comparado com o grupo controle (Figura 10).

Utilizando a dose de 90 mg/kg avaliamos o curso do tempo de pré-tratamento
com MgCl,. Nossos resultado mostraram um progressivo aumento no limiar de retirada
da cabeca em 5 e 7 dias de pré-tratamento, o qual foi significantemente maior ao longo
do tempo de desenvolvimento da hipernocicepcdo até a retomada de valores basais
desse limiar. Pudemos observar uma inibicdo desse limiar, na 62 hora apds a injecéo de
carragenina, cerca de 47% nos animais com 5 dias de pré-tratamento MgCl, (Figura
11A) , e de 105% nos animais com 7 dias de pre-tratamento com MgCl,, quando
comparado com o grupo de animais que receberam apenas injecdo de carragenina
(p<0,001) (Figura 11B).

Para verificar a concentracdo plasmatica de magnésio nos ratos que receberam a
suplementacdo de MgCl,, procuramos determinar a concentragdo plasmatica de
magnésio no soro no 3°, 5° e 7° dia apds o inicio da suplementacdo de MgCl,, antes da
injecdo de carragenina. Observou-se que o nivel plasmatico do magnésio foi
significativamente maior em todos os grupos tratados, subindo até 54% no 7° dia,
quando comparado aos valores basais na determinacao sérica de magnésio nos animiais

antes da suplementacéo (Figura 11C).
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Figura 10. Efeito antihipernociceptivo do cloreto de magnésio (MgCl,) na artrite
induzida por carragenina na ATM. Veiculo (H20) ou MgCl, (10, 30 ou 90 mg / kg) foi
administrado por via oral durante 3 dias (12/12 h) antes da injecdo de carragenina
intrarticular (5%, 10 ul) na ATM esquerda e também depois da injecdo, até a 1682 hora.
O limiar nociceptivo de retirada da cabeca foi medido antes e depois (4-168 horas) da
injecdo por estimulacdo mecanica. Os pontos representam a média = E.P.M. do limiar
da forca em gramas de seis animais por grupo. Asteriscos indicam diferencas
significativas (ANOVA seguido por teste de Bonferroni, *** P <0,001, ** P <0,01 e * P
<0,05 em relacdo ao controle).
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Figura 11. Evolucdo temporal do efeito antihipernociceptivo do Cloreto de Magnésio
(MgCl,) na artrite induzida por carragenina na ATM de ratos. Veiculo (V; H,0) ou
MgCI2 (90 mg / kg) administrado via oral, por 5 (Painel A) e 7 (Painel B) dias (12/12 h)
antes da injecdo de carragenina intrarticular (5%, 10ul) na ATM esquerda e apds a
injecdo de carragenina até a 1682 hora. O limiar nociceptivo de retirada da cabeca foi
medido antes e depois (4-168 horas) da injecdo através da estimulacdo mecénica. Os
pontos representam uma média = SEM do limiar da forca em gramas de sete animais
por grupo. Asteriscos indicam diferencas significativas (ANOVA seguido Por Teste de
Bonferroni, *** P <0,001, ** P <0,01 e * P <0,05 em relacdo ao controle). (Painel C)
nivel plasmatico sérico de magnésio em ratos alimentados com dieta normal (DN) e
suplementado com MgCl,, ap6s 3,5 e 7 dias. Animais foram tratados com Veiculo (V)
ou cloreto de magnésio (MgCl,; 90mg/kg; 12/12h). Os resultados sdo apresentados
como média + E.P.M. do magnésio plasmatico (mg / dl de sangue). Asteriscos indicam
diferencas significativas (teste t de "intervalo de confianca de 95%, *** P <0,001, ** P
<0,01 e * P <0,05 em relacéo ao veiculo) (# P <0,05 5 x 7 dias de tratamento).
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45 Efeito da deficiéncia de magnésio na hipernocicepcdo induzida por
carragenina.

Apos 9 dias do comeco da administracdo de uma dieta sem magnésio, 0s animais
mostraram uma significante diminuicdo do limiar de retirada da cabeca ao estimulo
mecanico do Von Frey, em cerca de 18,8% (p<0,001) quando comparado com o0 grupo
que recebeu uma dieta normal (Figura 12B), o limiar de retirada da cabeca foi realizado
antes e depois da injecdo de carragenina.

O magnésio plasmatico também foi medido para avaliar se realmente foi
alcancado o resultado de deplecdo, e observamos que apds 9 dias de administracdo de
racdo especial esses animais, como esperado, obtiveram uma significante diminuicédo
na concentracdo do magnésio plasmatico, cerca de 72%, quando comparado ao grupo
controle, os quais receberam ragcdo normal (Figura 12A).

Quatro horas depois da injecdo de carragenina, nos observamos diferenca entre o
grupo tratado com ragdo normal e o grupo tratado com ragdo depletada, efeito esse, que
durou até a sexta hora (efeito Maximo de diferenca do limiar nociceptivo ; p<0.001),
tendo essa diferenca desaparecido na 242 hora. Curiosamente, apds 96 horas da injecéo
de carragenina (p<0.05), essa diferenca ressurgiu, sendo mantida até a 120% hora
(p<0,001) de forma significativa (Figura 12B).

O pre-tratamento com MK-801 (0,5 mg/kg) exerceu um efeito preventivo no
desenvolvimento da hipernocicepcdo medida pelo limiar de retirada da cabeca,
mostrando um efeito preventivo na diminui¢do desse limiar causado pela deplecdo do
magnésio conjuntamente a injecdo de carragenina (p<0,001) ou somente pela deplecdo
do magnésio. O efeito maximo do MK-801 foi cerca de 100% (p<0,001) de inibicdo da
hipernocicepcdo causada pela injecdo de carragenina e pela deplecdo de magnésio
(Figura 12B).
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Figura 12. Efeito da deficiéncia de magnésio (9 dias) na hipernocicepcao induzida por
carragenina. A dieta especial livre de magnésio foi administrada por 9 dias antes da
carragenina e durante todos os outros dias do experimento. (A) nivel plasmatico sérico
de magnésio em ratos alimentados com dieta normal (DN) e dieta especial (DE) (livre
de magnésio), apos 9 dias. (B) Carragenina (5%, 10 ul) foi injetada intrarticular na
ATM esquerda de ratos. O limiar nociceptivo foi medido antes e depois (4-120 horas)
da injecdo de carragenina por processos de estimulacdo mecanica eletrénica (von Frey).
Os resultados séo apresentados como meédia £ E.P.M. do magnésio plasméatico mg/dl de
sangue (A) ou o limiar de forca em gramas (B). Asteriscos indicam diferencas
significativas (ANOVA seguido de Bonferroni, *** P <0,001, ** P <0,01 e * P <0,05).
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4.6 Imunohistoquimica para a subunidade NR1 fosforilada de tecido do subnucleo
caudal (Sp5C) de ratos.

Pela analise imunohistoquimica do tecido retirado da regido do subnucleo caudal
podemos sugerir que houve um aumento da subunidade NR1 fosforilada nessa regido
em animais com artrite induzida pela carragenina (Figura 13C) quando comparada com
0s animais controle que receberam apenas o veiculo (Naive) (Figura 13B). O tratamento
com a suplementacdo de MgCl, revelou uma diminuiugdo da imuno-marcacdo quando
comparada com o grupo de animais com artrite ndo tratados com a suplementacdo com
MgCls.

Podemos perceber, através da observacdo da figura 13D (contendo
fotomicrografias representativas das laminas), pela intensidade e quantidade de células
de coloracdo mais escurecida, que a carragenina revelou um possivel aumento na
fosforilacdo da subunidade NR1 (Figura 13D).

A deficiéncia de magnésio aumentou a imuno-marcacgdo tanto no grupo tratado
com salina intra-articular e no grupo injetado com carragenina intra-articular (Figuras
13E e 13F).
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Figura 13. Fotomicrografia da subunidade NR1 fosforilada. Imunomarcacdo do
subnucleo caudal (Sp5C) em cérebro de rato. A: controle negativo. Auséncia de
anticorpo primério; B: ratos Naive (veiculo); C: ratos submetidos a artrite induzida por
carragenina na ATM; D: ratos submetidos a artrite na ATM induzida por carragenina e
tratados com MgCl, (90 Mg/kg; 7 dias); E: ratos deficientes de magnésio ; F: ratos
deficientes de magnésio submetidos a artrite induzida por carragenina na ATM.
Aumento de 200x.



64

4.7 Expressao relativa de genes de RNAm das subunidades do receptor NMDA em
tecido de subnucleo caudal (Sp5c) de ratos

A expressdo relativa quantitativa de trés genes relacionadps as subunidades do
receptor NMDA foi investigada em amostras de tecidos obtidos a partir de subntcleo
caudal do complexo trigéminal de ratos. Os RNAm das subunidades NMDARL1 (NR1),
NMDAR2B (NR2B), NMDARS3 (NR3) foram expressos (Figuras 14 e 15), e seus perfis
de expressdo alterada de acordo com a exposi¢do aos tratamentos de suplementacéo
com MgCl;, ou deficiéncia de magnésio e inducdo de uma inflamacdo da ATM (artrite)

com carragenina.

A artrite na articulagdo temporomandibular induzida por carragenina aumentou
significativamente a expressdo do RNAm para a subunidade NR1 (p <0,05) quando
comparados aos ratos naive. O tratamento com a suplementacdo com MgCl, néo
modificou a expressdo NR1 quando comparado ao grupo ndo tratado, pois néo
apresentou diferenca significativa quando comparados ao grupo naive (p <0,05; Figura
14A).

Com relagdo a subunidade NR2B nédo houve diferencas entre o grupo naive e 0
grupo com artrite induzida por carragenina. Embora tenha havido uma diminui¢do na
expressdo dessa subunidade em ratos artriticos tratados com a suplementacdo de MgCl,,

quando comparado com o grupo naive (p <0,05; Figura 14B).

O estudo da expressdo NR3 mostrou que esta subunidade sofreu pouca
alteracdo, mas essa alteracdo foi significativa no grupo com artrite induzida por
carragenina, quando comparado aos animais naive (p <0,05; Figura 14C) e o tratamento
com suplementacdo de MgCl, aumentou significativamente também a expressdo dessa
subunidade (p <0,05; Figura 14C).

A deficiéncia de magnésio mostrou um aumento significativo na expressao do
NR1 (p <0,05) quando comparado aos animais naive (Figura 15A). Embora, quando a

artrite por carragenina é induzida na ATM em animais deficientes de magnésio, a
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expressdo do NR1 diminui em relacdo ao grupo naive (p <0,05; Figura 15A).A
expressdo da subunidade NR3 pareceu acompanhar o aumento da subunidade NR1,

estando supra-regulada, também na deficiéncia de magnésio (Figura 15C).

Resumindo: a inje¢do de carragenina em animais deficientes de magnésio
diminui a expressdo da subunidade NR1. No que diz respeito a subunidade NR2B a
deficiencia de magnésio ndo modificou a expressao desta subunidade nem em animais
com atrite nem em animias sem artrite da ATM (Figura 15B). A subunidade NR3
mostrou-se significativamente supra-regulada em animais deficientes de magnésio (p
<0,05) sem diferencas entre grupo injetado com carragenina e 0s animais ndo injetados
(Figura 15C).
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Figure 14. Expressdo quantitativa relativa de RNAm dos subtipos R-NMDA NR1
(NMDA1), NR2B (NMDA2) e NR3 (NMDA3) em amostras do subnucleo caudal de
ratos artriticos tratados com cloreto de magnésio. Agua (V; veiculo) ou MgCI2 (90
mg/kg) foi administrado por via oral durante 7 dias (12/12 h) antes da injecdo de
carragenina intrarticular (5%, 10 ul) na ATM esquerda. A expressdo dos genes NR1,
NR2B e NR3 foi avaliada em amostras da regido do subnucleo caudal do complexo
trigeminal. Os dados sdo apresentados como médias + DP de 4 animais. * p <0,05
comparado ao grupo controle (Naive, Holm-Sidak teste).
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Figura 15. Expressdo quantitativa relativa de RNAm dos subtipos R-NMDA, NR1
(NMDA1), NR2B (NMDA2) e NR3 (NMDA3) em amostras do subnucleo caudal de
ratos artriticos com deficiéncia de magnésio. Salina (S) ou carragenina (Cg, 5 %, 10 pl)
foi injetado intrarticular na ATM esquerda de ratos alimentados com dieta livre de
magnésio. O grupo Naive foi tratado com dieta normal. A expressdo dos genes NR1,
NR2B e NR3 foi avaliada em amostras da regido do subnucleo caudal do complexo
trigeminal. Os dados sdo apresentados como médias + DP de 4 animais. * p <0,05

comparado ao grupo controle (Naive, Holm-Sidak teste).
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5. Discussao

As dores orofaciais sdo oriundas de doencas ou disturbios funcionais que
envolvem o aparelho mastigatorio, particularmente a cavidade oral, dentes, maxilares,
ATM e os musculos da mastigacdo. A cavidade oral e sistema mastigatorio abrigam
diversas fungdes cotidianas como mastigar, engolir, fala, sorrir, etc que séo a esséncia
da nossa humanidade. A importancia dessas estruturas estd realcada nos reflexos
integradores das suas funcdes bem como a extensa area representada no cortex cerebral
somatossensorial ou motor. Outra caracteristica da dor orofacial é que as vias nervosas
que participam da veiculacdo desse tipo de sensibilidade fazem parte do complexo
sistema trigeminal. Esse complexo produz uma vasta convergéncia de informac6es de
areas bem distintas da cabeca, 0 que ja é reconhecido por causar o fendmeno da dor
referida. As dores orofaciais sdo de diversos tipos, mas podem ser classificadas como de
origem dental ou de origem ndo dental. As disfungdes temporomandibulares incluem
um numero de problemas clinicos que envolvem tanto a musculatura mastigatéria como
a ATM propriamente dita (OKESON, 1996).

A ATM é uma articulacdo complexa e é Gnica em muitos aspectos, mas esta
sujeita aos mesmos distdrbios das outras articulacdes sinoviais. A sua disfuncdo é
caracterizada por induzir e manter uma condicdo inflamatoria de artrite, assim como
ocorre em qualquer outra articulacdo (SESSLE, 2003). As dores provenientes da lesdo
ou disfuncdo das estruturas da ATM sdo a principal causa de dor de origem ndo dental
na regido orofacial (LIPTON et al., 1993).

Existem muitos modelos experimentais descritos para o estudo das algias
provinientes dessa articulacdo, entretanto nenhum mimetiza de forma completa o
processo de disfuncdo temporomandibular, visto que € multifatorial. Entretanto a
inflamacdo da ATM causa dor e 0 processo nociceptivo gerado pela inflamacéo de suas
estruturas pode mimetizar alguns aspectos importantes da dor orofacial ligada as DTMs.
O modelo escolhido na presente investigacdo fornece os diversos aspectos ligados a
inflamacéo e dor da ATM, entretanto, assim como 0s outros modelos, ndo mimetiza por

completo a condicdo vista na clinica. Mesmo assim nos permite estudar a via trigeminal
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na transmissdao do processo nociceptivo na regido orofacial, que na verdade é o intuito
do trabalho.

Em nosso estudo utilizamos um modelo de inflamacdo da ATM induzida pela
injecdo de carragenina (DENADAI-SOUZA et al., 2009). A carragenina é um agente
flogistico utilizado em diversos modelos classicos de inflamacdo. Trata-se de um
extrato solivel em &gua derivada da carragenina, musgo irlandés, uma alga marinha
encontrada nas costas do Atlantico da Europa e na América do Norte, muito utilizada
para induzir a reacdo inflamatéria aguda em animais experimentais (GARCIA et al.,
1993), ocasionando alteracdo vascular que desencadeia o acUmulo de liquido e
leuctcitos nos tecidos extravasculares e na producdo de diversos mediadores ligados ao
processo inflamatdrio (SPILLER, 2003). Tem reconhecida atividade hiperalgésica e de
producdo de diversos mediadores da inflamacdo e da dor. Ja foi demonstrado por
diversos autores gque carragenina, quando injetada na pata ou na articulacédo do joelho de
ratos, induz a producdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-1, IL-6, IL-8),
prostaglandinas, leucotrienos, bradicinina, aminas simpatomiméticas, 6xido nitrico,
histamina, serotonina (TONUSSI & FERREIRA, 1992, 1997, 1999) . No joelho de
ratos, seus efeitos nociceptivos sdo inibidos por analgésicos periféricos e
antiinflamatdrios como a indometacina, diclofenaco, dipirona e analgésicos centrais
como a morfina, assim como também por drogas que interfiram na sintese dos
mediadores supracitados como glicocorticoides, talidomida, antagonistas do receptor da
bradicinina (TONUSSI & FERREIRA, 1992, 1997, 1999).

Pudemos observar, em nosso modelo de inflamacdo da ATM pela carragenina
gue uma unica injecdo intra-articular desse agente provoca resposta hipernociceptiva
com caracteristica persistente. A hipernocicepc¢ao induzida por carragenina na regido da
ATM, em nosso estudo, foi duradoura e se prolongou até o sexto dia (144 horas apds a
injecdo). Apos este ponto o limiar de retirada da cabeca foi quase igual ao limiar basal
(antes da injecdo de carragenina). A hipernocicepc¢do causada no animal era comparada
com o animal controle, e era realizado através da medicdo do limiar de forca de pressdo
na ATM inflamada, até que o animal mostrasse algum sinal de incomodo, como flintch,
retirada da cabega ou sinal sonoro. No entanto para padronizar as medic¢des decidimos
escolher a retirada da cabeca como sinal de incbmodo que representasse reagdo a

hipernocicepcao.
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No estudo de Denadai-Souza et al. (2009) foi observado o efeito da carragenina
no desenvolvimento do processo de artrite da ATM. Esse autor demonstrou que a
carragenina induz uma resposta hipernociceptiva duradoura, avaliada pelo pardmetro do
limiar de retirada da cabeca, que foi diminuida em relacdo ao grupo controle. Esse
aspecto comportamental durou mais de 168 horas. Além disso, esse efeito
hipernociceptivo foi acompanhado por um processo inflamatério incluindo exsudato
plasmatico, aumento da atividade da mieloperoxidase e da concentracdo do TNF-a, bem
como o recrutamento de leucécitos. A artrite da ATM por carragenina leva a uma
condicdo inflamatoria longa e progressiva.

E interessante comparar a hipernocicepcio induzida por carragenina na ATM
com a hipernocicepgdo produzida no joelho de ratos. Apesar se serem produzidos 0s
mesmos tipos de mediadores hiperalgésicos ha uma clara diferenca na cinética de
hipernocicepcdo. No modelo de incapacitacdo articular do joelho o pico nociceptivo
acontece na 3% e 42 hora caindo para 0s niveis basais apés a 62 hora (TONUSSI &
FERREIRA, 1992). Como vemos, 0 processo € mais demorado na ATM tanto no que

diz respeito ao pico quanto ao retorno ao nivel basal.

Na clinica a articulacdo temporomandibular ¢ uma estrutura de particular
interesse devido a sua ligagcdo com outras estruturas que sdo essenciais para hemostasia,
por exemplo, a inflamacdo da ATM pode desencadear a atividade de mdsculos da
mastigacdo, acompanhado por exames eletromiograficos (FRICTON, 2003). Esse fato
demonstra que a nocicep¢do gerada na ATM, além do processo doloroso, pode
desencadear um reflexo de contracdo dos musculos da prépria articulagdo, o que pode
levar a um desgaste das estruturas da articulacdo, dos dentes e provocar cefaléais
secundarias. A complexidade dessa articulacdo, bem como a inervacdo por um sistema

diferenciado pode ser a explicacdo para as diferencas entre a artrite do joelho e da ATM.

Pacientes que apresentam um quadro de dor funcional na articulacdo
temporomandibular (ATM) geralmente apresentam essa condi¢cdo acompanhada de um
edema na regido articular, e normalmente reportam que a area ao redor do edema
também se apresenta sensivel ao toque. A palpacdo suave sobre a pele freqlientemente

revela uma resposta dolorosa do paciente (hiperalgesia e alodinia), sendo que essa
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sensibilidade é em parte devido a uma acdo periférica dos mediadores do processo
inflamatorio, os quais séo liberados no local da injuria. Em estados de dor cronica, a
sensibilidade central torna-se um fator de maior relevancia, caracterizando uma
disfuncdo temporomandibular tipica (OKESON, 2006).

Os clinicos suspeitam que, com o passar do tempo, as DTMs inflamatorias
dolorosas tornam-se muito refratarias ao tratamento, indicando uma cronificacdo do
processo nociceptivo. 1sso pode ser devido a ativacdo do receptor NMDA e a sua acdo
excitotoxica (TOREBJORK et al., 1992). O processo inflamatdrio que se instala nessa
articulacdo parece ser mediado por um mecanismo neurogénico, via a liberacdo de
neuropeptidios (como a substancia P), principalmente neurocininas e o fator relacionado
com o gene da calcitonina (ALEY & LEVINE, 2002). Esses neuropeptidios sdo
expressos no ganglio trigeminal (WIDENFALK & WIBERG, 1990), e séo
transportados de forma anterdgrada através das fibras que inervam a ATM tanto em
ratos (KIDO et al., 1993; UDDMAN et al., 1998) como em humanos (HAEUCHI et al.,
1999). Este processo pode se relacionar com a cronicidade e com respostas terapicas
recalcitrantes (DUBNER et al., 2004). Esse processo quimico envolvido na producao da
sensibilizacdo periférica inclui, ndo apenas os produtos quimicos diretamente
relacionados a lesdo tecidual, mas tambeém a liberacdo de neurotransmissores pelas
proprias terminacdes dos aferentes periféricos. 1sso explica a alta responsividade aos
estimulos mecanicos no local da lesdo, a sensibilizacdo periférica ou hiperalgesia
primaria e a subsequiente sensibilizacdo de neurdnios centrais no processamento da
nocicepcdo gerada perifericamente (DUBNER, 1997; SESSLE, 2003). Esses fatores
levam a uma perda da distincdo entre informacdo nociceptiva de alta freqiiéncia e

mecanoestimulacdo de baixa freqiiéncia (SATO et al., 2005).

Outros modelos de artrite da articulacdo temporomandibular também séo
propostos na literatura utilizando vérias substancias algicas diferentes, como, por
exemplo, o Zymosan (CHAVES et al.,2011), o qual possui a capacidade de aumentar a
migracdo de leucdcitos, extravasamento celular, ativacdo da expressdao de 6xido nitrico,
acumulo de neutrofilos e hipernocicep¢do mecanica, no entanto essa hipernocicepcao é

aguda, sendo debelada em torno de 24 a 48 horas.
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Na tentativa de validar o modelo proposto por Denadai-Souza et al (2009) nos
propusemos a avaliar o influxo celular para a cavidade celular. Esse parametro foi usado
como uma forma de verificar a eficicia da injecdo e da carragenina utilizada. Através da
analise da contagem celular no liquido articular, nosso estudo demonstrou haver um
aumento significativo no influxo celular para a cavidade articular, comprovando o
processo inflamatorio através desse sinal classico de inflamag&o. O aumento na 62 e na
128 hora, coincide, com o pico de hipernocicepcdo observado na avaliagdo
comportamental, estando esse resultado de acordo com resultados de Denadai-Souza et
al (2009).

O modelo com carragenina é amplamente utilizado para modelos de avaliacéo de
processos nociceptivos devido manter um processo inflamatorio prolongado mantendo
altos niveis de extravasamento celular ap6s uma unica injecdo (DENADAI-SOUZA et
al., 2009), aléem de provocar tambem um aumento na concentracdo de TNFo e IL-1 no
liquido sinovial e um aumento na atividade de mieloperoxidase, tendo um pico nos
niveis desses mediadores em torno de 6 a 24 horas, coincidindo com o pico de
hipernocicepcdo (DENADAI-SOUZA et al., 2009).

Esses achados indicam que os aferentes primarios sdo de fundamental
importancia no processo nociceptivo gerado pela carragenina, haja vista os resultados
obtidos a partir dos dados comportamentais, que indicam uma sensibilidade periférica a
pressdo na regido inflamada pela carragenina, sendo esses aferentes suficientes para a
inducdo da hiperatividade neuronal que pode causar uma supra-regulacdo de
mediadores como a substancia P, o CGRP e a IL-1B a nivel central, assim como a
fosforilacdo do receptor NMDA (WANG et al., 2010), levando um quadro de

sensibilizacao central.

A sensibilizacdo central tem um papel crucial na patogénese de condicdes
dolorosas cronicas, como é o caso das disfuncGes temporomandibulares inflamatorias,
tendo esse assunto recebido grande atencdo nos ultimos anos (CODERRE et al., 1993;
DUBNER, 1997), levando-se em conta o papel dos receptores NMDA. Para uma
melhor compreensdo do papel desses receptores e do magnésio no processamento
central da hipernocicepcdo de artrite da ATM pela via trigeminal, examinamos o papel

desses receptores no subnucleo caudal e a sua ativagédo pelo glutamato.
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Foi necessario um estudo piloto inicialmente para se determinar a dose do
antagonista especifico do receptor NMDA, MK-801, que, de forma mais eficaz,
demonstrasse um efeito inibitério da hipernocicepcdo gerada pela carragenina i.art., e
para isso utilizamos as doses de 0,1 mg/kg, 0,25 mg/kg e 0,5 mg/kg. A melhor dose
encontrada, ou seja, a que melhor inibiu o processo nociceptivo foi a dose de 0,5 mg/kg.

Essa dose foi administrada na forma de pré-tratamento, antes da injecdo de
carragenina, com o intuito de estabelecer um bloqueio “total” desses receptores, para
que assim pudéssemos estabelecer o grau de influéncia que eles possuem na
hipernocicepcdo mediada pela via trigeminal na regido Sp5c. E esse procedimento nos
mostrou que esses receptores, quando bloqueados, reduzem em até 100% a
hipernocicepcdo gerada pela carragenina na ATM, aumentando, inclusive, o limiar de
retirada da cabeca medido antes de comecar a inducéo da artrite.

Esse bloqueio do receptor NMDA pelo antagonista, MK-801, foi dose-
dependente e essa inibicdo da hipernocicepgdo apresentou um efeito de longa duracéo,
que tendo sido detectada até 120 horas apds uma Unica injecdo. Similar aos nossos
resultados, outros estudos investigaram um tratamento preventivo com MK-801 (0,5,
0,6 ou 1 mg/ kg / dia, i.p.) (DAVAR et al., 1991; BEGON et al., 2000). Nestes estudos
0 MK-801 reduziu a hiperalgesia mecanica e térmica em modelos de dor neuropética
mais rapidamente e com maior magnitude quando comparado aos resultados obtidos em
nossos experimentos. Embora, nessas doses, 0 MK-801, muitas vezes possa induzir
comportamentos estereotipados (movimentos bruscos, perda de equilibrio, perda de
coordenacdo dos movimentos e ataxia) n6s ndo observamos esses efeitos em nossos
experimentos (dados ndo mostrados). Esse tipo de comportamento estereotipado
também ndo foi observado por Begon et al. (2001) e Chiang et al. (1997) os quais

utilizaram doses como 0,5 e 1 mg/kg.

Com esses experimentos sugerimos a participacdo do receptor NMDA na
hipernocicepcdo gerada pela via trigeminal, haja vista, 0s dados comportamentais da
hipernocicepcdo que obtivemos com o bloqueio do MK-801 nesses receptores. O
bloqueio dos receptores NMDA através de uma unica injecdo do seu antagonista é

capaz de inibir a hipernocicepgdo do comeco ao fim. Muito provavelmente a inibicéo
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das primeiras horas de hipernocicepgdo, incluindo o pico, deva-se a atividade de
blogueio do receptor. Entretanto como 0 processo nociceptivo da carragenina na ATM
dura bem mais do que 6 horas, sugerimos que o bloqueio das primeiras horas é
responsavel também pela ndo continuidade do processo nociceptivo, visto que 0s
animais tratados com MK-801 (na melhor dose) ndo desenvolvem o fenémeno
hipernociceptivo a partir da 62 hora. E interessante notar que na 42 hora o antagonista
ainda ndo demonstra efeito, somente a partir de 62 hora o efeito aparece. Isso sugere que
os receptores NMDA devem ser mais participativos no horario de pico e nas horas
subsequentes. Nas fases iniciais outros receptores devem ser mais importantes. O efeito
do antagonista também nos leva a pensar em outros moduladores que interferem no
funcionamento do receptor NMDA, blogueando ou modulando a passagem de célcio
através desse receptor, poderia prover um efeito inibitorio satisfatério sobre a

hipernocicepc¢do mediada pela via trigeminal.

Em relagdo ao glutamato, os receptores NMDA e a DTM, tem sido observado
que os portadores de DTM e cefaléias, relacionada a DTM, possuem elevados niveis
plasmaticos de glutamato e aspartato durante as crises (ALTURA e ALTURA, 2001;
JAEGER, 2003). Supde-se que glutamato seja armazenado nos eritrocitos, portanto
deve haver alguma deficiéncia no mecanismo de recaptura do glutamato nos eritrocitos
dos pacientes portadores de enxaqueca relacionado a DTM (FICHER et al., 2000). A
relacdo entre os niveis plasmaticos elevados de glutamato e a ativacdo do receptor
NMDA, no SNC quando as fibras C sdo ativadas devido a uma DTM, possivelmente se
da devido aos disparos consecutivos gerados pelo processo inflamatério artritico. 1sso
gera uma maior liberacdo de glutamato e uma maior sensibilizacdo na populacdo de
receptores NMDA, ocasionando um processo de hiperalgesia (SESSLE, 2003;
DUBNER, 2004).

Entendendo que o magnésio é um modulador fisioldgico do receptor NMDA,
possuindo um papel importante no blogueio da abertura do canal pelo glutamato, nés
investigamos o efeito da suplementacdo de magnésio e da deficiéncia de magnésio no

processo de hipernocicepcao da via trigeminal.

Em nosso estudo observamos o efeito da suplementagdo com MgCls,, sendo essa

substancia capaz de reduzir significativamente o comportamento hipernociceptivo
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relacionado com artrite da ATM. A escolha desse sal de magnésio é justificada pela sua
via de administracdo ser mais segura e ter maior grau de absor¢ao, segundo a literatura,
dentre os outros sais de magnésio administrados via oral (SPASQV et al., 2010; FIROZ
& GRABER, 2001; WHITE et al., 1992), além de ser também uma substancia ja

comercialmente utilizada para tratamento de reposi¢cdo mineral.

Testamos trés doses de MgCl, via oral a de 10 mg/kg, 30 mg/kg e 90 mg/kg
como pré-tratamento 3 dias anteriores a injecdo de carragenina, e descobrimos que a
dose de 90 mg/kg apresentou o melhor efeito inibitério no comportamento
hipernociceptivo, apds esses 3 dias. Por essa razdo, nos utilizamos essa dose nos
experimentos seguintes, investigando o efeito dessa dose apds 5 e 7 dias de pré-
tratamento com a suplementacéo de MgCl..

Os resultados obtidos em nosso estudo mostram, pela primeira vez, que a
administracdo repetida de MgCl, € capaz de reverter parcialmente o quadro de
hipernocicepcdo gerado pela carragenina alterando o limiar de retirada da cabeca no
modelo animal de artrite da ATM. Esse fato € consistente com outros estudos os quais
mostraram que a suplementacdo de sais de magnésio € capaz de reverter quadros de
hipernocicepcdo animal (BEGON et al., 2000). Observou-se que o melhor protocolo
experimental de administracdo de cloreto de magnésio foi um pré-tratamento de sete
dias antes da injecdo de carragenina. Nesse protocolo, usando a dose de 90 mg/kg,
observamos que essa dose foi a que inibiu de forma mais aficaz a hipernocicepcéo,
chegando também a atingir a maior concentracdo plasmatica, apos esse periodo de 7

dias, sem, no entanto, apresentar efeitos adversos.

Alguns autores reportaram haver uma direta relacdo entre os niveis de magnésio
plasmatico e doencas neurodegenerativas, havendo uma relacdo inversa entre elas, ou
seja, baixos niveis de ios magnésio pareciam estar associados a doencas como
Alzheimer e convulsdes (VINK et al., 2009).

Estudos de Crosby et al. (2000) mostraram que a concentracdo de magnésio no
soro chega a 1 mmol/l, apés a administracdo endovenosa de 500 mg de cloreto de
magnésio no tratamento da dor neuropatica em pacientes com cancer. Além disso, eles

mostraram que esta concentragdo ndo apresentava efeitos colaterais (como diarréia,
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desorientacdo, descoordenacdo motora, dificuldade de respirar, paralisia muscular e
irritacdo). Considerando que ndo ha diretrizes rigidas na escolha ideal da dose de
magnésio, tentamos evitar efeitos toxicos do magnésio, tendo o cuidado de ndo deixar o
nivel plasmatico de magnésio ser superior a 3 mmol/l (FELSBY et al., 1995). Em
nossos experimentos, no sétimo dia apdés o comeco da suplementacdo, o nivel de
magnésio plasmatico se apresentou em cerca de 1,1 mmol/l no plasma sanguineo, sendo

essa taxa ainda abaixo dos niveis toxicos.

Da mesma forma Begon et al. (2000) mostraram o efeito de 5 dias de tratamento
com suplementacédo de sulfato de magnésio, demostrando que a administracao de sulfato
de magnésio reverteu significativamente a hiperalgesia mecanica na neuropatia em ratos
diabéticos com a mesma eficacia do antagonista do receptor NMDA, o MK-801. No
experimento com o modelo de neuropatia por lesdo nervosa, 0 mesmo autor relatou que
esse mesmo sal, o sulfato de magnésio, no primeiro dia de tratamento, j& foi capaz de

reduzir a hiperalgesia de forma significativa em ratos neuropaticos.

A suplementacdo oral com MgCl, mostrou um efeito potencialmente protetor
contra a hipernocicepgdo, provavelmente interferindo no processamento central da
hipernocicepcao, nos receptores NMDA, reduzindo o comportamento hipernociceptivo
causado pela carragenina na ATM de ratos, como mostram nossos resultados. Nés nédo
fizemos experimentos que pudessem comprovar o nivel central de alcance da
suplementacdo oral, pois isso teria que ser determinado através da dosagem no liquor.
Entretanto a literatura cita que magnésio alcanca o sistema nervoso central. Hallack et
al. (1994) encontrou uma significativa concentracdo de magnésio no liquido
cefalorraquidiano e na medula espinhal apds a administracdo de sulfato de magnésio
intraperitoneal, e alimentacdo enriquecida com magnésio, mostrando que o magnésio é
capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica, podendo entdo chegar aos receptores
NMDA a nivel central.

A literatura mostra varios estudos com os efeitos analgésicos da suplementacéo
do magnésio, mostrando que esse € capaz de provocar uma melhora em quadro de dores
ou hiperalgesia de varias origens como: cefaléias (ALTURA & ALTURA., 2001), dor
provinda de canceres (CROSBY et al., 2000) e dores neuropaticas (BRILL et al., 2002)

além de demonstrar também que a deficiéncia do magnésio no organismo pode levar a
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Varias consequéncias como respostas mais agugadas a estimulos nocivos e a inflamagéo
(MAZUR et al., 2007).

Existem, atualmente antagonistas ndo seletivos dos receptores NMDA
disponiveis para uso clinico. No entanto, varios compostos aprovados para uso em seres
humanos, mas tendo indicagdes de uso em outras enfermidade, possuem significativas
propriedades bloqueadoras do receptor NMDA. Dentre essas podemos citar a
quetamina, 0 MK-801 e o magnésio, sendo esses 0s de maior interesse atualmente.
Infelizmente, os beneficios de substanicas como a quetamina e 0 MK-801 podem ser
limitadas devido a grande quantidade de efeitos colaterais, pois ambos 0s compostos
afetam a sinalizacdo do receptor NMDA em outras funcbes, além da nocicepcgdo
(LODGE & JONHSON., 1990; LO et al., 1998; KOVACIC et al., 2010). O Ifenprodil é
uma droga antagonista de receptores NMDA que bloqueia seletivamente a subunidade
NR2B, mas ainda € pouco estudado do ponto de vista clinico, sendo utilizada
basicamente no tratamento da claudicacdo intermitente. Logo temos a hipotese de que o
uso racional do magnésio em doses controladas pode ser clinicamente Gtil e com bem
menos efeitos colaterais. Em um estudo clinico inicial, Liu et al. (2001) demonstrou que
os dois compostos, magnésio e quetamina, combinados de fato potencializam um ao
outro e que a administracdo de ambas reduzem o consumo de morfina pos-operatéria

mais do que cada composto utilizado individualmente.

Com tudo isso, podemos sugerir que o magnésio possui um papel central
importante na modulacdo da ativacdo dos receptores NMDA e, conseqlientemente, no
processo hipernociceptivo. Esses resultados também demonstram que a falta de
magnésio poderia facilitar o processo de sensibilizacdo das vias nociceptivas no
subnucleo caudal envolvendo uma maiors ativacdo dos receptores NMDA, levando a

uma diminuicao do limiar de nocicepcéo.

Outro elemento a ser considerado seria 0 decréscimo nos niveis de magnésio. A
literatura reporta que os ions de magnésio normalmente bloqueiam os canais de célcio
nos receptores NMDA (SUTOR et al., 1987), ndo permitindo o influxo de calcio pelo
canal desse receptor. O Magnésio tem uma reconhecida atividade antagdnica ao calcio
na liberacdo de neurotransmissores (DEL CASTILLO & STARK, 1952; DEL
CASTILLO & ENGBAEK, 1954; HUTTER & KOSTIAL, 1954). A ocorréncia de
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decréscimo nos niveis de magnésio disponivel no meio extracelular permite maior
influxo de célcio e a despolarizacdo dos neurdnios, provavelmente com uma maior
liberacdo de glutamato. Tem sido também observado que existe um decréscimo no nivel
de magnésio entre os ataques de enxaqueca, 0 qual pode tender a aumentar a auto-
regulacdo dos receptores NMDA. Alguns estudos observaram uma melhora no quadro
de cefaléias relacionadas com a suplementacdo de magnésio (ALTURA & ALTURA,
2001).

Para determinar o efeito da deficiéncia de magnésio observamos o
desenvolvimento de uma hipernocicep¢do mecanica, medida pelo limiar de retirada da
cabeca no grupo com deficiéncia de magnésio com artrite induzida pela injecdo de
carragenina, e comparamos com 0 grupo que recebeu dieta normal e mesma injecéo de
carragenina. Pudemos demonstrar que a deficiéncia de magnésio foi capaz de induzir
um estado de hiperalgesia, pois o limiar nociceptivo do grupo com dieta livre de
magnesio permaneceu inferior ao do grupo com dieta normal ao longo de todas as 120
horas do experimento. Na verdade, consistente com outros estudos experimentais
(DUBRAY et al, 1997; ALLOUI et al., 2003), observamos, em nosso modelo, que a
deficiéncia de magnésio promove um efeito hipernociceptivo e que o MK-801 apresenta
um efeito protetor sobre este processo hipernociceptivo capaz de reverter de forma
eficaz a hipernocicepcdo associada a deficiéncia de magnesio, da mesma forma como
mostrado em outros estudos (DAVAR et al., 1991).

Além disso, o grupo com dieta livre de magnésio, que ndo recebeu carragenina
apresentou um limiar mais baixo, quando comparado com seu limiar basal,
considerando limiar basal o tempo antes da administracdo da dieta livre de magnésio.
Deve-se também considerar o fato que a deficiéncia de magnésio pode alterar as
subpopulacBes de leucdcitos e levar ao aumento de interleucina-6, exacerbando o
processo inflamatorio gerado pela artrite da ATM, por si sé (DAE et al.,2010),

mostrando o potencial nocivo da falta desta substancia no organismo.

Estudo anterior demonstrou que a deficiéncia de magnésio induz uma
sensibilizacdo das vias nociceptivas da medula espinhal, envolvendo receptores NMDA
e ndo NMDA nesse processo (BEGON et al.,, 2001). Outro autor mostrou que a

suplementacdo de magnésio diminuiu o efeito de aminoacidos excitatérios no sistema
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nervoso central, sugerindo que a dor continua e comportamentos hipernociceptivos séo

fendmenos interligados mediados por esse mesmo receptor (FERIA et al., 1993).

Em alguns trabalhos experimentais (ALLOUI et al, 2003; BEGON et al., 2001)
a hipomagnesemia foi definida como um nivel de magnésio no soro inferior a 1,8 mg /
dL (<0,74 mmol / L). Em nossos experimentos, a hipomagnesemia foi induzida pela
ingestdo inadequada de magnésio através da administracdo de dieta especial livre de
magnésio e agua deionizada. Alloui et al. (2003), ap6s 10 dias da administracao de dieta
livre de magnésio, induziu hiperalgesia mecéanica e Begon et al. (2001) mostrou 0s
mesmos resultados apds 9 dias da mesma dieta. Da mesma forma, obtivemos uma
hipomagnesemia induzida por um periodo de 9 dias de administracdo de uma dieta livre
de magnésio, e medimos os niveis plasmaticos de magnesio, que mostraram uma
diferenca significativa em relagdo aos niveis basais (antes da dieta alimentar livre de
magnésio). A resposta comportamental que obtivemos, diminuig&o do limiar de retirada
da cabeca, foi condizente com o quadro de inducdo de deficiéncia de magneésio

investigada antes e ap6s a inducdo da artrite com carragenina.

Com 0s nossos resultados conseguimos determinar que ha um relacdo direta
entre 0 0s niveis plasmaticos de magnésio e a intensidade da nocicepc¢éo induzida por
carragenina, existindo a possibilidade do magnésio modular a ativacdo do receptor
NMDA. Entdo decidimos investigar se esses fatores poderiam alterar a expresséo
relativa das subunidades do receptor NMDA e na fosforilacdo da subunidade NR1, o
que é fundamental para formacao desse receptor, na regido Sp5c da medula espinhal, a
qual recebe as informacdes dos estimulos nociceptivos da ATM. Entéo, nds observamos
através de uma andlise de RT-PCR, a expressdo relativa de subunidades dos receptores
NMDA, e através da andlise de imunohistoquimica, a fosforilacdo da subunidade NR1,
em seguida tentamos relacionar com os resultados comportamentais da hipernocicepc¢éo

causada pela carragenina na ATM.

A andlise imunohistoguimica do tecido retirado da regido do subnucleo caudal
trigeminal (Sp5c) sugeriu que houve um aumento da subunidade NR1 fosforilada nessa
regido em animais com artrite induzida pela carragenina, quando comparada com o0s
animais naive, e o tratamento com a suplementacdo de MgCl, revelou uma

possibilidade de diminuiugdo da imuno-marcacdo no grupo de animais com artrite ndo
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tratados com a suplementagdo com MgCl,. Esses resultados estdo diretamente
relacionados com os resultados obtidos nos testes comportamentais, 0s quais mostraram
que a suplementagdo diminuiu 0 comportamento nociceptivo e a carragenina aumentou
essa resposta. Também pudemos sugerir que a deficiéncia de magnésio pode aumentar
a fosforilacdo da subunidade NR1, esse fato estd diretamente relacionado com a
diminuicdo do limiar nociceptivo no grupo de animais néo injetados com carragenina e

no grupo de animais injetados com carragenina.

A partir desses fatos podemos sugerir, que a fosforilacdo dessa subunidade NR1,
poderia ter um relagdo direta com o processo nociceptivo na via trigeminal e que a

suplementacdo com magnésio foi capaz de diminuir essa fosforilacéo.

A fosforilagdo de proteinas do receptor NMDA tem sido reconhecida como o
principal mecanismo de regulacdo do funcionamento desse receptor na via trigeminal,
mostrando também que sua ativacdo pode ser regulada por véarios mediadores
inflamatdrios como as proteinas quinases e fosfatases (TINGLEY et al., 1997). Assim,
podemos presumir que essa fosforilacdo da subunidade NR1 é um dos eventos que
ocorre em resposta a estimulacdo da via nociceptiva, a qual, por sua vez, reforca a

sensibilizacao nociceptiva central (CHIANG et al, 1997).

Alguns trabalhos mostram a relacdo direta entre hipernociepcdo periférica
relacionada com a fosforilacdo das subunidades NR1, tanto no hipotalamo (PENG et al.,
2011) como no subnicleo trigeminal caudal (TAKAHASHI et al., 2011) através de
modelos com inflamacg&o. No entanto, em relagdo ao magnésio, ndo ha evidéncias atuais
na literatura que mostrem a influéncia desse ion relacionado a expressao ou fosforilacéo
dos diferentes subtipos de receptores NMDA no processo de hipernocicep¢do na via

trigeminal, sendo esse trabalho pioneiro nessa abordagem.

Em relacdo a expressdo de subtipos de receptores NMDA , primeiro observamos
0s niveis da subunidade NR1. Nés pudemos observar que o nivel de NR1 foi aumentado
em resposta a injecdo de carragenina. Como esperado, observou-se um aumento da
regulacdo da subunidade NR1 no grupo injetado com carragenina com dieta normal,
estando esse resultado relacionado com o efeito comportamental de diminuigdo do

limiar de retirada da cabeca, mostrando que a hipernocicepg¢ao causada por carragenina
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em tecidos orofaciais, especificamente na ATM, poderia ocasionar novos arranjos nas
subunidades dos receptores NMDA no subnucleo caudal do trigémeo (regido Sp5c).

Trabalhos mostram que essa subunidade (NR1) estd diretamente relacionada
com a facilitacdo central da transmissdo da dor produzida por uma lesdo periférica
(MIKI et al., 2002). Estudos como o de Wang et al. (2010) mostram uma relacdo direta
entre a expressdo NR1 na medula espinhal e a presenca de mediadores inflamatorio
como IL-1pB, estando ambos aumentados apds a lesdo tecidual orofacial, sendo esse
estimulo processado pela via trigneminal no subnicleo caudal. McNearney et al. (2000)
encontram uma ligagdo entre a sinalizagdo celular neurogénica e o neurotransmissor
glutamato, sendo esse liberado nos terminais nervosos periféricos e tendo células-alvo
na capsula articular da ATM. Nesse experimento, esse autor encontrou uma expressao

aumentada da subunidade NR1 nos sinoviécitos.

Alguns estudos mostram a influéncia e a presenca de mediadores inflamatérios
como o IL-6 e NF-xf na hipernocicepc¢ao relacionada a artrite da ATM na regido Sp5c
do tronco cerebral ipsilateral a lesdo. Demonstrando, assim, que essa regido esta
envolvida na ativacdo glial e neuronal da via nociceptiva trigeminal e no
comportamento nociceptivo (WANG et al., 2010). Estudos recentes também
demonstraram a ativacao astroglial e neuronal dentro da zona do subnucleo caudal do
trigémeo, apos o processo inflamatorio, mostrando que esse processo foi capaz de
induzir a fosforilacdo dos receptores NMDA via liberacdo de IL-1p (GUO et al., 2007).
Estudos como o de Wang et al. (2009) sugerem uma possivel sequéncia de eventos
relacionados com a expressdo da subunidade NR1 na regido Sp5c apos inflamacdo da
ATM. Ou seja, a inflamacdo periférica pode aumentar a expressdo de citocinas como
IL-6 e IL-1 B dentro do sistema nervoso central por meio da via trigéminal, levando a
expressdo aumentada de receptores NMDA, mostrando que ha diferencas na expressao
da NR1 apés a inflamacao da ATM .

Nossos resultados mostram que a suplementacdo como MgCl, ndo modificou o
aumento de RNAm de NR1 induzida pela carragenina. Mas isso pode ser devido a sua
acdo estimulatoria sobre a producdo de NR3, como discutido adiante, haja vista que
NR1 é uma subunidade obrigatéria. Sem a subunidade NR1 os receptores NMDA nao

séo gerados e assim podemos inferir que 0 aumento de outras subunidades, como a NR2
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e NR3, podem acompanhar o aumento da subunidade NR1. Os animais com deficiéncia
de magnésio também demonstraram um aumento da expressdao do NR1 além de sua
fosforilagdo. Entretanto quando animais deficientes de magnésio recebem a injecdo de
carragenina, surpreendentemente, nossos resultados, apesar do aumento no
comportamento hipernociceptivo, houve uma sub-regulacéo da expresséo na subunidade
NR1 nesse grupo de animais. Este efeito, possivelmente, poderia representar uma lesao
devido a uma excitabilidade neuronal excessiva resultante de um execesso de liberacdo
de glutamato provocado pela carragenina e pela deficiéncia de magnésio. Entretanto,
ndo foi observado uma diminuicdo da fosforilacdo dessa subunidade NR1, sugerindo
que houve reducdo no RNAm que decodifica essa subunidade, mas isso ndo afetou o

nivel de proteina fosforilada, pelo menos, no tempo avaliado.

Alguns trabalhos mostram que uma superestimulacdo dos receptores NMDA
induz a um nivel anormalmente elevado de glutamato no sistema nervoso, que media
um processo excitotoxico, como pode ser observado em muitas doengas neurologicas
(BAI & HOFFMAN, 2009). Isto poderia induzir a ativacdo anormal dos receptores de
glutamato, levando a morte celular (KARLSSON et al., 2002). Outros estudos mostram
que o receptor NMDA, quando é cronicamente ativado ou esta super-expresso, pode
conduzir a um processo de excitotoxicidade (KIM et al, 2009). Assim, acreditamos que
esta regulacdo negativa da do RNAm da subunidade NR1 na analise de RT-PCR ¢
resultado de uma resposta fisiologica ao efeito excitotoxico do excesso de glutamato na
via nociceptiva, 0 que poderia levar a morte neuronal, diminuindo a expresséo total de
RNA mensageiro para essa subunidade e consequentemente uma diminuicdo da
producdo dos receptores NMDA. Mas para determinar isso, SA0 necessarios mais

estudos.

Sabe-se relativamente pouco sobre o papel do glutamato e seus receptores nas
terminagdes sensoriais periféricas e menos ainda, nas terminacdes trigeminais. EXiste
um amplo corpo de evidéncia de que 0s aminoacidos excitatorios sdo responsaveis pela
transmissdo da informacdo sensorial originada na periferia para o sistema nervoso
central. Fiorentino et al. (1999) mostraram que a injecdo de glutamato 250,0 mM na
regido temporomandibular causou um aumento na nocicepgao. Estes dados sugerem que

receptores glutamatérgicos, principalmente os NMDAs, estdo presentes nas regides
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avaliadas e que o glutamato é capaz de ativa-los e causar nocicepgdo per se. (CAIRNS
et al., 2003; BARDONI et al., 2004).

A andlise de RT-PCR mostrou também que a subunidade NR2B é sub-regulada
pelo tratamento com MgCl,. Este resultado pode explicar o efeito protetor do bloqueio
de magnésio do receptor NMDA. Néo sabemos se a diminuicdo da entrada nociceptiva
estd levando a baixa regulacdo da expressdo de NR2B ou se a baixa regulacdo de
subunidade NR2B é responsavel pela diminui¢do da nocicepcdo. Mas podemos sugerir
que o bloqueio dos receptores NMDA pelo magnésio, por um lado, é o responsavel pelo
efeito antinociceptivo comportamental e, por outro lado, possivelmente é o responsavel
pela baixa regulacdo dessa subunidade, uma vez que a deficiéncia de magnésio ndo

mostrou qualquer efeito na expressdo NR2B, mas induziu a hipernocicepcéo.

Estudos sobre receptor NMDA no ganglio trigeminal mostram a presenca das
subunidades NR1 e NR2 expressos na soma de pequenos e médios neurdnios aferentes
primarios que inervam a ATM (CAIRNS et al., 2003). Também ha estudos os quais
mostram que a subunidade NR2B foi diretamente implicada na percepcdo da dor em
resposta a lesdo tecidual periférica (BOYCE et al., 1999). Outros autores mostraram
haver uma superexpressdo NR2B no cértex cingulado anterior e no insular exibem uma
resposta aumentada a estimulos inflamatorios apos a injecdo agente irritante na pata
posterior de ratos (BOYCE et al., 1999; GUO & HUANG, 2001). Wu et al. (2005)
sugerem que a supra-regulacdo, e ndo a fosforilacdo, de subunidades NR2B pode estar
envolvidas no aumento de correntes mediadas pelo receptor NMDA no cortex cingulo
anterior ap6s a inflamacdo, e que a supraregulacdo dos receptores NR2B no cortex
cingulado anterior pode estar relacionado com comportamentos de sensibilizacédo

central.

Gaunitz et al. (2002) mostraram, por analise de RT-PCR, uma expressao
predominante de RNAm do NR2B, e uma expressdao menor, mas distintas de cada uma
das outras subunidades NR2 apds a inducdo de neuropatia periférica no corno dorsal.
Anélise de western blot e PCR apresentaram um aumento nos niveis de RNAm e
proteina NR2B, indicando o envolvimento direto de NR2B na alodinia mecanica que
estd associada a neuropatia dolorosa a oxaliplatina (MIHARA et al., 2011) e também

em outros modelos de dor neuropética (ZHANG et al., 2009). Essa subunidade parece
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ser menos sensivel ao bloqueio de magnésio durante a potenciagdo da PKC que ocorre
durante a hiperalgesia inflamatéria (GUO & HUANG, 2001). Também outros autores
mostram que a expressdo de RNAm das subunidades NR1, NR2A e r NR2B comegam a
ser expressadas cerca de 5 horas apOs processo inflamatorio, originado por
administracdo de CFA na pata traseira de ratos, embora apenas a subunidade NR2B
tenha uma diferenca estatistica significativa neste periodo de tempo. Esse mesmo estudo
também demonstrou que apds 7 dias, seguido do estimulo nociceptivo, todas as 3
subunidades ja apresentavam suas expressdes significativamente maiores e igualadas
entre si (MIKI et al., 2001).

No que diz respeito a subunidade NR3 observamos que a deplecdo de magnésio
aumentou a expressao de RNAm para a subunidade NR3. Além disso, houve uma
grande supra-regulacdo dessa subnidade, quando os animais foram suplementados com
MgCls.

ApOs uma insessante pesquisa na literatura ndo conseguimos encontrar outro
trabalho que mostrasse uma analise ou resultados semelhante aos encontrados pela
nossa pesquisa, este € o primeiro trabalho em que isso é demonstrado. Além disso nao
had nenhum estudo relativo a subunidade NR3 relacionado com hipernocicepgédo e
deficiéncia ou suplementacdo de magnésio. A literatura mostra que 0s receptores
NMDA formados com esta subunidade sdo insensiveis ao bloqueio pelo magnésio e que
a célula neuronal e a glial também expressam esse tipo de receptores em resposta a
lesdo periférica (VERKHRATSKY & KIRCHHOFF, 2007). Além disso, quando co-
expressas as subunidades NR1 e NR2 com as subunidades NR3, forma um complexo
que parece modular a atividade do receptor NMDA, de forma a diminuir a
permeabilidade e a condutancia do receptor para o calcio, além de diminuir a
sensibilidade do receptor para a ligacdo do magnésio dentro do canal ( PETRENKO et
al., 2000).

Estudos de longas datas ja demonstravam o efeito opositor entre 0 magnésio e o
calcio nas terminacdes nervosas pré-juncionais. Esses trabalhos mostravam que as
celulas neuronais liberam seus neurotransmissores de acordo com a concentracdo de
calcio na membrana, ou seja, quanto maior a concentracdo de célcio na membrana pré-

sinaptica maior € a liberacdo de neurotransmissores. Em contrapartida a liberagdo de
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neurotransmissores fica inibida quando h4 um aumento nos niveis de magnésio na
membrana pré-sinaptica (DEL CASTILLO & STARK, 1952; DEL CASTILLO &
ENGBAEK, 1954; HUTTER & KOSTIAL, 1954).

O efeito anti-hipernociceptivo do magnésio pode, também ser explicado por esse
mecanismo, ou seja, quando ha uma maior concentracdo de ions magnésio na membrana
pré-sinaptica, ocorre um efeito opositor do magnésio em relacdo ao calcio, havendo uma
acdo inibitoria sobre a liberacdo de glutamato no terminal pré-sinaptico de neurbnios
glutamatérgicos. No entanto experimentos direcionados para estudos eletrofisiolégicos
em células do corno dorsal ou na regido Sp5c seriam necessarios para confirmar essa

hipotese.

Levando em consideracdo esse efeito do magnésio na liberacdo do glutamato,
nos sugerimos que a deficiéncia de magneésio induzida por uma dieta livre de magnesio,
provoca uma supra-regulacdo da expressdo da subunidade NR3 possivelmente através
de um mecanismo compensatorio fisioldgico no neurdnio pds-sindptico em resposta a
ao aumento do glutamato. A diminuicdo no nivel de magnésio sistémico pode levar a
um aumento da corrente de calcio para dentro das células neuronais na membrana pré-
sinaptica, aumentando a liberacdo de glutamato e, conseqgiientemente, intensificando a
possibilidade de um efeito neurotoxico devido ao excesso desse neurotransmissor,
adicionado ao fato de haver uma diminuicdo no bloqueio dos receptores NMDA (no
terminal pds-sinaptico) pelo préprio magnésio. Um mecanismo compensatorio pode,
entdo, aumentar os niveis de expressdo de RNAmM para a subunidade NR3 supostamente
contida nesses receptores, que, por sua vez, tem um efeito inibitério na acdo de inducéo
de correntes originadas pelo glutamato no receptor NMDA, haja vista que esse tipo de
subunidade forma um complexo, juntamente com a subunidade NR1, insensivel a
ligacdo do glutamato, além de exibir uma diminuicdo na probabilidade de abertura do
canal e um maior tempo de abertura desses canais, evitando o aumento de passagem de
correntes no receptor. Essa observacdo esta de acordo com o estudo de DAS et al.
(1998) que demonstrou que ratos com falta de subunidade NR3 apresentavam um

aumento na passagem de correntes pelo receptor NMDA.

Pelos resultados que obtivemos também especulamos que possa haver um

possivel efeito neuroprotetor da subunidade NR3 nos animais que receberam
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carragenina, sendo depletados ou ndo de magnésio. Os gréficos mostram que hd um
aumento significativo dessas subunidades nesses grupos em relagdo ao grupo naive.
Esse fato demonstra uma possivel adaptacdo do organismo frente aos estimulos
nociceptivos, tentando preservar a integridade celular da super liberacdo de glutamato
no meio, o qual pode levar a um neurotoxicidade e morte celular, como mencionado
anteriormente. Esse efeito neuroprotetor ja havia sido encontrado em outros estudos,

indicando ser essa subunidade um possivel alvo terapéutico (NAKANISH et al., 2009).

Em sintese em relacdo a subunidade NR3, nosso trabalho mostrou que a
suplementacdo de magnésio aumenta a expressdo de subunidade NR3, e esse fato €
intrigante mas pode ser explicado. Sugerimos que o bloqueio pelo magnésio nos
receptores NMDA pode induzir um mecanismo compensatorio o qual faz com que a
celula neuronal expresse mais o dieteromero NR1/NR3, o qual é totalmente insensivel
ao blogueio do magnésio, a fim de manter o balanco ou o tonus eletrofisiologico da
celula neuronal. Em adig¢éo o antagonismo ao calcio no terminal pré-sinaptico promove
uma diminuicdo da liberacdo de glutamato o que pode levar a uma compensacao
fisiologica no sentido da producdo de um receptor que ndo dependa de glutamato como
é¢ 0 NR1/NR3 que tem a glicina como agonista estimulatério. Nos também podemos
sugerir que possivelmente a diminuicao da expressdo de RNAm para subunidade NR2 e
0 aumento da expressdo do RNAm para a subunidade NR3 pode ser resultado direto do

efeito antinociceptivo do cloreto de magnésio.

A figura 16 sugere um mecanismo da modulacdo exercida pela deficiéncia de
magnésio bem como pela sua suplementacdo. O mecanismo sugere um efeito tanto a
nivel pré-sinaptico baseado nas evidéncias da literatura sobre o0 seu antagonismo com o
calcio, assim como um efeito sobre o terminal pds-sinaptico. No terminal pds-sinaptico
o efeito seria, tanto em relacdo a fosforilagdo do receptor constitutivo, assim como em

relacdo ao RNAm, principalmente as subunidade NR2B e NR3A.

Os dados apresentados no presente estudo puderam contribuir para uma melhor
compreensdo do processamento nociceptivo central pela via trigeminal e o
desenvolvimento de novas abordagens para o tratamento da dor orofacial com origem
na ATM.
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Deficiéncia | Suplementacéao

NMDA2

entrada

Figura 16. llustracdo hipotética do mecanismo de alteracdo da expressdo das

subunidades NR3 e NR32B dos receptores NMDA pela deficiéncia de magneésio e

suplementacdo com MgCL2. PKC,proteina quinase C;P, fosfato.
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6. CONCLUSOES

Nossos resultados nos permitem concluir que:

1. Os receptores NMDA tém um importante papel na hipernocicepcao
inflamatéria da ATM e que 0 magnésio tem uma importante acdo anti-
hipernociceptiva nessa mesma condigéo;

2. O nivel de magnésio no organismo é importante para a manutencdo do
limiar nociceptivo, haja vista que a deficiéncia dele induz um quadro de
hiperalgesia;

3. A suplementagdo, assim como a deficiéncia, de magnésio pode
influenciar a expressio de RNAm para as diversas subunidades do
receptor NMDA na regido do subnucleo caudal do complexo sensorial
trigeminal (Sp5¢);

4. A variacdo na expressdo das subunidades NR3 e NR2B, possivelmente
podem explicar o efeito modulador do magnésio no limiar nociceptivo,
mas S0 necessarios mais experimentos mais especificos para determinar

essas observacoes.
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