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EPIGRAFE

"4 coisa mais bela que o homem pode experimentar é o mistério.
& essa emogdo fundamental que estd na raiz
de toda ciéncia e toda arte.”

Albert Einstein

"4 persisténcia é o caminho do éxto."

Charles Chaplin
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Resumo

RESUMO

Tem sido descrito que a administracdo sist€émica de antagonista de
receptores histaminérgicos do tipo H; pode amenizar a dor associada as
disfuncdes temporomandibulares, no entanto, ndo se sabe se esse efeito €
decorrente de uma acdo central ou periférica. A literatura mostra-se escassa
com relacdo ao papel da histamina e dos receptores histaminérgicos
periféricos na dor proveniente da ATM. Diante disso, o objetivo deste trabalho
foi verificar a participacdo da histamina e do receptor histaminérgico
periférico do tipo H; na indug¢do da resposta comportamental nociceptiva na
regido da ATM de ratos, como também na ATM sensibilizada por serotonina
ou carragenina. Para isso, os primeiros grupos experimentais receberam a
administracdo de 50uL de histamina em diferentes concentra¢des (100ug,
n=6; 250ug, n=7; e 500png, n=10) ou de salina 0,9% (controle, n=14) na regido
da ATM de ratos. Para o estudo da sensibilizacdo dos nociceptores da ATM a
histamina (100ug/25uL) foi co-administrada com a serotonina (100ug/25uL,
n=10) e posteriormente a histamina (100ung/25ul) foi administrada 1 hora
apos a administracdo de carragenina (100ug/50ul, n=8). As respostas

nociceptivas foram quantificadas através da soma (segundos) dos



Resumo

comportamentos de cocar a regido orofacial e de levantar rapidamente a
cabeca (ROVERONI et al., 2001) durante um periodo de 30 minutos. Os
dados obtidos, em média + E.P.M, foram submetidos a Analise de Variancia e
as comparagdes multiplas foram realizadas pelo teste de Tukey com nivel de
significancia para p<0,05. A histamina na dose de 250ug induziu respostas
comportamentais nociceptivas significativamente maiores quando comparadas
com a administracdo de salina 0,9%, entretanto quando co-administrada com o
anestésico local QX-314 (4%/25uL, n=8) ou com a pirilamina (400png/25uL,
n=10) esse efeito foi bloqueado comprovando o cardter nociceptivo da
histamina e o envolvimento do receptor H; na ATM de ratos. A co-
administracdo de histamina e serotonina em doses sublimiares (100ug)
desencadeou respostas comportamentais nociceptivas  significativas.
Entretanto a administracdo de histamina (100ug/25ul) na ATM de ratos
previamente sensibilizada pela carragenina ndo alterou a nocicepcao. Pode-se
concluir que a histamina induz respostas nociceptivas na regido da ATM de
ratos pela ativacdo de receptores H; periféricos, e apresenta um efeito

sinérgico com a serotonina, mas nao com a carragenina na nocicepg¢ao.



Abstract

ABSTRACT

Systemic blockade of histaminergic H; receptors seems to be related
to pain relief associated to temporomandibular dysfunctions. However, it is
unknown whether this effect is due to blockade of receptors located in TMJ
region or proceeding from the central nervous system. Few studies related
about the effect of histamine and its peripheral histaminergic receptors in pain
proceeding from the TMIJ region. The aim of this study was to verify the
participation of histamine and it peripheral histaminergic H; receptors
involved in the nociceptive responses from TMJ region of rats, and also when
TMI is sensitized by serotonin or carrageenin. The first experimental groups
received the administration of 50uL of histamine in different concentrations
(100pg, n=6; 250ug, n=7; 500ug, n=10) or saline 0.9% (control, n=14) in the
TMJ region of rats. To verify the participation of the histamine in the
sensitization of nociceptors in TMJ it was carried out a group receiving co-
administration of histamine (100ug/25ul) and serotonin (100ug/25uL, n=10),
and another group receiving administration of histamine (100pug/25ul.) 1-hour
later administration of carrageenin (100ug/50ul, n=8). The nociceptive

responses were quantified by addition (in seconds) of two behaviors: rubbing
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the orofacial region and flinching the head quickly (ROVERONI et al., 2001)
during the period of 30 minutes. All data were showed in means + S.E.M., and
were submitted to statistic analysis (Analysis of Variance — ANOVA (p<0.05)
and multiple comparisons were performed by TUKEY’s test). Nociceptive
effect of histamine was verified in the concentration of 250ug, which was
significantly higher than the effect promoted by saline 0.9%. However, when
histamine (250ug/25uL) was co-administrated with the local anaesthetic QX-
314 (4%, 25uL. n=8) or with pyrilamine (400ug/25uL, n=10) the nociceptive
effect was blocked. The co-administration of histamine and serotonin in
sublimiar concentrations (100pg) showed a synergic effect promoting
significantly nociceptive responses. The administration of histamine
(100pg/25ul) in TMJ sensitized by carrageenin (100ug) previously does not
change the nociception. It can be concluded that histamine induced
nociceptive responses in TMJ region of rats by direct activation of peripheral
histaminergic H; receptors, and presents a synergic effect with the serotonin,

but not with the carrageenin in the nociception.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

A dor orofacial destaca-se das demais dores somdticas devido a sua
grande intensidade e alta freqiiéncia, o que muitas vezes impede um individuo
de manter as suas atividades normais (SIQUEIRA & TEIXEIRA, 2001).
Estudos epidemiolégicos mostram que aproximadamente 32% de todos os
adultos sofrerdo algum tipo de Disfuncdo Temporomandibular (DTM) durante
suas vidas, sendo 70% desses casos acompanhados de dor (ALDER et al.,
1992). Apesar da sua alta incidéncia, as condi¢Oes dolorosas da articulagdo
temporomandibular (ATM) geralmente sdo refratidrias aos tratamentos
existentes, € embora sejam comumente associadas a processos inflamatdrios,
ha poucos estudos sobre os mecanismos neuroquimicos periféricos envolvidos

nessas condicoes.

Dentre as varias substincias liberadas apds lesdo tecidual estd a
histamina. A histamina € encontrada principalmente nos granulos dos
mastécitos (RILEY et al., 1953) e tem sido implicada na resposta dolorosa
através da ativacdo de receptores histaminérgicos do tipo H; periféricos e

centrais. A antinocicepcdo induzida em camundongos mutantes desprovidos

de receptores histaminérgicos do tipo H; € um exemplo disso

13
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(MOBARAKEH et al., 2000). Perifericamente, tem sido demonstrado que a
administracdo intracutdnea de histamina na pata de ratos provoca respostas
nociceptivas mediadas pela ativagdo do receptor histaminérgico local do tipo
H; (CARSTENS et al., 1997). Ainda nesse contexto, a resposta nociceptiva
induzida pela administracdo de formalina na pata de ratos € mediada pela
liberacdo de histamina enddgena e conseqiiente ativagcdo do receptor

histaminérgico do tipo H; (PARADA et al., 2001).

A evidéncia de que 0o RNAm dos receptores histaminérgicos do tipo
H, é expresso nos ganglios trigeminais (NAKASAKI er al., 1999) coloca a
histamina e os receptores histaminérgicos do tipo H; entre os possiveis fatores
envolvidos nas condicdes dolorosas da ATM. Essa idéia vem se consolidando
ap6és uma série de evidéncias cientificas. Dentre elas estd o fato da
administracao de histamina na ATM de gatos ativar neurdnios nociceptivos
especificos e convergentes do subnucleo caudal (BROTON et al., 1988) e
desencadear respostas reflexas nos musculos da mastigacio (BROTON &
SESSLE, 1988). Também tem sido proposto, que o aumento da atividade
muscular durante as disfuncdes da ATM aumenta a sintese de histamina
podendo resultar em dor e inflamacdo na regido da ATM (WATANABE et al.,

1999). Segundo esses mesmos autores, o anti-histaminico seletivo para o

14
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receptor histaminérgico H; neorestamin € tdo eficaz quanto o analgésico
antiinflamatério nao esteroidal flurbiprofeno no alivio da dor associada as
disfuncdes da ATM, é mais eficaz ainda no alivio dos sintomas associados a
essas disfun¢des, como dor de cabeca por exemplo, € possui menos efeitos
colaterais. No entanto, além do anti-histaminico seletivo para o receptor
histaminérgico H; produzir efeitos hipnéticos como inducdo do sono
fisioldgico, ndo se sabe se o efeito analgésico € desencadeado pela acdo do
mesmo em receptores H; localizados na regido da ATM ou no sistema nervoso
central. Nesse contexto, o estudo do papel da histamina e dos receptores
histaminérgicos do tipo H; periféricos na dor proveniente da ATM € de grande
relevancia cientifica e terapéutica. E o modelo comportamental de nocicepgao
na ATM de ratos (ROVERONI et al., 2001), foi utilizado como modelo de dor

da ATM no presente estudo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. DOR

A dor € definida pela Associag¢do Internacional para Estudo da Dor
(IASP) como sendo uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a um dano tecidual real ou potencial ou descrita tal como se o dano
estivesse presente”. Ela é uma sensacido descrita como sendo uma experiéncia
multidimensional a qual estdo envolvidos vérios componentes: motivacional,
aspecto emocional, sensdrio-discriminativo, aspectos afetivos e aspectos

cognitivos (MERSKY, 1986).

Além disso, a dor € um mecanismo de demarcagdo de limites para o
organismo e de aviso quanto a ocorréncia de estimulos que possam ser lesivos
provenientes do meio externo ou dele proprio (LENT, 2001). Uma grande
parte dos episédios dolorosos sdo desencadeados por lesdo tecidual e a reacdo
natural do organismo ao trauma é protegé-lo impedindo que uma destrui¢ao
tecidual ainda maior ocorra, através da inflamagdo, € ao mesmo tempo
alertando o cérebro do perigo eminente através da sensacdo dolorosa

(COOPER, 1990).
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No entanto, embora a dor seja essencial para a preservacdo da vida,
em muitas circunstancias, ela perde o seu cardter protetor e passa a constituir a

propria doenga (CODERRE et al., 1993).

Alteracdes no local da lesdo envolvem receptores especializados
chamados nociceptores que sinalizam um dano tecidual. Freqiientemente, a
dor ocorre através da ativacdo desses nociceptores especificos a partir dos
locais de lesao do tecido ou nervo (MILLAN, 1999), e muitas vezes induz
estimulos por periodos prolongados no Sistema Nervoso Central (SNC) que

contribuem para a dor persistente.

2.2. DOR E DISFUNCAO TEMPOROMANDIBULAR

O estudo das dores musculo-esqueléticas faciais recebeu enorme
impulso por volta da década de 1930. COSTEN (1934) relatou casos de
pacientes com otalgia que ele atribuia como resultado da compressdo do nervo
auriculotemporal pelo condilo mandibular, em decorréncia da perda de dentes
posteriores. Entretanto, como ndo havia nenhuma comprovagdo cientifica
quanto a essa correlagdo, a sindrome tornou-se motivo de grande interesse

cientifico. Estudos posteriores com grupos de pacientes apresentando
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sintomatologia de dor periauricular levaram a descricao da Sindrome da Dor e
Disfuncao da Articulacio Temporomandibular (SCHWARTZ & CHAYES,
1973). No Brasil, o termo “Disfuncdo de ATM” € utilizado genericamente

para designar as condicoes dolorosas musculo-esquelética orofacial

(SIQUEIRA & TEIXEIRA, 2001).

Atualmente, as DTMs tém sido identificadas como a maior causa de
dor de origem ndo dentéria na regido orofacial e sdo consideradas como sendo

uma subclassificacdo de desordens musculos-esqueléticas (BELL, 1989).

O avanco na qualidade de investigacdo clinica e a pesquisa nas areas
basicas (THILANDER, 1961) proporcionaram, na década de 1970, as técnicas
de diagndstico por imagens, permitindo a visualizagdo das estruturas intra-
capsulares (McNEILL, 1993). Dentre essas técnicas, especialmente a de
imagem por ressonancia magnética e a artroscopia, associadas a uma maior
experiéncia no tratamento clinico, puderam fornecer informagdes para um

diagnéstico articular mais especifico (DWORKIN et al., 1990).

Tornou-se claro, entdo, que o diagndstico correto € de suma
importancia para o tratamento das DTMs, o que levou ao desenvolvimento de

métodos de diagndsticos e terapéuticos para essas patologias. A Associagao
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Dental Americana (ADA) realizou uma conferéncia em 1982 sobre exame,
diagndstico e tratamento das DTMs (GRIFFITHS, 1983), quando foi
reconhecida que as dores orofaciais cronicas € o uso de programas multi e

interdisciplinares tinham de se tornar comuns.

Contudo, freqiientemente a etiologia das DTMs é multifatorial e
dificil de ser claramente determinada. CLARK et al. (1987) postularam que as
cinco maiores causas que podem ser consideradas como as mais provaveis
etiologias das DTMs s3o: macrotrauma, microtrauma, artrites, carga

biomecanica anormal e tensao muscular.

Segundo esses mesmos autores, 0 macrotrauma refere-se ao impacto
ao aparelho temporomandibular ou um sobre-estiramento do mesmo. J4 o
microtrauma pode ser devido a um comportamento repetitivo, como a abrasao,
apertamento ou mastigagao atipica. Tais comportamentos podem ser altamente
prejudiciais e desencadearem dores articulares e desordens nos musculos

mastigatorios.

A artrite em suas formas degenerativa e inflamatéria € um outro
fator etioldégico que se manifesta em muitos pacientes com DTMs. Um

pequeno estimulo mecanico, como a de uma leve compressao na regido da
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ATM pode produzir sensacdo dolorosa na propria ATM, bem como nos

musculos mastigatérios (CHENITZ, 1992).

As cargas biomecinicas anormais na ATM também sdo
consideradas fatores etioldgicos das DTMs que podem ocorrer quando as
estruturas dentais nas suas faces oclusais se desenvolvem insatisfatoriamente
(hipoplasias) ou sofrem deterioracdes como resultados da perda dental ou da

estrutura dental (HANSON, 1979).

Finalmente, segundo a classificacdo das etiologias das DTMs por
CLARK (1987) esta a tensdao muscular induzida pelo estresse e que envolvem

as disfuncdes dos musculos mastigatorios.

Os estudos epidemioldgicos também t€m contribuido para a
elaboragcdo de programas de cuidados destinados a profilaxia e ao tratamento
dos doentes que dela padecem, através da andlise da distribuicdo e dos
determinantes de sua ocorréncia em populacdes ou grupos (SIQUEIRA &

TEIXEIRA, 2001).
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2.3. MECANISMOS NEUROBIOLOGICOS DA DOR OROFACIAL

De uma forma geral, os tecidos orofaciais sdao inervados pelo nervo
trigémeo (V par) que é responsavel pela captacdo e transmissdo de
informagdes dolorosas provenientes desta mesma regido. As estruturas que o
compde sdo: receptores sensoriais, fibras nervosas e os neurdnios de primeira
ordem, cujos corpos celulares estdo localizados no géinglio trigeminal

(MACHADO, 1993).

Os receptores sensoriais capazes de captar estimulos nocivos de
diversas naturezas (mecanicos, quimicos, térmicos ou elétricos) sao
denominados de nociceptores. Eles estdo presentes em vdrios tecidos
orofaciais: pele, tecido subcutaneo, tecido adiposo, camada adventicia dos
vasos sangiiineos, mucosa oral, polpa dental, peridsteo, fascia, musculos,
capsula e ligamentos da ATM. Esse sistema de receptores nociceptivos €
representado por um arranjo plexiforme e de terminacdes nervosas livres
(TNL) de fibras nervosas amielinicas (SESSLE, 1995). Em circunstancias
normais, este sistema estd inativo, mas ndo completamente, ou seja, mantém-
se no estado basal. Quando os nociceptores sdo excitados, enviam informacoes

ao SNC, através das fibras aferentes, para que ele identifique a intensidade,

24



Revisdo da Literatura

qualidade, localizacdao e duracdo desse estimulo. A intensidade e duracdo do
estimulo nociceptivo sdo determinados pela freqiiéncia e tempo de excitagdo
da fibra aferente nociceptiva. A qualidade do estimulo esté relacionada com o
padrdo de resposta da fibra aferente a um estimulo nocivo particular. Ja a
localizacdo do estimulo depende do campo receptivo da fibra (SESSLE,

2000).

As fibras aferentes que conduzem a informacgao nociceptiva sdo: as
fibras do tipo C (polimodais, de pequeno calibre, amielinicas, de velocidade
de condugdo de 0,5 a 2,0m/s) e fibras do tipo Ad (mielinicas, com velocidade
de condugdo de 5 a 30m/s) (AGHABEIGI, 1992). Existem ainda as fibras do
tipo AP que sdo fibras mielinizadas, mecanorreceptivas e que conduzem as
informacgdes tateis com velocidade de conducdo de 30 a 70m/s, mas que estdo
envolvidas no processo de modulagdo do estimulo doloroso (DUBNER &
BENNETT, 1983), e conforme a teoria da comporta proposta por WALL &

MELZACK (1999), ilustrada na FIG. 1.
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FIGURA 1 - Modulacdo localizada da dor de acordo com a teoria da
comporta (WALL & MELZACK, 1999). Reproduzida de
KANDEL et al., 2003.
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FIGURA 2 - Nucleo do Trato Espinhal do Nervo Trigémeo (NTE).
Reproduzida de SIQUEIRA & TEIXEIRA, 2001.
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As fibras do tipo Ad e do tipo C entram no SNC pela ponte fazendo
sinapse com os neur6nios localizados no nucleo do trato espinhal do nervo
trig€meo (NTE), que € subdividido em subnicleo oral, subnucleo interpolar e

subnicleo caudal (SESSLE, 1996) (FIG. 2).

As fibras nervosas de pequeno diametro (C e AJd), nociceptivas,
terminam nas laminas I, II, V e VI do subntcleo caudal. Enquanto que a fibra
AP tem sua projecdo para as laminas III a VI, como também para o subniicleo

oral (SESSLE, 1995).

O subnicleo caudal possui além de neurdnios nociceptivos
especificos que respondem somente a estimulos nocivos, também os
convergentes ou multirreceptivos que respondem tanto a estimulos mecanicos

(ndo-nocivos) como a estimulos nocivos (YU et al., 1993).

Os neurdnios nociceptivos do subnicleo caudal parecem apresentar
uma extensa convergéncia de fibras nervosas aferentes, sendo elas
provenientes da pele e da mucosa (tecidos superficiais), e da ATM, musculos
mastigatdrios, lingua e da dura-mater (tecidos profundos). Essa convergéncia
de fibras da ATM e misculos mastigatorios para os neurdnios nociceptivos

superficiais, pelo menos em parte, pode explicar a dificuldade na localizacdo
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exata de estimulos nocivos profundos e a dor referida que freqiientemente esté

associada a esses tecidos (HU er al., 1994).

A confirmacdo de que o subnucleo caudal € a principal regidao
receptora e transmissora de informagdes nociceptivas do sistema sensitivo
trigeminal (SST) pode ser feita a partir da apresentacdo de dados clinicos
apresentados por SESSLE (2000) e também, laboratoriais (HU et al., 1994;

TSAI et al., 1999).

Além de apresentar um papel crucial na transmissdo nociceptiva dos
tecidos orofaciais profundos, o subnicleo caudal também estd criticamente
envolvido na expressdo de respostas reflexas nociceptivas. Estudos
eletromiograficos mostraram um aumento na atividade dos musculos
envolvidos na abertura e fechamento bucal induzido por estimulos dolorosos
na regido da ATM. Sugere-se que essas informacdes nociceptivas possam ter
ativado os neurdnios do subnticleo caudal através de conexdes com os centros
reflexos do tronco cerebral, desencadeando desta forma, a ativacao tanto dos
musculos agonistas como os antagonistas, limitando os movimentos
mandibulares em condicdes fisiopatologicas (SESSLE, 1995; HU et al.,

1997).

28



Revisdo da Literatura

Além do subnicleo caudal, o subnicleo interpolar e oral também
estdo relacionados a expressdo da informacdo nociceptiva, através de ligacoes
de interneurdnios entre os subnucleos, que sdo capazes de modular a resposta

entre os subnucleos.

HATHAWAY et al. (1995), utilizaram a expressdo da proteina Fos
(proteina indicadora da atividade neuronal), apds a estimulagdo quimica
nociva na ATM de ratos, com a finalidade de quantificar o numero e a
distribuicdo de grupos de neur6nios em diferentes regides do NTE, e foi
verificado maior concentracdo na regiao inferior do subnicleo interpolar e no
subntcleo caudal, bem como no corno dorsal da medula espinhal cervical

superior.

O subnicleo oral também apresenta um elemento importante no
processamento da dor orofacial, parece estar especialmente envolvido nos
mecanismos nociceptivos intra e periorais (SESSLE, 1995). Mesmo apesar de
ser desprovido de substincia gelatinosa, o subntcleo oral contém neur6nios
que exibem o fendmeno “Wind-up” (PARADA et al., 1997), semelhante
aquele que ocorre no corno dorsal da medula espinhal. “Wind-up” € uma

expressdo designada a um aumento progressivo no potencial de acdo da
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descarga nos neur6nios do corno posterior (aumento da excitabilidade de
neurdnios da medula), como conseqiiéncia da estimulagdo repetitiva de fibras
C aferentes. O fend6meno ndo se refere a uma sensibilizacdo central, no
entanto, ele pode servir de iniciador no processo de sensibilizagdo (WOOLF,

1996).

Ap6s o processamento das informagdes dolorosas no NTE, elas sao
retransmitidas para as diversas areas do SNC, como formagao reticular, nicleo
do trato solitario, tadlamo, cortex cerebral, cortex cerebelar, hipotdlamo,

substancia cinzenta periaquedutal, etc (SESSLE, 1996).

Segundo SESSLE (2000), as sinapses com a formacao reticular e as
estruturas adjacentes no tronco cerebral sdo determinantes para o
desencadeamento de respostas autonOmicas reflexas perante estimulos
nocivos, tais como alteragdes na freqiiéncia respiratéria e cardiaca, e
alteracdes na pressdo arterial. AGHABEIGI (1992) sugere que a projecdo
espinotalamica ao tdlamo medial e deste para o coértex frontal estdo
relacionados com o componente afetivo e motivacional da dor. Enquanto que
a projecdo para o tdlamo ventrobasal e deste para o cértex somatossensorial

sdo responsaveis pelo componente sensorio-discriminativo da dor.
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Apesar da existéncia de um grande nimero de intercomunicagdes
entre todo o complexo trigeminal e dreas adjacentes no tronco cerebral, a
principal area de projecdo é o tdlamo contralateral. A regido talamica
ventrobasal € a responsdvel por receber e transmitir informagcoes
somatossensoriais provenientes dos tecidos orofaciais (SESSLE, 1996). Essa
regido contém neurdnios nociceptivos especificos e convergentes,
funcionalmente similares aos daqueles existentes no subnticleo caudal, que ao
se projetarem para dreas especificas do cortex cerebral determinam o carater
multidimensional da experiéncia dolorosa (SESSLE, 2000; LUND et al.,

2001).

A sensac¢do dolorosa origina-se desde a captacdo do estimulo nocivo
até a sua interpretacdo. O processo depende da interagdo do complexo
neuroanatémico periférico e central, ao qual envolvem um conjunto de
substancias neuroquimicas essenciais para que todo esse mecanismo seja
funcional. Ao ocorrer uma lesdo tecidual, imediatamente uma série de
respostas € desencadeada pelo organismo por intermédio da liberagdo de
substancia, tais como: 4cido ldtico, bradicinina (BK), prostaglandinas (PG),
substancia P (SP), fons potdssio, serotonina, histamina, fator de crescimento

neural (NGF), peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), ions
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hidrogénio, ATP, citocinas, 6xido nitrico (NO) e outras, levando a alteracdes

neuroplésticas periféricas e centrais (DRAY, 1995; SWIFT et al., 1998).

2.4. MEDIADORES QUIMICOS DA DOR E DA INFLAMACAO

O processamento da informacdo nociceptiva, como Visto
anteriormente, depende de uma série de mudangas no local do trauma ou lesdo
tecidual. Uma grande quantidade de mediadores quimicos € liberada na édrea
da lesdao. Dentre eles, estdo a bradicinina (liberada pela lesdao vascular com
efeito pro-inflamatério, sendo uma das substancias endégenas mais potentes
indutoras de dor), os ions potdssio (das células rompidas), prostaglandinas
(produto do 4cido aracdbnico), Substancia P (dos terminais axOnicos),
serotonina (das plaquetas) e histamina (liberada da desgranulacdo de

mastdcitos) (WALL & MELZAK, 1999; KANDEL, 2003).

As fibras de pequeno didmetro sdo ativadas na presenca desses
mediadores ocorrendo a sensibilizacdo periférica e conducdo da nocicepgao.
As prostaglandinas e as aminas simpatomiméticas sdo capazes de sensibilizar

as fibras nociceptivas, facilitando a dor induzida por estimulos quimicos ou
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fisicos em um fendmeno chamado de alodinia e que envolve a “up-regulation”

funcional dos nociceptores (FERREIRA et al., 1999).

Esses mediadores promovem uma série de alteracdes como o
aumento da permeabilidade capilar e o extravasamento plasmético, além disso,
excitam e sensibilizam os nociceptores aferentes primdrios, promovendo a
irradiacdo da dor e a subseqiiente inflamacdo do tecido subjacente (LENT,

2001; FIG. 3).
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FIGURA 3 - Lesdo induzida por corte com bisturi levando a liberacdo de
mediadores e a sensibilizacdo/ativacdo das fibras aferentes da
nocicep¢ao. Reproduzida de LENT, 2001.
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A sinalizacao nociceptiva iniciada no local da lesdo tecidual conduz
as informacdes até o SNC ao qual ocorrem mudangas que podem contribuir
para a amplificacdo e a persisténcia da dor. Essas mudangas sdo referidas
como a sensibilizacdo central e que envolvem um aumento na excitabilidade
dos neurdnios do corno dorsal da medula espinhal através de uma cascata de
eventos, incluindo a remoc¢ao do bloqueio magnésio voltagem-dependente dos
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), mudancgas na excitabilidade celular,
influxo de fons cdlcio para o meio intracelular levando a despolarizacao
neuronal e a uma pontencializacdo na transmissdo sindptica. Além disso,
ocorre também a ativacdo de outros receptores envolvendo aminodcidos
excitatorios 1ionotropicos e metabotropicos, neuropeptideos como SP,
neurotrofinas e cinases envolvidos no processo de fosforilacdio (REN &

DUBNER, 1999).

2.4.1. HISTAMINA

Efeito Nociceptivo

A histamina € uma das substancias liberadas na desgranulacdo de

mastocitos durante um processo inflamatorio. Desde 1939 ROSENTHAL &
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MINARD ja haviam sugerido que a histamina exercia um papel de mediador
na dor cutdnea, tanto em dados clinicos como em animais (ROSENTHAL,
1977; NINKOVIC et al., 1982), bem como a administracao subcutanea de um
anti-histaminico conseguia abolir as respostas dolorosas provocadas por
beliscdo, picadas ou corte em animais experimentais (ROSENTHAL &
MINARD, 1939). Mas foi em 1946, é que DEWS & GRAHAM conduziram o
primeiro estudo do efeito antinociceptivo dos anti-histaminicos relatando que
a pirilamina (antagonista do receptor H;) tinha um efeito analgésico 8 vezes
maior do que o de narcéticos em ratos. Desde entdo, estudos subseqiientes
avancaram no intuito de desvendar os mecanismos pelos quais a histamina age

na nocicepgao.

A histamina consegue estimular 0s nociceptores e receptores
histaminérgicos localizados nos neurdnios aferentes primdrios (FOREMAN &
JORDAN, 1983). A hidroxizina é um exemplo de antagonista do receptor
histaminérgico do tipo H; que tem efeito periférico atuando como um anti-
histaminico para tratamento de disfungbes cutaneas e efeito central usada
como uma pré-medicacdo sedativa, além disso, foi mostrado o seu efeito

analgésico ser comparavel a da morfina (BERTHOLD & DIONNE, 1993).
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Sabe-se que a histamina pode induzir uma hiperalgesia no local em
que ela foi liberada (COELHO et al., 1998). Existem vérias discussdes quanto
aos efeitos da histamina induzindo a sensagdo de coceira e a sensacdo
dolorosa. SIMONE et al. (1991) e KODA et al. (1996) sugeriram que
dependendo da concentragdo ela é capaz de induzir sensa¢do de coceira ou
sensacdo dolorosa através da ativacdo de fibras aferentes de pequeno calibre
(fibras A0 e principalmente fibras C), por mecanismos que ainda sdo pouco
conhecidos. J4 autores como BARON et al. (2001), propuseram que a dor e a
coceira sdo ativadas por fibras C especificas e distintas mas capazes de uma
interferir na outra (a ativacao da fibra C para dor conseguiria inibir a ativacao

da fibra C para a coceira).

Os experimentos farmacolégicos tém demonstrado que a
sensibilizacdo das fibras aferentes ¢ mediada por receptores do tipo H; mas
nao por tipo H, ou H; (TANI et al., 1990; HUTCHEON et al., 1993; KODA et
al., 1996), além disso, a expressdao do receptor H; tem sido detectada nas
fibras de pequeno calibre da raiz dorsal ganglionar pela técnica da auto-
radiografia (NINKOVIC & HUNT, 1985) e da técnica de hibridizacdo em situ
(SENBA & KASHIBA, 1996). Sabe-se também que os receptores do tipo H;

estdo freqlientemente associados a producdo de diacilglicerol (DAG) e inositol
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1,4,5-trifosfato (IP3), entretanto, ainda nao foi demonstrado que a histamina

estd envolvida na inducao desses mediadores.

A histamina por si s6 é capaz de despolarizar alguns neurdonios do
trigémeo e de nddulos ganglionares, mas normalmente eles ndo ativam
potenciais de acdo (HUTCHEON et al., 1993). As despolarizacdes estio
associadas a alteracdes varidveis na condutincia da membrana (aumento ou
diminui¢do) sugerindo diferentes efeitos sobre os canais 16nicos. Os efeitos de
sensibilizacdo da histamina sdo mediados pelo mesmo subtipo de receptor

(H,) e que provavelmente envolvem agao de prostandides.

GALEOTTI et al. (2002) verificaram que os anti-histaminicos
(difenidramina, pirilamina e prometazina) atuam sobre os receptores
histaminérgicos do tipo H; inibindo o efeito despolarizante através da ativagao
de proteinas G do tipo inibitérias (Gi), subtipos o, o, € o3 Assim,
desvendando, pelo menos em parte, um dos possiveis mecanismos de agao

pela qual ocorre a nocicepgao ou a antinocicepcao via receptor H;.
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Envolvimento nas Disfuncoes Articulares

Nas disfungdes articulares como artrite reumatdide, osteoartrite,
situacoes inflamatdrias cronicas de articulagdo, sio comumente verificadas no
liquido sinovial presenga de proliferacdo de fibroblastos e infiltrado
inflamatério com uma rica cole¢do celular, inclusive de mastécitos e células
mononucleares (BROMLEY & WOOLLEY, 1984; HENDERSON &
PETTIPHER, 1985). Estudos tém mostrado que existe um aumento
significativo no nimero de mastdcitos e da concentracdo de histamina no
liquido sinovial em pacientes com artrite reumatdide (CRISP er al., 1984;

FREWIN et al., 1986; MALONE et al., 1986).

Além disso, é verificada também a presenca de histamina em
musculos da mastigacao que apds um intenso exercicio fisico o paciente relata
dor. A hipétese é de que durante o exercicio intenso ocorre uma lesdo do
musculo havendo a liberacdo de histamina pelos mastécitos, e entdo,

induzindo a uma sensacdo dolorosa e a vasodilatacio nos misculos

(MORGANROTH et al., 1977).

WATANABE et al. (1999) verificaram que a presenca de histamina

nos musculos da ATM estaria possivelmente, mediando via Interleucina-1, a
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ativacdo da sensacdo dolorosa nas desordens temporomandibulares. Assim
como a presenca da histamina no liquido sinovial poderia mediar via
interleucina-6 a ativacdo da sensacdo dolorosa na artrite reumatdide

(TANAKA et al., 1997).

2.4.2. SEROTONINA

Assim como a histamina, a serotonina ou 5-hidroxitriptamina
(5-HT) também € um produto liberado na desgranulacdo do mastdcito. Sabe-
se que a serotonina consegue ativar as fibras aferentes primdrias via receptor
5-HT;, mas também através de outros subtipos de receptores presentes na
periferia como a 5-HT;p (TAIWO et al., 1992) com possivel atuacdo em
conjunto do receptor 5-HT,c (BERVOETS et al., 1990), e também do receptor

5-HT7 (EGLEN, et al., 1997) levando a uma hiperalgesia mecanica.

TAIWO & LEVINE (1992) mostraram que a a¢do direta da 5-HT
sobre a fibra aferente primdria, in vivo, promovia uma hiperalgesia de curta
laténcia, independente da atuacdo de neurOnios pds-ganglionares simpaticos,
como também de neutréfilos e da sintese de prostaglandinas. A capacidade da

5-HT sensibilizar diretamente os neurdnios aferentes primdarios tem sido
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verificada através de estudos eletrofisiolégicos pela técnica de patch clamp

(CARDENAS et al., 1997).

SAWYNOK et al. (1997) estudaram o envolvimento da 5-HT e seus
receptores na nocicep¢do e na formagdo do edema no teste da formalina na
pata de ratos. Os autores verificaram que ambos efeitos estdo relacionados a
ativacdo de receptores purinérgicos P1 (Aj;) em conjunto com receptores

histaminérgicos do tipo H; e receptores serotoninérgicos 5-HT,.

Posteriormente, PARADA et al. (2001) demonstraram que no teste
da formalina existe uma peculiaridade interessante na atuacdo dos receptores
serotoninérgicos, enquanto que o receptor 5-HT 4 estd presente nas duas fases
do teste exercendo um papel de ativacdo de nociceptores periféricos, o

receptor 5-HTj3,4 estaria presente principalmente na fase 1.

2.5. TESTE DA FORMALINA NA ATM

O teste da formalina tem sido amplamente utilizado e vem sendo
adaptado para se estudar as vias nociceptivas em diferentes regides do corpo

de ratos e camundongos. O teste é considerado um modelo de dor inflamatdria
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tonica e sensivel a vdrias classes de drogas analgésicas (HUNSKAAR &

HOLE, 1987; TJIOLSEN et al., 1992).

DUBUISSON & DENNIS (1977), descreveram pela primeira vez o
modelo comportamental, partindo da resposta ao estimulo nocivo induzido
pela administracdo cutidnea de formaldeido a 37% diluido em solugdo salina
(formalina) no dorso da pata traseira de ratos. Os comportamentos
nociceptivos estereotipados, caracterizados pelos atos de lamber e levantar

rapidamente a pata eram observados.

Verificou-se que esses comportamentos apresentavam-se um padrao
bifasico (WHEELER-ACETO et al., 1990; ROSLAND et al., 1990), uma fase
inicial de dor intensa e de curta duracdo (primeiros 5 minutos) e uma segunda
fase de dor moderada e persistente (entre 10 a 60 minutos apds a injecdo). E
um curto periodo de laténcia, entre a primeira e a segunda fase, denominado
de interfase (HENRY, er al., 1999). Periodo este, de baixa atividade
comportamental que € atribuido a redu¢do momentanea da atividade das fibras
nervosas aferentes (PUIG & SORKIN, 1996; McCALL, et al., 1996) e da acdo

de mecanismos inibitérios descendentes (FRANKLIN & ABBOTT, 1993).
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HUNSKAAR & HOLE (1987) sugeriram que a primeira fase ¢é
decorrente da estimulacdo direta de nociceptores e que a segunda fase poderia

ser provocada por impulsos aferentes induzidos pela inflamagao local.

Entretanto, a comprovacdo experimental de que na primeira fase ha
participagcdo de mediadores enddgenos, como a bradicinina, histamina,
serotonina e substancia P, levantaram ddvidas quanto a essa idéia (SHIBATA
et al., 1989; PARADA et al., 2001). Assim como tem sido proposto também
que a segunda fase estd relacionada com o desenvolvimento do processo
inflamatério e ser dependente de modificagdes no sistema nervoso central,
induzidas pela atividade neural ocorrida durante a primeira fase (CODERRE
et al., 1990; TIOLSEN et al., 1992), como resultado do processo de

sensibilizagdo central.

Contudo, a sensibilizacdo central desencadeada pelos impulsos da
primeira fase da formalina, pode ndo ser suficiente para manter as respostas
comportamentais nociceptivas na segunda fase. A administracao local de um
derivado quaterndrio da lidocaina hidrofilica (QX-314) 10 minutos apds a

administracdao de formalina na pata é capaz de inibir as respostas da segunda
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fase, sugerindo portanto, a participagdo do componente periférico (TAYLOR

etal., 1995).

PARADA et al. (2001) verificaram a importancia do componente
periférico na segunda fase do teste. O trabalho sugere o envolvimento da
histamina e serotonina na segunda fase de respostas induzidas pela

administra¢do de formalina na pata traseira de ratos.

CLAVELOU et al. (1989) propuseram uma modificacdo no teste da
formalina para que fosse possivel este estudo na regido orofacial. Os autores
observaram que a inje¢do de formalina no labio superior de ratos foi capaz de
induzir comportamento nociceptivo caracterizado pelo ato de cogar a regido
orofacial com as patas dianteiras (ambas as patas) e algumas vezes com a pata
traseira ipsilateral. Como o modelo original, também foi observado o mesmo
padrao bifésico, fase inicial (3 primeiros minutos) e fase tardia (entre 18 a 42

minutos apds a inje¢do).

ROVERONI et al. (2001) propuseram o teste da formalina na ATM,
desenvolveram um modelo comportamental através da administracdo de
formalina na regido da ATM de ratos. A administracdo de formalina na ATM

de ratos desencadeia os comportamentos nociceptivos de cogar a regido
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orofacial, de levantar rapidamente a cabeca e o de tombar a cabeca para o lado
tratado. Esses comportamentos foram reduzidos de forma significativa pela
administracdo de morfina (4mg/Kg, i.p.) 30 minutos antes da injecdo da
formalina, e também pela co-administracdo de lidocaina (QX-314, 2%) com a

formalina.

Neste modelo, diferentes concentragdes de formalina foram testadas
(0,5%, 1,5%, 2,5% e 5,0%) e os resultados mostraram que as respostas
comportamentais foram significativamente maiores a partir de 1,5% e que

acima disso, as respostas ndo diferiram entre si.

Assim, as respostas comportamentais nociceptivas caracterizadas
pela exacerbacdo do ato de cogar a regido orofacial e as caracterizadas pelo ato
de levantar rapidamente a cabeca podem ser utilizadas como indice de dor
orofacial para o teste da formalina na ATM de ratos, sejam avaliadas
separadamente ou em conjunto, pela soma das mesmas (ROVERONI et al.,
2001). Assim como descrito na literatura, a simples soma de mais de um
comportamento seria a forma mais adequada de avaliar as respostas

comportamentais induzidas pela administracdo de formalina, uma vez que
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pode haver uma integracdo entre os comportamentos (WHEELE-ACETO &

COWAN, 1993; ABBOTT et al., 1995).

Apesar dos testes da formalina na pata e no labio apresentem um
padrdo bifasico, o teste da formalina na ATM apresenta uma Unica fase de
resposta, devido a necessidade, mesmo que momentaneamente, de anestesiar o
animal com o halotano para a injecdo. O fato de anestesiar o animal justifica-
se devido a dificuldade de acesso ao local (ATM), além disso, eticamente é

um procedimento mais aceitavel.

2.6. TESTE DA CARRAGENINA

A carragenina (CG) € o nome atribuido a uma familia de
polissacarideos obtidos de algas marinhas vermelhas, denominadas Chondrus.
Estas algas tém a capacidade de formar uma variedade quase infinita de géis a
temperatura ambiente. As principais formas de CG sdo: kappa (k), iota (1) e
lambda (A), que diferem entre si em termos de suas propriedades e reatividade

protéicas.
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O teste da carragenina para induzir artrite foi desenvolvido por
GARDNER (1960). As inje¢des intra-articulares (i.a.) de CG foram realizadas
em cobaias e coelhos; nos primeiros, também foi empregada a injecao
intradérmica (i.d.). Diferentes concentra¢des de CG (0,25, 0,5, 1,0 e 2,5%) 1.d.
foram utilizadas e apds a andlise histoldgica, verificou-se que a concentragao
de 1,0% foi a que induziu uma inflamacdo significativa comparada a
concentragdes inferiores. Da mesma forma, essa concentragdo também foi a
significativa para inducdo da artrite. Além disso, cortes histolégicos das
articulagcdbes mostraram caracteristicas inflamatérias semelhantes aos dos
pacientes que apresentavam artrite reumatoide, verificados apds a sua morte.
Sabe-se que a CG ndo é conhecida como antigénica, ndo induz efeitos
sisttmicos e tem um alto grau de reprodutividade, além disso, € de fAcil
manuseio, menos susceptivel a alteracdes ambientais quando comparada a
outros mucopolissacarideos sendo, portanto, uma substancia adequada para o

estudo do processo inflamatério.

Em 1974, BOLAM et al. estudaram a atividade inflamatéria de uma
fracdo do plasma humano no edema induzido por CG na pata de ratos. Os

resultados mostraram que a atividade antiinflamatoria da fracdo isolada do
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plasma afetou tanto no desenvolvimento do edema como na infiltracdo de

proteinas plasmaéticas no teste de edema na pata induzido por CG.

VINEGAR et al. (1987) realizando o teste da inflamagao induzida
por CG na pata de ratos, concluiram, a partir de andlises histolégicas, que a
resposta inflamatéria da CG era composta por duas fases. O exame histologico
do tecido subplantar (s.p.) tratado era realizado em dois periodos: aos 20
minutos ou aos 180 minutos apds a injecdo da CG. No primeiro periodo, ndo
foi detectada nenhuma alteracdo celular, quando comparado aos tecidos nao
tratados (controle). Enquanto que no segundo periodo, foram observados
intensa resposta inflamatéria fagocitica (RIF) com grande ntimero de
neutréfilos e edema tissular, a qual era precedida por uma resposta

inflamatéria ndo fagocitica (RINF).

Além disso, tem sido demonstrado que o CGRP e a SP podem
desempenhar um papel nas respostas inflamatdrias neurogénicas. Estudos em
ratos imunizados com CGRP mostrou um efeito desse peptideo sobre as
respostas a inflamacdo induzida por 6leo de mostarda (OM), na qual acredita-

se ter um componente neurogénico. Enquanto que naquela induzida pela CG,
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esse efeito ndo foi observado fundamentando a idéia de que a inflamacgao

induzida pela CG € do tipo nao neurogénica (LOUIS et al., 1989).

Posteriormente, na tentativa de melhor compreender a producado de
mediadores inflamatérios e a sua liberagdo na doenga articular inflamatoria,
estabeleceram um modelo de inflama¢do aguda na ATM de coelhos (SWIFT
et al., 1998). Neste modelo, o efeito de duas drogas antiinflamatérias na
modulacdo dos niveis tissulares de dois mediadores inflamatérios (PGE, e
BK) foi verificado. Assim, o teste da CG na ATM de coelhos foi utilizado
para promover uma inflamagdo, a qual foi verificado através de um aumento
significativo na temperatura da articulacdo. O cetorolaco, um antiinflamatério
nao esteroidal (AINE), e a dexametasona eram administradas ou
sistemicamente (i.p.) ou localmente (i.a.) e foi verificado que o cetorolaco
conseguiu reduzir os niveis tanto da PGE, como a da BK, enquanto que a

dexametasona reduziu apenas os niveis de BK.

TONUSSI & FERREIRA (1999), estudaram a relacdo do TNF-a,
uma citocinina com grande potencial no desenvolvimento da hiperalgesia

inflamatéria, com a inflamacio induzida pela CG em joelho de ratos. Os
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resultados obtidos pelos autores sugerem que o TNF-a seja um importante

mediador da resposta algésica no teste da CG na articula¢ao de joelho de ratos.
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3. OBJETIVOS

v' Verificar o efeito da histamina e a participacdo dos receptores
histaminérgicos periféricos do tipo H; no processo de nocicepgao

proveniente da ATM de ratos.

v" Verificar o efeito da associacdo da histamina e da serotonina na

sensibilizacdo de nociceptores da ATM de ratos.

v’ Verificar se a administracio de histamina na ATM de ratos

previamente sensibilizada pela carragenina altera a nocicep¢ao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados 138 ratos Wistar
pesando entre 150 a 250g, provenientes do CEMIB-UNICAMP. Os animais
foram mantidos em gaiolas plasticas (5 por gaiola) contendo maravalha, em
ambiente com controle de luminosidade (ciclos claro/escuro de 12h) com

alimentacdo e agua, ad libitum.

Todos os procedimentos experimentais foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Estadual de Campinas (ANEXO 1) e seguiram as diretrizes propostas pelo
Comité para Pesquisa e Etica da Associacdo Internacional para Estudo da Dor
em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983). Em particular, a duragdo
dos experimentos foi a menor possivel (30minutos) e o nimero de ratos

usados foi mantido ao minimo necessdrio (aproximadamente 8 ratos por

grupo).
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4.2. PROCEDIMENTOS GERAIS

As sessoOes de teste foram realizadas durante a fase clara entre Sh e
17h em sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25°C
(ROSLAND, 1991). Durante o periodo de teste os ratos ndo tiveram acesso a
agua ou a comida. Para minimizar o estresse durante as sessoes experimentais,
os ratos foram previamente manipulados pelo pesquisador por um periodo de

7 dias.

Para a realizacdo das andlises comportamentais uma caixa de
observacdo medindo 30x30x30cm com base e 3 laterais espelhadas e frente de
vidro foi utilizada. Cada rato foi inicialmente colocado e mantido na caixa por
10 minutos para habituar-se ao ambiente de experimenta¢do € minimizar o

estresse (ABBOTT et al., 1986).

4.3. INJECOES NA REGIAO DA ATM

Para administracido de drogas na regido da ATM esquerda, os ratos
foram anestesiados por inalacdo de Halotano. A seguir, uma agulha calibre 30,

conectada a uma seringa de microlitro Hamilton (50ul) por um tubo de
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polietileno P50, foi inserida na por¢do inferior da borda pdstero-inferior do
arco zigomatico, sendo avancada em direcdo anterior até contactar a regidao
pOstero-lateral do condilo (FIG. 4). As solucdes contendo drogas isoladas ou

associadas foram administradas num volume total de S0uL. na ATM.

FIGURA 4 — Administragdao da droga na ATM do animal: posicdo de insercao
da agulha hipodérmica calibre 30 que estd conectada a uma
seringa de microlitro Hamilton por meio de uma canula de
polietileno P50.

4.4. TESTE COMPORTAMENTAL

Imediatamente apds a administracdo periarticular de drogas os
animais, ja conscientes, foram recolocados na camara de observacido e as

respostas comportamentais caracterizadas pelo ato de cogar a regido injetada
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com a pata dianteira ou traseira e pelo ato de levantar reflexamente a cabeca
foram quantificadas durante o periodo de 30 minutos, divididos em 10 blocos
de 3 minutos cada (ANEXO 2). O tempo em segundos que 0s animais
permaneceram cog¢ando a regido orofacial foi quantificado através da
utilizagdo de um crondmetro, € o nimero de vezes que o animal levantou
reflexamente a cabeca foi quantificado por um contador de células, como

anteriormente descrito (ROVERONI et al., 2001).

Considerando que o ato de levantar reflexamente a cabeca segue um
padrao uniforme de 1 segundo de duracdo, a intensidade da resposta
nociceptiva foi quantificada somando-se esse comportamento ao ato de cocar

a regido injetada, como previamente padronizado (ROVERONI ez al., 2001).

4.5. CONFIRMACAO DO LOCAL DA INJECAO NA ATM

Ap6s o término de cada andlise comportamental foi realizada a
confirmagdo visual do local da administracdo das drogas (pos-mortem). Para
i1sso, apoOs inducdo anestésica com cloridrato de tiazina 2% (5Smg/kg,
intramuscular) seguido de cloridrato de ketamina 10% (10mg/kg,

intramuscular), o corante azul de Evans (1%; S5mg/kg) foi injetado,
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intracardiacamente. Apds dez minutos, o animal foi submetido a perfusao
cardiaca com soro fisiologico para facilitar a visualizacdo da regido da ATM
(FIG. 5). Como o corante Azul de Evans se liga as proteinas plasmaticas, o

local da injecdo foi identificado visualmente, onde ocorreu o extravasamento

plasmatico (HAAS et al., 1992).

FIGURA 5 - Visualizagdo do sitio de injecdao da droga: ATM dissecada apds
o sacrificio, confirmando o local de administracio da droga
(contraste visual devido ao corante Azul de Evans).
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4.6. SOLUCOES E DOSES EMPREGADAS

« Solucao salina: NaCl 0,9 % (HalexIstar)

o Carragenina (Sigma): dissolvido em salina (100pug/50uL)

« Histamina 2HCl (RBI): dissolvido em salina (100, 250 ou
500ng/50uL)

« Maleato de Pirilamina (RBI): dissolvido em salina
(400pg/25ul)

« S-Hidroxitriptamina (Sigma): dissolvido em salina (100, 250
ou 500ug/50uL)

o QX-314, um derivado quaterndrio da lidocaina hidrofilica
(Sigma, MO,USA): preparado a 4% em 25uL de salina

o Azul de Evans (Sigma): dissolvido em salina, preparado numa
concentracio de 1,0% e administrado na dose de Smg/kg

o Solucdo anestésica:  Cloridrato de  Ketamina 2%
(AGRIBRANDS) administrado na dose de Smg/kg e Cloridrato

de Tiazina 10% (BAYER) administrado na dose de 10mg/kg
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4.7. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para realizacao deste trabalho, os animais foram divididos de forma

aleatéria em diferentes grupos experimentais.

4.7.1. EFEITO NOCICEPTIVO DA ADMINISTRACAO DE HISTAMINA

NA REGIAO DA ATM DE RATOS

Nesta fase inicial, para se determinar o papel da histamina como
agente desencadeante de nocicepcdo quando administrada na ATM, salina
0,9% (n=14) ou histamina nas diferentes concentracdes (100png, n=6; 250ug,
n=7; 500ug, n=10) foram administradas na regido da ATM de ratos,
verificando-se a relacdo dose-resposta em comparagdo com o grupo tratado

com salina.

Para se confirmar o cardter nociceptivo das respostas
comportamentais induzidas pela administracdo de histamina na ATM, foi
realizado um grupo adicional onde o anestésico local, QX-314 (4%, 25uL.),

foi co-administrado com a histamina na sua dose mais efetiva (n==8).
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Para confirmar se as respostas comportamentais induzidas pela
injecdo de histamina na regido da ATM sao realmente mediadas pela ativagcdo
dos receptores histaminérgicos, o antagonista do receptor H;, pirilamina
(400pg/25uLl), foi co-administrado com a histamina também na dose mais

efetiva (n=10).

3.7.2. EFEITO DA HISTAMINA NA SENSIBILIZACAO DOS

NOCICEPTORES DA ATM DE RATOS.

Para verificar o papel da histamina na sensibilizacdo dos
nociceptores da ATM foi utilizado um outro agente comumente presente na
mediacdo da dor: serotonina. A serotonina foi administrada na ATM de ratos
nas diferentes concentracoes para se obter uma curva dose-resposta (100ug,
n=10; 250ug, n=6; 500ug n=7), e comparadas com o grupo tratado com salina

(n=14).

Posteriormente, a dose sublimiar de serotonina, dose esta
insuficiente para produzir respostas comportamentais nociceptivas, foi

co-administrada com histamina também na sua dose sublimiar (n=8).
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3.7.3. ADMINISTRACAO DE HISTAMINA NA ATM DE RATOS

PREVIAMENTE SENSIBILIZADA PELA CARRAGENINA.

Para se estudar o papel da histamina na articulagdo sensibilizada
pelo agente hiperalgésico carragenina, foram realizados os grupos com
tratamento prévio de carragenina (100ug) e uma hora apés, salina 0,9% (n=9)

ou histamina, na dose sublimiar, (n=8) foi administrada na mesma ATM.

Para se ter a comprovacdo de que a ATM foi previamente
sensibilizada pela carragenina, a serotonina na sua dose sublimiar (n=8) foi
administrada uma hora apds o tratamento com a carragenina. Foram também
realizados grupos adicionais com tratamento prévio de salina 0,9% e uma hora
ap6s administracao de salina 0,9% (n=6) ou serotonina, dose sublimiar, (n=6)

que serviram como grupos controles.
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4.8. ANALISE DE DADOS

Os dados com homogeneidade de variancia foram analisados através
da aplicacdo do teste estatistico One-Way Anadlise de Varidncia (ANOVA).
Comparacoes multiplas foram realizadas aplicando-se o teste de TUKEY e o
nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05. Os dados estdo apresentados
pela média + o Erro Padrdao da Média (E.P.M.). O programa SIGMA STAT foi

utilizado para a realizac@o dos célculos estatisticos.
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5. RESULTADOS

5.1. EFEITO DA ADMINISTRACAO DE HISTAMINA NA REGIAO

DA ATM DE RATOS

A administracdo de histamina na ATM (250ug) promoveu uma
resposta comportamental significativamente maior que a induzida pela
administracdo de salina sugerindo que a histamina induz nocicep¢ao na ATM.
Como a resposta induzida pela dose de 250ug também foi significativamente
maior que a induzida pela de 100pg (TAB. 1a e GRAF. 1a), a dose de 100pg
foi caracterizada como dose sublimiar (dose insuficiente para produzir
resposta nociceptiva) e posteriormente combinada com uma dose também
sublimiar de serotonina no estudo do efeito nociceptivo da histamina. Embora
a resposta induzida pela histamina na dose de 500ug tenha sido menor que a

induzida pela de 250ug ndo houve diferenca estatistica entre essas duas doses.

A TAB. 1b e GRAF. 1b mostram que a co-administracio do
derivado quaterndrio da lidocaina hidrofilica (QX-314, 4%) ou do antagonista

do receptor histaminérgico do tipo H; (pirilamina, 400pg), com a histamina

(250ng) reduziu significativamente a resposta comportamental induzida pela
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histamina, confirmando que o efeito nociceptivo induzido pela histamina é
local e mediado pela ativagcdo de receptores histaminérgicos funcionais do tipo

H; presentes na regido da ATM de ratos, respectivamente.

TABELA 1a - Efeito da administracdo de histamina na regido da

ATM de ratos.
GRUPOS Resposta Comportamental (s)
Salina (n=14) 38,67 £ 6,22 *
Histamina 100pg (n=6) 4542+510"
Histamina 250ug (n=7) 83,83 + 6,80 **
Histamina 500ug (n=10) 62,13 £10,04

Simbolos iguais indicam diferenca significativa (p<0,05; teste Tukey) entre
grupos. Dados expressos como média + E.P.M.

TABELA 1b - Efeito da co-administracio do antagonista do
receptor histaminérgico do tipo H; (pirilamina) ou do derivado quaternério da
lidocaina (QX-314), com histamina.

GRUPOS Resposta Comportamental (s)
Histamina 250pg (n=7) 83,83+6,80 " *
Histamina 250ug + Pirilamina 400ug (n=10) 46,62 + 8,89 *
Histamina 250ug + QX-314, 4% (n=8) 34,44 + 5,56 *

Simbolos iguais indicam diferenca significativa (p<0,05, Teste Tukey) entre
grupos. Dados expressos como média + E.P.M.
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GRAFICO 1 - Efeito da administracdo de histamina na regido da
ATM de ratos. a. A administracdo de histamina (250ug) na regido da ATM
induziu resposta nociceptiva. b. A co-administracdo do antagonista do
receptor histaminérgico do tipo H; (pirilamina) ou a do derivado quaternario
da lidocaina (QX-314, 4%) com histamina, reduziu significativamente a
resposta nociceptiva induzida pela mesma. Nesta figura, assim como nas
subseqiientes, cada coluna representa média + E.P.M., o numero entre
parénteses representa o “n” de cada grupo e simbolos iguais sobre diferentes
colunas indicam diferenca significativa (p<0,05; teste Tukey) entre grupos.
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5.2. ESTUDO DO EFEITO NOCICEPTIVO DA HISTAMINA NA ATM

DE RATOS.

Para estudar o efeito nociceptivo da histamina na ATM, a dose
sublimiar de histamina (100pg) foi co-administrada com uma dose sublimiar
de serotonina (100ug) determinada a partir da curva dose-resposta da
serotonina (veja TAB. 2a e GRAF. 2a). Como pode ser observado a
administracdo de serotonina na ATM (250ug) promoveu uma resposta
comportamental significativamente maior que a induzida pela administragdo
de salina sugerindo que a serotonina induz dor na ATM. Como a resposta
induzida pela dose de 250ug também foi significativamente maior que a
induzida pela de 100ug (TAB. 2a e GRAF. 2a), a dose de 100ug foi
caracterizada como dose sublimiar e combinada com a dose sublimiar de
histamina (100pg). A TAB. 2b e GRAF. 2b mostram que a co-administragao
da dose sublimiar de histamina com a de serotonina desencadeou uma resposta
comportamental significativamente maior que a induzida pela administragao
de cada uma delas individualmente, sugerindo que a histamina e a serotonina

agem sinergicamente na inducao nociceptiva na ATM.
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TABELA 2a - Efeito da administracdo de serotonina na regiao da
ATM induzindo resposta nociceptiva.

GRUPOS Resposta Comportamental (s)
Salina (n=14) 38,67 £6,22 %7
Serotonina 100ug (n=10) 57,64 £ 12,93 #
Serotonina 250ug (n=6) 122,43 £ 16,19 *
Serotonina 500pg (n=7) 120,08 £25,21 **%
Serotonina 500pg + QX-314, 4% (n=7) 52,71+7,27°

Simbolos iguais indicam diferenca significativa (p<0,05; teste de Tukey) entre
grupos. Dados expressos como média + E.P.M.

TABELA 2b - Efeito da co-administracdo de uma dose sublimiar
de serotonina (100pg) com uma dose sublimiar de histamina (100ug) na
regido da ATM de ratos.

GRUPOS Resposta Comportamental (s)
Histamina 100ug (n=6) 4542 +5,10*
Serotonina 100pg (n=10) 57,64+12,93 "
Histamina 100ug + Serotonina 100pug (n=8) 110,52 + 16,58 * *

Simbolos iguais indicam diferenca significativa (p<0,05; Teste de Tukey)
entre grupos. Dados expressos como média + E.P.M.
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administracdo de uma dose sublimiar (dose insuficiente para produzir resposta

nociceptiva) de serotonina (100pug) com uma dose sublimiar de histamina

(100pg) na regido da ATM de ratos produziu resposta nociceptiva.
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5.3. PAPEL DA HISTAMINA NA ATM PREVIAMENTE

SENSIBILIZADA PELA ADMINISTRACAO DE CARRAGENINA.

Para comprovar que a carragenina (100ug) sensibilizou a ATM a
TAB. 3a e GRAF. 3a mostra: 1) que a administracdo de carragenina nao
produziu uma resposta comportamental significativamente maior que a
induzida pela administracdo de salina (veja as 2 primeiras colunas do gréifico);
2) que a administracdo de uma dose sublimiar de serotonina (100pg) 1 hora
ap6s a administracdo de carragenina (100pg) na ATM produziu uma resposta
comportamental significativamente maior que a induzida pela administragdao
de carragenina ou serotonina (veja 3 ultimas colunas do grafico). A TAB. 3be
GRAF. 3b mostram que a administracdo da dose sublimiar de histamina
(100pg), uma hora apds a administragdo do agente hiperalgésico carragenina
(100png) ndo desencadeou uma resposta comportamental significativamente
maior que a induzida pela administracdo de apenas carragenina ou histamina.
Esse resultado sugere que a histamina ndo induziu resposta nociceptiva

quando administrada na ATM previamente sensibilizada pela carragenina.
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TABELA 3a — Comprovagdo do efeito de sensibilizacio da ATM
pela administracdo de carragenina.

GRUPOS Resposta Comportamental (s)
Salina + Salina 1hora ap6s (n=6) 26,96 + 7,30 *
Carragenina 100ug + Salina lhora ap6s (n=9) 28,83 £ 6,37 #
Carragenina 100ug + Serotonina 100ug 141,57 £ 9,15 * et

Ihora apds (n=8)

Salina + Serotonina 100ug lhora apds (n=6) 36,27 + 6,45 *

Simbolos iguais indicam diferenca significativa (p<0,05; Teste de Tukey)
entre grupos. Dados expressos como média = E.P.M.

TABELA 3b - Efeito da administracdo de histamina na ATM
previamente sensibilizada pela administracdo de carragenina na regido da
ATM de ratos.

GRUPOS Resposta Comportamental (s)
Carragenina 100ug + Salina 1h apds (n=9) 28,83 £ 6,37
Histamina 100ug + Salina 1h apds (n=6) 45,42 + 5,10
Carragenina 100ug + Histamina 100pg 32,33+ 5,66

lhora apés (n=8)

Dados expressos como média = E.P.M. (p>0,05; Teste de Tukey)
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GRAFICO 3 - Efeito da administracio de histamina na ATM
previamente sensibilizada pela administracdo de carragenina na regido da
ATM de ratos. a. Comprovacgdo de que a carragenina sensibiliza a ATM, uma
vez que a administragdo de uma dose sublimiar de serotonina (100pg) 1 hora
ap6s a administra¢do de carragenina na regidao da ATM de ratos produziu uma
resposta comportamental significativamente maior que a induzida pela
administragdo de carragenina ou serotonina. b. A administracdo de uma dose
sublimiar de histamina (100ug) 1 hora apds a administracdo de carragenina na
regido da ATM de ratos ndo induziu uma resposta comportamental
significativamente maior que a induzida pela administracdo de carragenina ou
histamina.
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6. DISCUSSAO

Quando ocorre uma lesao tecidual, os mediadores inflamatorios
liberados do tecido, células sangiiineas e de terminais neurais, atuam
diretamente nos nociceptores da fibra aferente primdaria causando dor ou
amplificando as respostas dolorosas desencadeadas por outros estimulos
(sensibilizacdo) (WALL & MELZACK, 1999). A histamina € uma dessas
substancias liberadas pelas células do local lesionado e que ativa diretamente

os nociceptores da fibra aferente primaria (KANDEL et al., 2003).

Ja € conhecido na literatura através de estudos pioneiros em animais
e em humanos que a aplicacdo de diferentes concentracdes de histamina no
tecido subcutaneo ou na cérnea, induz dor através da ativacdo das fibras
aferentes primdrias que inervam estes locais (ROSENTHAL & MINARD,
1939). Similarmente, BROTON & SESSLE (1988) verificaram através de
estudos eletromiogréificos que a administracdo de histamina na ATM de gatos
promovia um aumento significativo na atividade dos musculos da mastigacao
(digéstrico anterior, temporal e genioglosso) quando comparados com a

administracdo de salina. Diante disso, os autores sugeriram que a histamina
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poderia estar participando da dor e da disfun¢do da ATM, uma vez que na

disfuncdo a atividade reflexa dos musculos estd aumentada.

No presente trabalho, através da utilizacio do modelo
comportamental desenvolvido por ROVERONI et al. (2001), foi demonstrado
que a administracdo de histamina na ATM de ratos induziu resposta
nociceptiva na dose de 250ug. Como numa dose maior (500ug) verificou-se
uma leve diminui¢do das respostas comportamentais, € possivel que em doses
elevadas, a histamina também atue em células presentes no liquido sinovial

(linfécito por exemplo) e reduza conseqiientemente a sintese de outros

mediadores como a interleucina-6 (IL-6) (TANAKA et al., 1997).

Considerando que a histamina tem sido relatada como um agente
algogénico e estd presente em diversas situacdes fisiopatoldgicas, estudos
foram sendo realizados utilizando-se de anti-histaminicos para se verificar um
efeito analgésico dos mesmos (RUMORE & SCHILICHTING, 1985). Os
efeitos antinociceptivos foram verificados nos trabalhos de MALMBERG-
AIELLO et al. (1998), no qual animais tratados s.c. com anti-histaminico
(maleato de pirilamina) obtiveram uma resposta dolorosa diminuida quando

submetidos aos testes da placa quente e da pressdo da pata ou no trabalho de
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MOBARAKEH et al. (2000), onde camundongos com genes nocautes para a
sintese de receptores histaminérgicos do tipo H,, apresentavam-se com
sensibilidade para dor significativamente diminuida em relacdo aos
camundongos selvagens, quando avaliados nos testes da placa quente, fail-
flick (retirada da cauda), pressdo da cauda, pressdo da pata, formalina e
capsaicina. Esse efeito antinociceptivo dos anti-histaminicos também foi
observado no teste da formalina da ATM através da co-administracdo de
pirilamina (antagonista seletivo do receptor H;) com o agente nociceptivo
formalina na regido da ATM de ratos (ROVERONI, 1999). Esse trabalho
demonstrou pela primeira vez a exist€ncia de receptores funcionais

histaminérgicos na ATM de ratos.

O fato da resposta nociceptiva desencadeada pela administracdo de
histamina na regido da ATM de ratos ter sido revertida no presente trabalho
pela co-administracdo de pirilamina confirma a existéncia de receptores
histaminérgicos do tipo H; na ATM de ratos e demonstra a especificidade do

efeito desencadeado pela histamina para com os receptores histaminérgicos.

Assim como a histamina, a serotonina também é um mediador que

tem a propriedade de ativar os nociceptores das fibras nociceptivas aferentes
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primdrias. Tem sido demonstrado que a administracdo subcutinea (s.c.) de
serotonina promove uma intensa resposta nociceptiva caracterizada pelos

comportamentos de levantamento rdpido da pata seguida de sacudidas (flinch)

e lambida da pata (licking) (CARSTENS, 1997; HONG & ABBOTT, 1994).

De modo semelhante, o efeito nociceptivo da serotonina também foi
verificado neste trabalho, mas ao contrario da histamina, a serotonina
provocou dor numa relacdo dose-dependente (a partir de 250ug). Esses dados
sugerem que a serotonina ativa nociceptores localizados na regido da ATM
para produzir dor, uma vez que a resposta nociceptiva desencadeada pela

mesma foi bloqueada pela co-administracio do anestésico local (QX-314,

2%).

PARADA et al. (2001) verificaram que além da histamina, a
serotonina também estd envolvida na resposta nociceptiva induzida pela
formalina, uma vez que a administracdo de antagonistas seletivos do receptor
serotoninérgico diminuiu de forma significativa as respostas nociceptivas
induzidas pela administracdo de formalina na pata de ratos. Além disso, os
mesmos autores verificaram, que a co-administracdo de uma dose sublimiar de

histamina com uma dose também sublimiar de serotonina, induzia uma
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resposta nociceptiva, sugerindo que essas substancias atuem sinergicamente
na inducdo da dor. Sabe-se que a histamina e a serotonina sdo sintetizadas e
armazenadas em diferentes granulos do mastocito (HENSEN, 1974) e que
durante uma lesdo tecidual, ambas podem ser liberadas, e ainda, que a
presenca desses mediadores (histamina e serotonina) € capaz de ativar a
fibra C fazendo com que esta libere outros mediadores como a substincia P e
CGRP, e estes, por sua vez, sdo capazes de induzir uma maior desgranulacdo
de mastécitos (FIG. 3; LENT, 2001), resultando num aumento da
concentragdo de mediadores no local da lesdo intensificando e prolongando a
nocicepg¢do. Dessa forma, € possivel que o efeito nociceptivo induzido pela
administracdo de histamina (250ug) na ATM seja decorrente da somatdria de
um efeito direto, caracterizado pela ativacdo de receptores H; presentes nos
nociceptores das fibras aferentes da ATM, e indireto, via desgranulacao dos
mastocitos. Nesse contexto, a participagdo da serotonina € relevante, € como
demonstrado neste trabalho a co-administracdo de histamina com serotonina,
ambas em doses sublimiares (100ug), foi capaz de promover dor na ATM de

ratos.

As condi¢coes de dor inflamatéria no homem s3ao de grande

relevincia e o estudo de seus mecanismos tem sido a esséncia para o
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desenvolvimento de novas drogas para o controle das condi¢des dolorosas
(SIQUEIRA & TEIXEIRA, 2001). Para isso, modelos experimentais em
animais vém sendo desenvolvidos e padronizados para possibilitar o estudo
dessas condicdes dentro das leis estabelecidas pela Etica. O teste com
carragenina € um exemplo disso, ela promove uma inflamacdo do tipo nao
neurogénica cujo efeito nociceptivo pode ser inibido através da inibicdo da
sintese de eicosandides e do bloqueio dos receptores [3,-adrenérgicos
(NAKAMURA & FERREIRA, 1987), semelhando-se assim a uma das

principais condi¢des inflamatdrias presenciadas no homem.

Sendo assim, neste trabalho observou também que a sensibilizacdo
do neur6nio periférico da ATM pela carragenina aumenta a sua
susceptibilidade a nocicep¢do induzida pela serotonina, mas ndo pela
histamina. Isso sugere que a serotonina possui uma capacidade de ativacdo do
nociceptor mais intensa quando comparada com a histamina. Nesse contexto,
o fato da administracdo da histamina ter provocado resposta nociceptiva numa
dose equivalente a da serotonina (250ug) parece ser um contra-senso
considerando o efeito de ambas as drogas no neurdnio sensibilizado pela
carragenina. Entretanto, ao contrdrio da serotonina que provocou

comportamento nociceptivo de forma dose-dependente, a histamina induziu
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resposta nociceptiva apenas na dose de 250ug, conforme visto anteriormente,
sugerindo que a histamina quando administrada na ATM deve também ter um

efeito indireto na indu¢do da nocicepg¢ao.

Tem sido demonstrado que a histamina ¢ um mediador da dor no
Sistema Nervoso Central (RUMORE & SCHILINCHTING, 1985;
GALEOTTI et al., 2002). Alguns trabalhos realizados em humanos, durante
cirurgia dentdria, sugeriram um efeito analgésico periférico dos anti-
histaminicos (BELLVILLE et al., 1979). Como o nosso estudo demonstrou
que na inflamacdo provocada por administracdo de carragenina (inflamacao
mediada por eicosandides e aminas simpatomiméticas) a histamina nao induz
comportamento nociceptivo, provavelmente a dose utilizada no estudo da a¢ao

analgésica do anti-histaminico foi uma dose sist€mica.

A comprovacdo da existéncia de receptores H; periféricos na ATM
e a evidéncia de sinergismo entre a histamina e a serotonina no processo de
nocicepg¢ao poderia sugerir formas alternativas de tratamento para o alivio da

dor associada as DTMs.
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Os antagonistas de receptores H; associados aos antagonistas de
receptores serotoninérgicos podem exercer um efeito anti-hiperalgésico local
via mecanismos periféricos que seria de relevancia por minimizar os efeitos

colaterais indesejaveis da acdo central dessas drogas.
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7. CONCLUSOES

v" A histamina induz uma resposta nociceptiva na ATM de ratos na
dose de 250ug de forma direta através da ativagdo de receptores

histaminérgicos do tipo H; periféricos.

v' A histamina exerce um efeito sinérgico com a serotonina na

sensibilizacdo de nociceptores da ATM de ratos.

v' A histamina ndo altera a nocicep¢do quando administrada na

ATM de ratos previamente sensibilizada pela carragenina.
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Anexo

ANEXO 2

Ficha utilizada para quantificar as respostas comportamentais
induzidas pela administracdo de drogas na regido da ATM de ratos, durante o

periodo de observacdo de 30 minutos.

DATA: /] HORARIO:
GRUPO:
PESO: g

0-3 | 3-6 | 69 | 9-12 |12-15 15-18 18-21 21-24 24-27|27-30

CO

LC

CO: comportamento de cocar a regido orofacial (segundos)

LC: comportamento de levantar rapidamente a cabeca (nimero de vezes)
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Apéndice

APENDICE
TABELA 1la
Animal Salina 0,9%  Histamina 100png Histamina 250pg Histamina 500ug

1 60,78 38,88 67,27 124,71
2 22,00 34,14 100,68 85,63
3 39,98 28,43 84,28 94,48
4 51,25 51,62 77,09 48,77
5 27,03 55,79 52,74 36,46
6 51,25 63,65 100,97 9,00
7 12,00 103,81 40,53
8 29,39 4791
9 43,10 57,22
10 105,53 76,58
11 10,51
12 34,82
13 26,35
14 27,40

Média+ E.P.M. 38,67 £ 6,22 45,42 £5,10 83,83 £ 6,80 62,13 £ 10,04

TABELA 1b
Animal Histamina 250ug Histamina 250ug + Histamina 250ug +
Pirilamina 400pg QX-314, 4%

1 67,27 74,78 40,33
2 100,68 26,25 32,80
3 84,28 113,89 8,00
4 77,09 38,00 29,89
5 52,74 4421 28,16
6 100,97 62,38 36,39
7 103,81 24,45 68,58
8 39,99 31,37
9 20,19
10 22,07

Média + E.P.M. 83,83 + 6,80 46,62 + 8,89 34,44 +£5,56
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TABELA 2a
Animal Salina 0,9%  Serotonina Serotonina Serotonina  Serotonina 500ug
100pg 250ug 500pg + QX-314, 4%
1 60,78 73,30 140,75 131,83 64,76
2 22,00 40,74 58,00 68,00 93,42
3 39,98 121,07 112,04 111,04 50,28
4 51,25 12,00 115,97 67,23 45,93
5 27,03 42,93 191,42 275,08 30,08
6 51,25 25,98 116,42 95,46 43,18
7 12,00 4,00 91,92 41,32
8 29,39 130,15
9 43,10 81,47
10 105,53 44,80
11 10,51
12 34,82
13 26,35
14 27,40
Média =+ 38,67 £6,22 57,64 £ 12,93 122,43 £16,19 120,08 £25,21 52,71 £7,27
E.P.M.
TABELA 2b
Animal Histamina 100pg Serotonina 100ug Histamina 100ug +
Serotonina 100ug
1 38,88 73,30 127,65
2 34,14 40,74 53,30
3 28,43 121,07 186,37
4 51,62 12,00 67,55
5 55,79 42,93 123,85
6 63,65 25,98 181,28
7 4,00 126,64
8 130,15 33,69
9 81,47 151,56
10 44,80 53,28
Média + E.P.M. 45,42 £5,10 57,64 £12,93 110,52 +£ 16,58
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TABELA 3a
Animal  Salina + Salina Carragenina 100pug Carragenina 100pug Salina +
lhora ap6s  + Salina lhora apds + Serotonina Serotonina 100ug
100ug Thora apds lhora apds
1 27,97 28,97 159,85 39,66
2 62,50 36,41 123,16 27,34
3 12,28 13,00 129,90 52,16
4 19,62 13,00 116,01 51,60
5 7,93 51,41 199,60 40,56
6 31,47 32,94 118,63 6,29
7 65,55 143,40
8 15,15 141,98
9 3,00
Média + 26,96 + 7,30 28,83 + 6,37 141,57 £ 9,15 36,27 £ 6,45
E.P.M.
TABELA 3b
Animal Carragenina 100ug + Histamina 100ug + Carragenina 100ug +
Salina 1hora apds Salina 1hora apés  Histamina 100ug 1hora apds
1 28,97 38,24 33,62
2 36,41 8,13 25,87
3 13,00 10,44 34,93
4 13,00 35,62 65,39
5 51,41 31,43 26,94
6 32,94 5,00 3,00
7 65,55 32,71
8 15,15 36,17
9 3,00
Média + E.P.M. 28,83 + 6,37 4542 +5,10 32,33 + 5,66
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