Universidade Federal da Bahia

Instituto de Ciéncias da Saude

llana Dantas Neves

Efeitos da Toxina Botulinica A em Masseteres
de Ratos em Modelo Experimental de Dor
Inflamatoria

—

>~

PROCESSOS INTERATIVOS
D05 ORGAOS  ITEMNS

Salvador
2019




T
N

& \ A ] )
o e g .
I Prodararas K POS CRADUACAO = ICS s LIFDA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PROCESSOS INTERATIVOS
DOS ORGAOS E SISTEMAS

lana Dantas Neves

Efeitos da Toxina Botulinica A em Masseteres
de Ratos em Modelo Experimental de Dor
Inflamatoria

Salvador
2019



llana Dantas Neves

Efeitos da Toxina Botulinica A em Masseteres
de Ratos em Modelo Experimental de Dor
Inflamatoéria

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Processos Interativos dos Orgdos e
Sistemas, do Instituto de Ciéncias da Saude, da
Universidade Federal da Bahia, como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre em Processos
Interativos dos Orgéos e Sistemas.

Orientador: Prof. Dr. Marcio Cajazeira Aguiar

Coorientadora: Profa. Dr2. Luciana Lyra Casais e Silva

Salvador
2019



Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicacdo (CIP)

N518e

Neves, llana Dantas.

Efeitos da toxina botulinica A em masseteres de ratos em modelo
experimental de dor inflamatoria / llana Dantas Neves, 2019.

48f. ; il. color; 31 cm

Orientador: Prof. Dr. Marcio Cajazeira Aguiar.

Coorientadora: Profa. Dra. Luciana Lyra Casais e Silva

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal da Bahia. Instituto
de Ciéncias da Saude, Programa de Pds-graduacdo em Processos
Interativos dos Orgéos e Sistemas, 2019.

Inclui referéncias.

1. Dor miofascial. 2. Toxina botulinica A. 3. Nocicepcao. I. Neves,
llana Dantas. Il. Titulo.

CDU: 616.314.08




UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE

DS £l
FROGRAMA DE IBRADIAT SO

TERMO DE APROVACAO

DEFESA PUBLICA DE DISSERTACAO

ILANA DANTAS NEVES
EFEITOS DA TOXINA BOTULINICA A EM MASSETERES DE RATOS EM MODELO

EXPERIMENTAL DE DOR INFLAMATORIA
Salvador, Bahia, 20 de dezembro de 2019.

COMISSAO EXAMINADORA:

900 e U

PROF DR MARCIO CAJAZEIRA AGUlAR\(Universidade Federal da Bahia)

G/w@a Craca 20—

PROFA DRA GlzstLE GRACA LEITEDOS SANTOS (Faculdade de Tecnologia e Ciéncias)

PROFA DRA TATIANE DE OLIVEIRA TEIXEIRA (Universidade Federal da Bahia)



DEDICATORIA

Dedico a minha querida avoé
Zuleica (in  memorian), maior
representacao de amor
maternal, de forca e de

resiliéncia.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Marcio Cajazeira, uma referéncia de dedicacéo a
vida académica que preza, acima de tudo, a qualidade do trabalho cientifico,
realizado com detalhismo, ética, seriedade e muita organizagdo. Aqui registro
meus mais sinceros agradecimentos pela oportunidade, pela confianca e pelos
preciosos ensinamentos.

A minha coorientadora Prof2, Dr2, Luciana Lyra Casais e Silva, devido a toda
atencdo, disposicdo e motivacdo dispendidas ao meu auxilio, desde a elaboracao
do pré-projeto, aos inUmeros artigos compartilhados, a participacdo na banca de
qualificacdo e a grande contribuicéo estatistica.

A Profa, Dr2, Tania Rodriguez, pelo apoio diante do modelo experimental do
trabalho e pelo direcionamento metodologico com os roedores. Todo o cuidado e
preocupacao que possui com a rotina e o bem-estar dos animais foram admirados
e absorvidos.

A Prof2, Dr2, Aguida Cristina Henriques Leitdo, devido as orientagdes no tirocinio
docente e pela didatica impecavel dividida.

Ao aluno de iniciacdo cientifica Pedro Paulo Pinho, exemplo de garra e
determinacdo, por conta da grande parceria firmada, dos trabalhos pela
madrugada, do colo amigo e, principalmente, das licbes cientificas e de vida
prestadas.

Ao médico veterinario Felipe Chaimsohn, em virtude das horas de trabalho
direcionadas ao projeto, da motivacdo e da tranquilidade prestadas, e do carinho
no manejo dos animais. Foi um privilégio ter esse olhar especializado participando
do trabalho com tamanha humildade.

A técnica em laboratério de Histologia Aline Helenita Santos, em razédo da
proatividade diaria, de todo tempo e cuidado minuciosos dispensados a inclusao
das laminas histolégicas, dos ensinamentos laboratoriais, da simpatia
contagiante, das palavras de consolo e do abrago caloroso.

Ao colega de profissdo Kelvin Borges, pela dedicacdo dispensada ao projeto
piloto e pelo interesse em contribuir.

A mestranda e biomédica Laiane Pena, por motivo do auxilio no processamento

das laminas, do aprendizado relacionado a rotina e equipamentos laboratoriais,



dos momentos de desabafos e das palavras motivadoras.

As mestrandas e amigas Lorena Ferraz e Ana Paula Teixeira, devido ao
companheirismo nessa jornada, pois sem elas seria mais dificil.

Ao amigo e doutorando Osvaldo Schitini, por ter me apresentado e estimulado a
ingressar no Programa de Pos-graduacéo em Processos Interativos dos Orgéos e
Sistemas (PI10OS).

Ao Prof. Dr. Jodo Macedo Sobrinho, ao Prof. Dr. Marcio Lisboa, a Prof2. Dr2. Ana
Paula Martins, a Profa. Dr2, Tatiane Teixeira e a Prof2. Dr2. Gisele Graca dos
Santos, dadas as suas valiosas sugestdes, correcdes e alteracdes dispensadas
ao trabalho.

Aos secretarios do PIOS, Carlos Alberto Santos, Célia Maria da Silva e Tarcisio
Mikelly Vivas, em atencdo a um atendimento extremamente humanizado a todos
os alunos, prezando pela eficiéncia e respeito.

A Jodo Santos, pela recepcdo sempre sorridente e prazerosa, no estacionamento
do ICS, & manobra e a limpeza do meu veiculo. Talvez ele ndo tenha a dimenséo
de quanto faz a diferengca no mundo, por isso registro minha gratidao.

A equipe da escola Recanto de Viver que acolheu meu bebé com seguranca,
proporcionando maior tranquilidade as minhas atividades.

Ao meu filho Alexandre de Almeida Couto, gerado e nascido ao longo do curso,
por trazer mais amor, alegria e realizacdo para minha vida e isso, diretamente,
refletir em tudo que faco.

Aos meus pais, Reinaldo Neves e Sonira Neves, por terem priorizado sempre a
saude e a educacdo familiar, por incentivarem meu crescimento profissional,
respeitarem minhas escolhas e assumirem meu filho nos momentos da minha
auséncia.

Ao meu marido Rafael de Almeida Couto, por motivo de compartilhamento de
mais um projeto, de doacdo aos meus ansejos, e por corresponder a figura de pai
que sempre imaginei que seria. Assim conseguimos concluir outra etapa, ainda
extremamente unidos e fortes.

A minha irmd Manuela, gracas a sua motivacdo, seus momentos de
descontracéo e cuidados com Alexandre.

A Deus, por ter permitido a conclusdo de mais um ciclo, com vida e satde.



A dor é a origem do conhecimento.

Simone Weil



RESUMO

A disfuncdo temporomandibular (DTM) compreende um conjunto de distUrbios
envolvendo os musculos mastigatérios, a articulagdo temporomandibular e
estruturas associadas. Um dos sintomas mais frequentes relatados pelos
pacientes sao as dores nos musculos mastigatorios. Dentre as terapias propostas,
destaca-se a toxina botulinica (TNBo/A). Embora existam algumas evidéncias
sobre o0 seu efeito antinociceptivo, pouco se conhece sobre sua agao e 0s seus
efeitos indesejaveis quando aplicada em um muasculo da mastigacdo. O presente
estudo avaliou os efeitos da toxina botulinica sobre a nocicepg¢éo, o reparo e o
processo inflamatdrio no musculo masseter de ratos em um modelo experimental
de dor inflamatoria. Carragenina, uma droga inflamatoria, foi injetada no musculo
de masseter de ratos tratados com TNBO/A ou com o anti-inflamatorio néo
esteroide ibuprofeno. Masseteres infiltrados com soro fisiolégico foram usados
como controle. A mensuracdo do limiar nociceptivo foi executada com um
analgesimetro digital Von Frey antes e ap0s da carragenina 5 horas, 1, 3 e 7 dias
de sua administracdo. Decorridos 8 dias da administracdo da carragenina, 0S
animais foram eutanasiados, sendo seus masseteres encaminhados para
processamento e analise histoléogica. Em comparacdo com o grupo tratado
apenas com carragenina, 0s espécimes tratados com carragenina e TNBO/A
mostraram um aumento nos percentuais de variacdo do limiar nociceptivo em
relacdo ao basal nos periodos de 1 (um) dia (p < 0,001), 3 (trés) dias (p < 0,001) e
7 (sete) dias (p < 0,05). O efeito da TNBO/A sobre a nocicepcao foi similar ao
observado no grupo tratado com carragenina e ibuprofeno, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (p > 0,05). A avaliacdo histolégica
mostrou areas focais de destruicdo tecidual e um infiltrado inflamatério crénico
com alguns linfcitos, muitos macréfagos e raros mastoécitos no local da infiltracao
da carragenina em todos 0s grupos experimentais, sendo discretamente mais
extensas no grupo tratado com TNBo/A. Estes achados revelaram que a TNBo/A
possui um efeito antinociceptivo em condi¢cées dolorosas no musculo masseter,
mas pode se constituir em um elemento adicional de dano tecidual se um
ambiente inflamatorio esta instalado no tecido muscular, ndo se constituindo,
portanto, na primeira op¢ao para o tratamento de dores miofasciais.

Palavras-chave: Dor miofascial. Toxina botulinica A. Nocicepcao.



ABSTRACT

Temporomandibular dysfunction (TMD) comprises a set of disorders involving the
masticatory muscles, the temporomandibular joint and associated structures. One
of the most frequent symptoms reported by patients is pain in the chewing
muscles. Among the proposed therapies, the botulinum toxin (TNBo/A) is
highlighted. Although there is some evidence about its antinociceptive effect, little
Is known about its action and its undesirable effects when applied to a chewing
muscle. This study evaluated the effects of botulinum toxin on nociception, repair
and inflammatory process in rat masseter muscle in an experimental model of
inflammatory pain. Carrageenan, an inflammatory drug, was injected into the
masseter muscle of rats treated with TNBo/A, or by the non-steroidal anti-
inflammatory drug ibuprofen. Masseter infiltrates with saline were used as
controls. The nociceptive threshold measurement was performed with a Von Frey
digital analgesometer before and after carrageenan, in a period equivalent to 5
(five) hours, and 1 (one), 3 (three) and 7 (seven) days from its administration.
Eight days after carrageenan administration, the animals were euthanized, and
their masseters were sent for processing and histological analysis. Compared to
the group treated only with carrageenan, the specimens treated with carrageenan
and TNBo/A showed an increase in the percentile variation of the nociceptive
threshold from baseline over the periods of 1 (one) day (p <0.001), 3 (three) days
(p <0.001) and 7 (seven) days (p <0.05). The effect of TNBo/A on nociception
was similar to that observed in the group treated with carrageenan and ibuprofen,
with no statistically significant difference between the groups (p>0.05). Histological
evaluation showed focal areas of tissue destruction and a chronic inflammatory
infiltrate with some lymphocytes, many macrophages and rare mast cells at the
carrageenan infiltration site in all experimental groups, being slightly more
extensive in the TNBO/A treated group. These findings revealed that TNBo/A has
an antinociceptive effect in the masseter muscle on painful conditions, but it may
constitute an additional element of tissue damage if an inflammatory environment
is present in the muscle tissue, thus not constituting the first option for the
treatment of myofascial pain.

Keywords: Myofascial Pain. Botulinum Toxin A. Nociception.
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1 INTRODUCAO

A dor, segundo a Associacdo Internacional para Estudo da Dor (IASP), é
uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano
tecidual real ou potencial.! Quando croénica, acredita-se que é modulada por
fatores psicolégicos (que incluem aspectos emocionais, cognitivos e
comportamentais), sendo, muitas vezes, a percepcao da doenca pelo paciente
maior do que a prépria injari.?

Algumas dores associadas a condicbes musculoesqueléticas sao
consideradas causas de incapacidade na populacdo em geral® A disfuncéo
temporomandibular (DTM) é um tipo de condicdo musculoesquelética que envolve
alteracdes nos musculos mastigatorios, na articulagdo temporomandibular (ATM)
e nas estruturas associadas. A DTM, caracterizada por dor na ATM, na regiado
periauricular ou nos masculos mastigatorios, por ruidos articulares, por desvios ou
por restricbes na movimentacdo mandibular, € a maior causa de dor facial de
origem ndo odontogénica.* A dor miofascial (DM), especialmente sobre os
musculos mastigatorios, € o principal sintoma apresentado pelos pacientes
portadores de DTM, comprometendo especialmente a mastigacéo.®

Em geral, a DM é tratada por meio de terapias conservadoras como placas
oclusais®, farmacoterapia’, fisioterapia® e laserterapia.® Ensaios clinicos vém
demonstrando bons resultados utilizando a toxina botulinica A (TNBo/A) no
tratamento de dores miofasciais, no entanto, ainda é uma opgéo controversa.% 1

Alguns trabalhos tém sugerido um efeito antinociceptivo da TNBo/A em
alguns modelos de dor experimental, independente do seu efeito jA conhecido no
relaxamento muscular.12131415 Tajs estudos tém sido realizados pela infiltracéo da
toxina na pata traseira de ratos e camundongos, um modelo empregado para a
avaliacdo da eficacia de drogas analgésicas e anti-inflamatorias. E possivel que a
TNBO/A possa ser uma opc¢ao no tratamento da DM, especialmente se o efeito
antinociceptivo da toxina for mais duradouro, confortavel e satisfatorio para o
paciente, em relacdo as outras terapias.

Com o propésito de avaliar o efeito antinociceptivo de algumas drogas,
varios modelos in vivo tém sido utilizados. Muitos desses experimentos
empregam estimulos dolorosos em animais que apresentam reacdes

comportamentais proporcionais a sua percepc¢ao da nocicepgao. Alguns desses
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modelos animais utilizam diferentes irritantes que sao injetados na pele, pata,
musculo, articulacdo e visceras. Esses irritantes incluem aqueles que produzem
dor inflamatéria aguda associada ao recrutamento de neutrofilos, bem como
respostas de dor mais sustentadas associadas a uma infiltracdo de macrofagos,
sendo empregados para simular condi¢des inflamatérias aguda e cronica.1®

A carragenina é um irritante inflamatorio bastante utilizado para gerar uma
inflamacdo aguda inicial que se converte em uma inflamacdo crbénica apés
algumas semanas. Dessa forma, a carragenina aumenta a sensibilidade aos
estimulos térmicos e mecéanicos no local da infiltracdo, sendo Util na compreensao
da dor inflamatdria aguda, com potencial para simular condi¢cdes associadas a
lesBes teciduais, como entorses, distensées e miosites. Em adicdo, o modelo de
inflamacé&o induzido pela aplicacdo de carragenina em patas de ratos vém sendo
largamente utilizado para testar efeitos e mecanismos anti-inflamatérios de muitas
drogas. 1718.19.2021.22 A nocicepcédo gerada pela carragenina pode ser medida pelo
teste de Von Frey, permitindo a avaliacdo do aumento da sensibilidade aos
estimulos inécuos (alodinia) ou nocivos (hiperalgesia). O teste é realizado por
meio de um anestesiometro eletronico, que consiste em um transdutor de pressao
adaptado a um contador digital de forca expressa em gramas.?®?* A associagdo
dos dois métodos de investigacdo experimental pode ser Util na caracterizacao
farmacoldgica da TNBo/A com relacao a sua capacidade de interferir com o curso
da dor.

Portanto, a fim de aprofundar os conhecimentos sobre sua acéo
antinociceptiva e sua influéncia sobre as alterac6es teciduais no tecido muscular,
0 presente estudo investigou os efeitos da TNBo/A sobre o musculo masseter de
ratos em um modelo experimental de dor inflamatéria provocado pela

carragenina.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar o efeito da TNBo/A sobre a nocicepc¢éo e o processo inflamatério no
musculo masseter de ratos em um modelo experimental de dor

inflamatoéria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar o efeito antinociceptivo da TNBo/A por meio do teste de avaliacao
do limiar nociceptivo (teste de Von Frey) em masseteres de ratos infiltrados
com carragenina;
e Analisar histologicamente as alteragdes estruturais em masseteres de

ratos infiltrados com carragenina e tratados com TNBo/A.
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3 REFERENCIAL TEORICO

A dor € uma experiéncia somatica reconhecivel que reflete a apreensao da
pessoa sobre uma ameacga da integridade fisica e existencial. Trata-se de um
fenbmeno subjetivo que reflete uma sensacéo desagradavel com o corpo. Pode
ser originada de um dano tecidual real ou potencial, geralmente acompanhada por
ansiedade, medo, aflicdo ou depresséo-!

Cefaleia e dor orofacial séo os disturbios dolorosos mais prevalentes, tendo
sido caracterizados recentemente como entidades distintas na Classificacédo
Internacional de Doencas (CID). Dentre as desordens incapacitantes mais
frequentes, destacam-se a dorsalgia, a depressdo e a cefaleia. A dor orofacial
afeta aproximadamente um quarto da populacdo, com possivel impacto na
qualidade de vida, muitas vezes, com comprometimento da atividade laboral.?> Em
geral, as dores orofaciais sdo localizadas e possuem etiologia odontogénica,
muscular, intracapsular, neuropatica, por enxaqueca, entre outras.?® Acometem
mais mulheres, estando frequentemente associada a um disturbio na articulacao
temporomandibular e musculos mastigatérios.?’

DTM é um termo usado para definir um subgrupo de desordens orofaciais
dolorosas na regidao da ATM e musculos mastigatérios, estando presente entre 40
e 70% dos individuos nas populacdes estudadas.?®2%3 A etiologia é multifatorial,
incluindo trauma; doenca sistémica imune; lesdo neoplasica; mudancas posturais;
disfuncdo da musculatura mastigatoria e estruturas adjacentes; mudancas
estruturais da ATM e habitos parafuncionais dentarios.3132

A DTM compreende patologias da ATM que se relacionam com a
musculatura craniana, cervical e facial. A sindrome da DM € a forma mais comum
de DTM.3'Uma das queixas mais comuns relacionadas a DTM é uma sensacao
dolorosa nos musculos mastigatérios 33

A DM ¢é caracterizada por dor aguda ou crbénica decorrente da presenca de
pontos de gatilhos (PGs) extremamente sensiveis a palpagéo, conhecidos como
trigger points.3* Em geral, estd associada a outros achados clinicos, como:
diminuicdo da abertura bucal maxima, estalido articular e aumento do tonus
muscular mastigatorio e cervical. Devem ser diferenciados, clinicamente, de dores
de etiologia dentaria, cervicalgia, migraneas, cefaleia tensional, problemas

vasculares intra e extracranianos e desordens otorrinolaringol6gicos e oculares. %
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Muitas vezes, essa sindrome € causada por uma hiperatividade muscular. A
hiperatividade muscular, gerada por sobrecarga oclusal ou parafuncao, causa dor
pelo aumento da liberacdo de acetilcolina, gerando o aumento da contratura da
musculatura local, a compresséo de pequenos vasos sanguineos, a diminui¢cao do
fluxo sanguineo e a isquemia com liberacdo de bradicinina e a sensibilizacdo ou
excitacdo de nociceptores. A dor muscular relacionada a contragdo muscular
também ocorre pela diminuicdo do pH. Na sindrome miofascial, a dor esta
associada a despolarizacdo anormal da placa motora por excessiva liberacdo de
acetilcolina, a defeitos da enzima acetilcolinesterase e/ou aumento da atividade
do receptor nicotinico da acetilcolina, conduzindo a um potencial de acédo
duradouro com contracdo muscular e encurtamento dos sarcémeros dentro das
miofibrilas. Isso ocasiona trocas no metabolismo oxidativo, com diminuicdo de
substratos energéticos e inducdo da secrecdo de substancias algogenas, a
exemplo da bradicinina, da histamina e da substancia P.3¢

A presenca de banda muscular palpavel representa o espasmo segmentar
de uma pequena por¢do do musculo, originando o ponto de gatilho (PG), que é
um foco de irritabilidade no musculo quando é submetido a pressdo e/ou a um
estiramento manifestado por dor local e referida. No caso especifico da sindrome
miofascial de origem na DTM, os musculos mastigatérios (temporal, masseter e
pterigoideos medial e lateral) e os musculos do ventre anterior do digastrico e o
milo-hidideo sdo derivados do primeiro arco branquial e inervados pelo ramo
inferior do trigémeo, podendo apresentar pontos de gatilho na face e irradiacdo
para coluna cervical pela anastomose com ramos nervosos do plexo cervical.®’

O tratamento para dores miofasciais, geralmente, € multidisciplinar e
conservador, consistindo em manejo farmacolégico, no uso de Orteses,
principalmente a placa oclusal,®® no tratamento fisioterapico, na laserterapia®® e na
ozonioterapia.®® Nos casos em que ha um distirbio emocional, a equipe
multidisciplinar também pode ser composta adicionalmente por um psicélogo ou
psiquiatra.*

A farmacoterapia € uma das opcdes terapéuticas nos pacientes com DM,
auxiliando no manejo da disfuncédo e do desconforto causados pela desordem
crénica.”#? O tratamento da DM, que geralmente afeta todos os musculos
mastigatorios e ndo um especificamente,*® deve ser a primeira opcédo antes de

técnicas mais invasivas.''44 As DMs podem ser tratadas por meio de drogas anti-
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inflamatérias nao esteroides (AINES), relaxantes musculares, analgésicos
opioides, antidepressivos, antiepilépticos e injecdes anestésicas.*® Embora haja
muitas opcdes, ndo existe um consenso sobre o tratamento de escolha, visto que
o0 mecanismo da dor miofascial ainda € desconhecido. Independente disso, alguns
estudos experimentais sugerem que a inflamagéo pode desempenhar importante
participacdo nesses distlrbios.*6:4

As drogas nao esteroidais estao entre as medica¢des mais frequentemente
prescritas para DM no mundo, entretanto, a administracdo desses farmacos por
periodo prolongado esta associada a uma variedade de efeitos adversos, como a
ulceracdo gastrica, 0Ss sangramentos gastrointestinais®® e o0s riscos
cardiovasculares pelo uso de AINES COX-2 seletivos.*>*° |sso pode limitar o uso
em pacientes com dores cronicas e oferecer importantes beneficios em pacientes
portadores de dores agudas.®!

Dentre os AINEs, apesar da droga ibuprofeno ser um dos agentes
terapéuticos largamente usados nas DMs, a literatura sugere que as dores
cronicas relacionadas as DTMs possuem envolvimento das células glias centrais
e periféricas,®*%3 o que justifica as propriedades analgésicas do ibuprofeno nao
apresentarem resultados clinicos tdo favoraveis quando comparados a outras
drogas,>* a exemplo das que agem no sistema nervoso central (SNC). 5556

Nas ultimas duas décadas, o uso clinico e o interesse em pesquisas sobre
a toxina botulinica (TN/Bo) aumentaram exponencialmente. A TN/Bo é produzida
pela bactéria gram-positiva e anaerébia Clostridium botulinum, uma das toxinas
biolégicas mais potentes da natureza e a primeira toxina a ser usada na histéria da
Medicina. TN/Bos entram nas terminagcdes nervosas, clivando e inativando
proteinas soluble N-ethylmaleimide-sensitive (SNARE), essenciais para liberacdo
de neurotransmissores. Pode-se afirmar que consiste em uma proteina complexa,
composta por uma parte neurotéxica e por proteinas auxiliares.>” A molécula da
toxina pesa 150 kDa e € composta de uma cadeia pesada (100 kD), que media a
internalizacdo da toxina na célula, e de uma cadeia leve (50 kDa), que, por sua
vez, cliva o complexo SNARE. Existem oito sorotipos de TN/Bo (A, B, C1, C2, D,
E, F e G), cada tipo cliva diferentes proteinas dentro da SNARE. 58

A TNBo/A, por exemplo, cliva as proteinas SNAP 25 (synaptosomal-
associated protein 25) dentro da SNARE, impedindo a liberagdo de

neurotransmissores pelas terminacées nervosas pré-sinapticas. Apenas 0s tipos



17

A e B sdo utilizados na Medicina, mas, na Odontologia, apenas a toxina botulinica
do tipo A (TNBo/A) é empregada. Existem mais de 20 fabricantes que
comercializam a TNBoO/A, todas possuem 0 mesmo principio ativo, porém as
proteinas auxiliares variam por marca, assim a poténcia por unidade de toxina de
cada fabricante é especifica.>®

A TN/Bo é conhecida pelo fato de causar botulismo, doenca
neuroparalitica de baixa frequéncia, mas fatal em 5 a 10% dos individuos
portadores. Para fins terapéuticos, a TNBo/A é usada em pequenas doses em
intervalos grandes de tempo.%° O efeito da TNBo/A sobre o musculo é provisorio,
pois a desnervacdo quimica gerada pela droga estimula brotamentos axonais
laterais, pelos quais o tbnus muscular € parcialmente restaurado até o
restabelecimento das proteinas de fusdo, com a recuperacdo da juncao
neuromuscular.! Seu efeito é estavel, variando de 3 a 6 meses para desordens
musculares e até 18 meses para desordens do sistema nervoso autbnomo.52.63

Além de inibir a exocitose da acetilcolina nas juncdes neuromusculares e
autbnomas, gerando relaxamento muscular e inatividade glandular, acredita-se
que a TNBo/A possa agir nos neurérios sensoriais impedindo a liberacdo de
neurotransmissores relacionados a dor e a pro-inflamatérios, nomeadamente o
glutamato, a substéncia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP). No tratamento das dores orofaciais, acredita-se que a TNBo/A possa
gerar uma inibicdo direta sobre o sistema nervosa central (SNC), por transporte
axonal retrégrado, nos neurbnios sensoriais e motores, permitindo que dores
faciais possam ser aliviadas pela combinacdo dos efeitos antinociceptivos da
TNBoO/A sobre os SNC e periférico.>” O mecanismo de a¢do atual sugere que, nos
motoneurdnios, além do mecanismo classico dominante na juncao
neuromuscular, parte da toxina € transportada para o cérebro até os neurbnios
superiores, entretanto, nos neurdnios sensoriais, apo0s o transporte retrégrado,
ocorre um bloqueio da agédo.*®

A TNBO/A é uma droga segura, sendo utilizada ha mais de 30 anos para o
tratamento de muitas condigdes neurologicas, como a espasticidade de membros
e de patologias relacionadas a hiperatividade muscular, a exemplo das distonias
focais, o estrabismo e o blefaroespasmo.®* Distlrbios do trato urinario inferior,
como a hiperatividade detrusora e a prostatite,’®* e do sistema gastrointestinal,

como acalasia esofagica®® que envolvem o sistema nervoso autbnomo com
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hiperatividade da musculatura lisa, também possuem a terapia com TNBo/A como
opcao. Além disso, patologias menos comuns, particularmente o vaginismo e a
neuropatia diabética, utilizam a TNBo/a como opcéo terapéutica.t”.68

Nao menos importante, o efeito anticolinérgico da TNBo/A tem sido
empregado no tratamento de desordens de glandulas exdcrinas, a exemplo das
hiperidroses e da sialorreia. Atualmente, o tratamento de desordens dolorosas
com TNBo/A vém se ampliando, havendo relatos do seu efeito benéfico sobre
neuropatias trigeminais, dores lombares, cefaleias tensionais e enxaquecas,
levantando a possibilidade de que seu modo de acdo antinociceptivo pode nem
sempre estar relacionado ao seu efeito sobre o relaxamento muscular.%®

Na Odontologia, a injecdo intramuscular de TNBo/A vem sendo
amplamente utilizada por indicagdo cosmética, no intuito de amenizar as rugas
faciais, corrigir assimetrias e amenizar desarmonias faciais. Ademais, tem sido
utilizada nas DTMs, na paralisia facial, na neuralgia trigeminal, na dor neuropatica
trigeminal traumética, nos distdrbios de glandulas salivares, e como tratamento
complementar apds cirurgias oral e bucomaxilofacial.115%70.71

A aplicagcao de TNBo/A pode gerar efeitos colaterais sistémicos, locais e a
reducado do efeito terapéutico pela formacgéao de anticorpos. O desenvolvimento de
complicacgdes sistémicas, geralmente, ocorre por overdose na injecdo de TNBo/A e
inclui ndusea, fadiga, febre, aumento da presséao arterial, diarreia, dor abdominal e
reacoes alérgicas. As complicacbes locais podem variar a partir do lado de
injecdo e cursam com cefaleia, dor, edema, equimose, hematoma, assimetria’ e
ptose.” O efeito adverso mais comum é a cefaleia, que se desenvolve dentro das
primeiras 24 horas da injecdo, mas tende a reduzir conforme o aumento da
frequéncia das injecGes.’*

A TNBo aparece como um antigeno para o sistema imune, produzindo
anticorpos neutralizantes que induzem reacdes imunes no corpo, podendo inibir o
efeito terapéutico dessa droga. Preconiza-se o0 uso de doses mais baixas
possiveis com intervalos de aplicacdo prolongados’®, no intuito de prevenir essa
producdo de anticorpos durante o tratamento com TNBo/A que, apesar de
acometer 40-60% dos pacientes, inibe entre 2-5% de efeitos terapéuticos.”®

A depender da técnica de aplicacdo empregada, da dosagem (quantidade e
frequéncia) e da diluicdo, pode haver migracdo da toxina para estruturas

vizinhas ao ponto de injecdo. No caso da distonia cervical, por exemplo, o
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principal efeito adverso é a disfagia (22%), seguido da debilidade da musculatura
platismal, da disfonia e da xerostomia,’’ e do blefaroespasmo, da paralisia facial
(9%), da epifora (2,5%), da diplopia (2,1) e da viséo turva (0,2%).”® Nas injecdes
aplicadas no musculo masseter, a diminuicdo na forca muscular € o efeito
colateral mais frequente, além da limitacéo do sorriso e xerostomia.”

O emprego da TNBo/A, em alguns casos de DMs, pode estar indicado,
principalmente quando se pretende uma acdo mais localizada, visto que muitas
modalidades terapéuticas acabam agindo em toda a musculatura ou tendo uma
acdo sistémica.*® A principal vantagem da administracdo da TNBo/A em relacéo as
outras drogas é a necessidade de aplicagdo Unica por possuir durabilidade
prolongada. Dessa forma, a colaboracdo do paciente, no sentido de tomar a
medicacdo de horario € dispensavel. O fato do ndo desenvolvimento de tolerancia
nem de sobreutilizagdo também pode ser um diferencial para pacientes
portadores de dores cronicas refratarias%°

Acredita-se que a TNBoO/A tem efeito antinociceptivo, reduzindo o dano
tecidual, o processo inflamatdrio e o edema provocados pela infiltracdo de
carragenina no musculo masseter de ratos em um modelo de dor inflamatdria.
Com o objetivo de avaliar a dor e o efeito de drogas sobre essa sensagao, muitos
testes de avaliacdo do limiar de nocicepcao foram desenvolvidos, diversos deles
em modelos animais, através de testes comportamentais. Estes incluem o teste
da caneta quente, o teste da medida da aplicacédo de pressao (PAM), o modelo de
dor por carragenina e o teste de Von Frey. O teste da caneta quente é baseado na
hipersensibilidade ao calor. E um dispositivo com formato semelhante a uma
caneta, com extremidade circular medindo 5 mm de didmetro, mantido em torno de
45° C e é aplicado sobre a pele do musculo observado. Outro teste utilizado € o
PAM, baseado na hiperalgesia mecanica, utiliza um dispositivo eletrénico que
mensura a aplicacdo da pressdo aplicada através de uma forca constante de
50g/segundo transferida a um sensor circunferencial de 8 mm acoplado ao
polegar do examinador. O limite de retrada do membro do animal ou
vocalizacdo, a partir da aplicacdo do calor, registra o pico da forca. Esse limiar de
nocicepcao é originado pela média de trés medidas consecutivas.”?80

O teste de Von Frey é um método de avaliagdo nociceptivo muito utilizado
na andlise de estimulos sensoriais que, em situa¢des normais, ndo provocam dor

(alodinia mecéanica), mensurando o limiar de dor diante de uma pressao
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estabelecida sobre a superficie investigada. A técnica original preconiza a
utilizacdo de filamentos de Von Frey de diferentes rigidezes sobre a area de
investigacdo. Uma forga suficiente para dobrar esse filamento € aplicada e o limiar
de dor é definido pelo dltimo filamento que gerou resposta. Atualmente € utilizado
um estesiometro eletrbnico, que comporta uma série de filamentos de Von Frey
calibrados (10g, 15g, 26 g e 60 g), inicialmente usado em humanos e
posteriormente em ratos. Consiste em um transdutor de pressao conectado a um
contador digital de forca expressa em gramas (g), onde é acoplada uma ponteira
descartavel de propileno adaptada a superficie de contato do transdutor. O limiar
de dor estabelecido pelo teste de Von Frey é a minima forca capaz de gerar a
remocao da cabeca, do membro ou da vocalizacdo. Séo realizadas 5 aplicacdes
do teste na mesma superficie e uma média é calculada.8%.8283.84

No modelo experimental, a nocicepcado pode ser investigada através de
testes comportamentais no animal. O teste de Von Frey é uma opcao vantajosa,
simples, objetiva e confiavel para avaliar o limite nociceptivo mecanico e alodinia
em ratos. Originalmente utilizado na superficie lateral das patas traseiras dos
ratos, foi testado na regido orofacial dos animais e proposto como método para
futuros estudos de nocicepcao orofacial. Esse recurso foi mencionado como um
facilitador a ser utilizado em futuros modelos experimentais para investigar os
mecanismos das dores orofaciais, como as dores cronicas associadas a DTM.?* A
partir disso, o teste de Von Frey vem sido utilizado como método de avaliacdo do
limite de nocicepcdo mecanica na regido orofacial, com sucesso.8>8 Tanto no
presente estudo, como em outros trabalhos®3®, o mulsculo masseter foi
estimulado gerando um modelo de dor orofacial a ser avaliado como confiavel
pelo teste de Von Frey.

Dentre 0os modelos experimentais para mimetizar a dor inflamatoria, a
injecdo de carragenina € um dos mais utilizados. A carragenina lambda (tipo IV) é
um polissacarideo extraido a partir de plantas marinhas, que induz inflamacgdes
agudas e crdnicas, e hiperalgesias quando injetada no musculo esquelético, nas
articulacbes e na via subcutanea. A dor induzida pela carragenina é dose-
dependente. Sua intensidade e durabilidade dependem da profundidade de acé&o
da droga sobre o tecido, por permitir uma maior ativagdo de mecanismos neurais
espinhais e supraespinhais. O modelo estd indicado para avaliar a inflamacao

aguda nas primeiras 24 horas e a inflamacgédo crbnica apés 1 (uma) semana
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guando a carragenina € aplicada nos percentuais de 1% e 3% na musculatura
gastrocnémica.88%

Os efeitos da TNBo/A em modelo experimental de dor inflamatdria vém
sendo investigados em patas traseiras de ratos. O efeito antinociceptivo da
TNBo/A, independente do relaxamento da musculatura, sugerindo um mecanismo
de acdo anti-inflamatoria independente e a inibicdo da liberacdo de
neurotransmissores da dor como glutamato, substancia P e peptideo relacionado
ao gene da calcitonina (CGRP) dos terminais aferentes primarios, sdo achados
produzidos por tais estudos.?141> Favre-Guilmard e colaboradores'* ao induzirem um
modelo de dor inflamatéria na pata traseira dos ratos e aplicarem a TNBo/A
unilateral, constataram efeito antinociceptivo bilateral justificado pela ativagéo de
neurdnios sensoriais periféricos e pelo transporte axonal retrégrado dessa droga
pela coluna espinhal.

Na DM, injecdes de TNBo/A diretamente nos trigger points®® ou na
musculatura mastigatéria tém demonstrado efeitos satisfatérios.1%°1 Apesar disso,
0 uso terapéutico da TNBo/A nos pacientes portadores de DTM, como DM, ainda
é controverso.>®% A falta de estudos em humanos com longo periodo de
acompanhamento, com padronizacdo de dosagem e com protocolo de injecdo
quanto a localizacdo, o numero e o intervalo de aplicagdo dificultam a
comparacdo dos resultados. Faz- se necesséria, portanto, a realizacdo de
estudos clinicos randomizados, controlados, duplos cegos com metodologias bem
detalhadas para a tomada de decisGes.*>%3% Estudos experimentais sdo
necessarios, a fim de elucidar os efeitos da TNBoO/A e investigar os mecanismos

que os permeiam e servem de embasamento para ensaios clinicos futuros.
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4.1 ANIMAIS
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Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
dos Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS)/ Universidade
Federal da Bahia (UFBA) sob o protocolo n° 133/2018 (Anexo 1). Trinta ratos
Ratus norvegicus, Albinus, Wistar, machos, de dois a trés meses de idade, com

massa corporea entre 170 a 240 gramas, foram mantidos no biotério de

experimentacdo do laboratério de neuro-imunoendocrinologia e toxinologia, do

ICS/UFBA. Os ratos foram nutridos com racao solida peletizada (Nuvilab CR- 1,

20 Kg- Nuvital Agropecuéria Ltda.) e hidratados ad libitum.

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos e seis

subgrupos, de acordo com a tabela 1, e submetidos aos procedimentos

experimentais, conforme a figura 1.

Tabela 1 - Distribuicdo dos animais no tempo experimental de acordo com 0s grupos.

Controle Ibuprofeno Toxina botulinica
Soro . Soro . Soro Carragenina
. L Carragenina L Carragenina L
Periodo fisiolégico Gl fisiolégico GIV fisiolégico (GIV)
Gl) ©m i) ©v) GV)
8 dias n=>5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5

Figura 1 — Linha experimental

Aplicacdo de
carragenina

Microscopia de Luz

Toxina Ibuprofeno Eutandasia
botulinica {diaria) T
-10 dias -5dias 30 0 5h 12 dia 32 dia 7¢ dia 8° dia
min
| L1 1 | | |
¢ | Iy | I | —
Aclimatacdo T T T 4

Teste de Von-Frey

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Apés a aclimatacdo, a regido orofacial correspondente aos masseteres
direitos foi tricotomizada, mediante anestesia com uma associa¢ao de solucéo de
cloridrato de cetamina a 10% (Cetamin®, Syntec), na dose de 100mg/ Kg) e
solugdo de 2% de cloridrato de xilazina (Sedanew®, Vetnil) a 14mg/ Kg, via

intraperitoneal.

4.2 INDUCAO DA DOR INFLAMATORIA

O modelo de dor inflamatéria foi estabelecido pela injecdo de solucéo a 2%
de carragenina lambda (type IV, Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) no
musculo masseter direito dos animais. Em todos os grupos, metade dos animais
(experimental) receberam no masseter direito 100 pL de uma solugéo de 2% de
carragenina (diluido em soro fisiolégico), enquanto a outra metade foi tratada com
100 pL de solucado salina. As injecdes de ambas substancias foram realizadas
com seringas de insulina de 1 ml acopladas a agulhas 30 G em animais
anestesiados com solugdo de 2% de isoflurano (Isoforine®, Cristalia).

O local de infiltracdo das drogas utilizadas no masseter direito de todos os
animais foi o ponto resultante do cruzamento entre duas linhas imaginarias, sendo
elas: uma horizontal de 1,5 cm em continuidade a comissura labial para posterior
e a outra vertical formada no limite superior pelo ponto central da linha imaginéaria
tracada entre a érbita e o tragus (regido de muasculo temporal), estendendo-se até

1 cm inferior.

4.3 APLICACAO DA TOXINA BOTULINICA A

Cinco dias antes da infiltracdo de soro fisiol6gico ou carragenina'®%, os
masseteres direitos dos animais do grupo toxina botulinica foram infiltrados com
neurotoxina Clostridium botulinium tipo A purificada (TNBo/A), via intramuscular,
no mesmo ponto de aplicacdo da carragenina, em Unica dose de 3,5 U/ kg
(Prosigne®, Cristalia),'? utilizando seringas de insulina Ultra-fine™, 0,5 ml e

agulhas 8 mm x 0,3 mm (30G).

4.4 APLICACAO DO IBUPROFENO
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Trinta minutos antes da aplicacdo de carragenina ou soro, todos 0s animais
dos grupos Glll e GIV receberam ibuprofeno!® (Genérico®), por via oral, na dose
de 14 mg/ Kg, por meio de uma seringa para insulina de 1 ml BD® sem agulha.
Nas primeiras 24 horas, essa droga foi administrada de 6 em 6 horas, em

seguida, em intervalos de 12 em 12 horas até completar 7 dias.%

4.5 AVALIACAO DA RESPOSTA NOCICEPTIVA

A avaliacdo da resposta nociceptiva no musculo masseter de ratos foi
adaptada a partir do método para avaliacdo da alodinia mecéanica proposto por
Ren (1999).24 Os ratos foram habituados a se manterem eretos sobre as patas
traseiras sobre uma superficie revestida por tecido de algoddo, sempre
encostados a mao do avaliador protegida por uma luva de couro comum. A
habituacao foi potencializada pela manipulacéo diaria e caricias executadas sob o
seu dorso com os dedos por um mesmo operador.

A mensuragdo do limiar de retirada da cabeca foi executada com
analgesimetro digital de Von Frey (modelo EFF 301, Insight) antes da infiltrac&o
de carragenina (basal), 5 horas, 1, 3 e 7 dias apds a aplicacdo deste agente
inflamatério. Baseado no fato de que sondas nociceptivas com o diametro maior
ou igual a 1,6 mm refletem o limite de nocicepcdo mecanica em tecidos mais
profundos, como os musculos,®” a ponta metélica rigida do analgesimetro foi
revestida por uma capa arredondada (diametro de 3 mm), confeccionada
previamente com resina acrilica autopolimerizavel DuralLay (Reliance Dental
MFG. CO.) com objetivo de promover uma pressdo muscular efetiva, evitando um
estimulo cutaneo.

A ponta foi pressionada gradualmente contra a superficie cutanea da area
correspondente ao musculo masseter, perpendicularmente ao plano sagital até o
animal ter o reflexo de retirada da cabeca ou emitir um sinal fonético, havendo o
registro automatico em gramas da maior for¢a aplicada. O limiar de retirada da
cabeca de cada animal foi calculado como uma média de cinco medidas
realizadas, com um intervalo entre as mensuracdes de 1 minuto. Para todos os

protocolos, o examinador desconheceu o tratamento empregado em cada animal.
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As médias de cada grupo e de cada periodo foram convertidas em
percentuais calculados a partir das médias obtidas nos testes de nocicepcao
coletados no tempo 0, ou seja, antes da administracdo das drogas testadas e da
carragenina (valor basal). As médias foram comparadas entre 0S grupos
estudados.

4.6 PROCESSAMENTO PARA MICROSCOPIA DE LUZ

Decorridos 8 dias da aplicacdo da carragenina ou soro fisioldgico nos
masseteres, 0s animais foram eutanasiados com sobredosagem de uma
associacdo de solucdo de cloridrato de cetamina 10% (Cetamin®, Syntec) e
solucdo de 2% de cloridrato de xilazina (Sedanew®, Vetnil), via intraperitoneal.
Em seguida, foi realizada a dissecacdo do masseter de forma a obter a porcao
posterior do masseter profundo, a qual foi fixada em solucdo de 4% de
formaldeido tamponado em fosfato de sodio 0,1M, pH 7,4, por 24 horas.

Apbs fixacao, os espécimes indicados para o estudo em microscopia de luz
foram processados e corados para H&E, de forma a obter cortes semisseriados

com 5 um de espessura e transversais ao longo eixo do musculo masseter.

4.7 ANALISE MORFOLOGICA

As seccdes coradas com H&E foram analisadas por um unico observador e
capturadas com o auxilio de uma camera digital (DP71, Olympus, Jap&o),
acoplada a um microscoépio de luz (modelo BX-51, Olympus, Japao), processado
por um computador de mesa Pentium IV e auxilio do programa Image-Pro Plus®
(Versao 6.2 — Media Cybernetics, USA.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados, expressos como meédia + erro padrdaoda média
(e.p.m.), foram testados quanto a normalidade através dos testes de Shapiro-Wilk
e Kolmogorov-Smirnov. As analises estatisticas foram feitas utilizando o teste de
Anova-Two Way, seguido de pos-teste de Tukey. Valores de p < 0,05 foram

considerados significantes.
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5 RESULTADOS

Durante as avaliagbes, 0s animais permaneceram calmos e exibiram
comportamento normal de limpeza (grooming behavior). Os valores relativos aos
limiares de resposta nociceptiva foram determinados pelo operador sem

intercorréncias ou interrupcgdes.

5.1 ANALISE HISTOLOGICA

As caracteristicas da matriz extracelular e das células relacionadas ao
musculo masseter direito nos animais eutanasiados no periodo de 8 dias apés a
infiltracdo com soro fisiolégico ou carragenina foram avaliadas e foram descritas a
seguir (Figuras 2 e 3).

Nas amostras do grupo Gl (soro fisioldgico), em seccao transversal, as
fiboras musculares do masseter mostravam aspecto poliédrico, com um espacgo
endomisial pouco perceptivel (Figura 2- A). O espaco perimisial estava
preenchido por tecido conjuntivo formado por fibroblastos, fibras colagenas tipo | e
vasos sanguineos (Figura 3- A). Em algumas amostras, foi observada uma area
de aspecto linear e bastante celular, associada com a destruicdo de algumas
células musculares esqueléticas, provavelmente relacionadas a penetracdo da
agulha hipodérmica no musculo masseter.

No grupo GII (carragenina), 0s masseteres apresentaram algumas areas
focais com moderada a intensa destruicao de fibras musculares esqueléticas, com
aumento dos espagos endomisial e perimisial (Figura 2- B). O espago perimisial
estava preenchido por um tecido muito celular, contendo alguns linfocitos, muitos
macrofagos e raros mastocitos (Figura 3- B).

No grupo GIlll (soro e ibuprofeno), o musculo masseter mostrava fibras
musculares preservadas, de aspecto poliédrico, com nucleos de localizacao
periférica. Os espagos endomisiais e perimisiais eram delgados (Figura 2- C). O
espaco perimisial estava preenchido por um tecido conjuntivo denso com fibras
colagenas do tipo | e vascularizado, contendo fibroblastos (Figura 3- C).

No grupo GIV (carragenina e ibuprofeno), algumas areas localizadas de
moderada destruigdo tecidual foram observadas no masseter (Figura 2- D). Nas

proximidades dessas areas, 0s espacos perimisiais estavam preenchidos por um
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tecido bastante celular, contendo alguns linfécitos, macrofagos e raros mastoécitos
(Figura 3- D).

No grupo GV (soro e toxina botulinica), as fibras musculares estavam
preservadas, com sarcoplasma acidofilo e nucleos situados perifericamente. Os
espacos endomisiais e perimisiais eram delgados (Figura 2- E). O espacgo
perimisial era constituido por um tecido conjuntivo denso, muito vascularizado
com arteriolas, capilares e vénulas, e com fibroblastos (Figura 3- E). Um
espécime mostrou a presenca de alguns linfécitos nas proximidades de um nervo
periférico aparentemente lesionado.

No grupo GVI (carragenina e toxina botulinica), os masseteres tratados
com carragenina e toxina botulinica mostraram alguns focos de severa destruicédo
tecidual, com alargamento dos espac¢os perimisiais nas areas circunvizinhas
(Figura 2- F). Esses espagos perimisiais estavam formados por um tecido muito
celular, contendo linfécitos, muitos macréfagos e raros mastocitos (Figura 3- F). A
qguantidade de linfécitos era equivalente ao observado nos espécimes do grupo

tratado isoladamente com carragenina.



Figura 2 — Fotomicrografias mostrando seccdes transversais das fibras musculares do musculo
masseter direito de ratos infiltrado com soro fisiologico (A, C e E) ou com carragenina (B, D e
F), 8 dias ap0ds a intervencdo. Fibras musculares esqueléticas poliédricas, acidéfilas e bem
preservadas envolvidas individualmente por endomisio delgado e associadas a perimisios
vascularizados s@o observadas nos grupos tratados com soro fisiolégico. Os espécimes
tratados com carragenina mostram areas bem delimitadas de destruicdo tecidual, com aumento
dos espacos perimisiais (setas) e endomisiais (cabec¢as de seta). Note que o grupo tratado com
carragenina e toxina botulinica (F) mostrou uma area discretamente mais ampla de destruicao
tecidual quando comparado com os demais grupos experimentais (B e D). Coloracdo H & E.






Figura 3 - Fotomicrografias mostrando areas de perimisio do musculo masseter direito de ratos
infiltrado com soro fisioldgico (A, C e E) ou com carragenina (B, D e F), 8 dias ap6s a
intervencao. Perimisios de aspecto normal e formados por tecido conjuntivo denso, fibroblastos
(cabeca de seta) e conjuntos de arteriolas, vénulas e capilares sdo observados nos grupos
tratados com soro fisiolégico. Os espécimes tratados com carragenina mostram areas
alargadas de perimisio, com poucas fibras colagenas e muito celularizada. Observe que o
tecido perimisial, embora bastante celularizado, mostra poucos linfécitos (setas), alguns
mastocitos (asterisco) e nenhum leucdcito polimorfonuclear. Coloragcdo H & E. Vs, vaso
sanguineo; p, perimisio.
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5.2 AVALIACAO DO LIMIAR DE RESPOSTA NOCICEPTIVA

O estudo comparativo intergrupos mostrou diferencas importantes na
resposta nociceptiva, algumas delas estatisticamente significantes, que estéo
descritas a seguir (Figura 4).

8\;’ 3007 -©- (GI) Controle (sol. fisiologica)
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% 20 —— (GlIl) Ibuprofeno
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Figura 4 — Efeito de diferentes drogas administradas no masseter sobre o percentual de variacéo
do limiar de resposta nociceptiva mecanica em relacdo ao valor basal mensurado com
analgesimetro digital de Von Frey. Os resultados foram normalizados como porcentagens dos
valores basais (100%) em cada grupo e representam a média do limiar de retirada da pata (g) +
epm (n = X). * p < 0,05, ** p < 0,001 em comparagdo com 0 grupo carragenina para 0 mesmo
tempo. ## p < 0,01 em comparacdo com o grupo controle (solucdo fisiol6gica) para 0 mesmo
tempo (ANOVA two-way, pés-teste de Tukey).

No grupo controle negativo (Gl), a administracdo de soro fisiolégico
resultou em pequenas alteracdes do percentual de variagcdo do limiar nociceptivo
em relacdo ao valor basal. Contudo, as oscilagdes percentuais nao foram
estatisticamente  significantes quando o0s tempos experimentais foram
comparados dentro do mesmo grupo (p > 0,05).

No grupo controle positivo (Gll), a administracao isolada de carragenina
resultou em mudancas relevantes do percentual de variagcdo do limiar nociceptivo,
particularmente no periodo de 5 horas apoés a aplicacdo da droga. Nesse periodo,
houve uma reducao do limiar nociceptivo de 2,5 vezes em relacdo ao grupo Gl

(soro), sendo o resultado estatisticamente significante (p < 0,01) (Figura 5).
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Figura 5 — Efeito do soro fisioldgico (Gl) e da carragenina (Gll) administrados no masseter sobre o
percentual de variacdo do limiar de resposta nociceptiva mecéanica em relagdo ao valor basal
mensurado com analgesimetro digital de Von Frey. Os resultados foram normalizados como
porcentagens dos valores basais (100%) em cada grupo e representam a média do limiar de
retirada da pata (g) + epm (n = X). ** p < 0,01 em comparacdo com o grupo Gl (soro fisiolégico)
para 0 mesmo tempo (ANOVA two-way, pés-teste de Tukey). Observar diminuicdo do valor
percentual de resposta nociceptiva no tempo experimental de 5 horas no grupo Gll, quando
comparado ao grupo Gl (p < 0,01).

No grupo Glll, a administracdo de soro fisioldgico e ibuprofeno
proporcionou um aumento do limiar nociceptivo, estando acima dos valores
mensurados antes da intervencdo. N&o houve diferencas estatisticamente
significantes quando os grupos Gl (soro) e o Glll foram comparados (p > 0,05).
Em comparacdo com o grupo GlI (carragenina), o grupo GlIl mostrou um aumento
nos percentuais de variagdo do limiar nociceptivo em relacdo ao basal nos
periodos de 1 dia (p < 0,001) e 3 dias (p < 0,001) (dados ndo mostrados).

No grupo GIV, a inoculacdo de carragenina nos animais tratados com
ibuprofeno produziu alteracdes nos percentuais do limiar nociceptivo, com um
percentual negativo importante no tempo experimental de 5 horas, cujo valor foi
estatisticamente significante quando comparado com o grupo Gl para 0 mesmo
periodo (P< 0,01). Em comparacédo com o grupo GlI (carragenina), o grupo GIV
mostrou um aumento nos percentuais de variacdo do limiar nociceptivo em
relacdo ao basal nos periodos de 1 dia (p< 0,001), 3 dias (p< 0,001) e 7 dias (p<
0,05) (Figura 6).
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Figura 6 — Efeito da administracdo da carragenina (Gll) e da carragenina e ibuprofeno (GIV) sobre
0 percentual de variacdo do limiar de resposta nociceptiva mecanica em relacdo ao valor basal
mensurado com analgesimetro digital de Von Frey. Os resultados foram normalizados como
porcentagens dos valores basais (100%) em cada grupo e representam a média do limiar de
retirada da pata (g) £ epm (n = X). * p < 0,05; *** p < 0,001 em comparacdo com o grupo GlI
(carragenina) para o mesmo tempo (ANOVA two-way, pOs-teste de Tukey). Notar aumento nos
percentuais de variacdo do limiar nociceptivo em relagdo ao basal nos tempos experimentais de 1
dia (P< 0,001), 3 dias (P< 0,001) e 7 dias (P< 0,05) no grupo GIV, quando comparado ao grupo G
Il.

No grupo GV, a administracdo de soro fisiolégico nos animais tratados com
toxina botulinica ocasionou uma redugdo importante nos valores percentuais em
relacdo ao limiar nociceptivo basal nos tempos experimentais de 5 horas e de 1
dia. Em relacdo ao periodo de 5 horas, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre o grupo tratado com soro fisiolégico e com toxina botulinica, e
grupo tratado apenas com carragenina (p > 0,05). Nos periodos de 3 e 7 dias, a
média do limiar nociceptivo foi maior que os valores obtidos nas mensuracfes
basais. Nao houve diferencas estatisticamente significantes quando os grupos Gl
(soro) e o GV foram comparados nos periodos estudados (p > 0,05).

No grupo GVI, a infiltragdo de carragenina nos masseteres dos animais
tratados com toxina botulinica reduziu o valor percentual em relagdo ao limiar
nociceptivo basal no periodo de 5 horas apds a intervencdo. Nos periodos
experimentais subsequentes, os valores percentuais foram maiores que 0S
valores basais. Em comparagao com o grupo Gll (carragenina), o grupo GVI
mostrou um aumento nos percentuais de variacdo do limiar nociceptivo em
relacdo ao basal nos periodos de 1 dia (p < 0,001), 3 dias (p < 0,001) e 7 dias (p <

0,05) (Figura 7). Em todos os tempos experimentais, ndo houve diferencas
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estatisticamente significantes quando os valores percentuais em relagao ao limiar
nociceptivo basal dos grupos GIV (carragenina + ibuprofeno) e o GVI foram

comparados (Figura 8).
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Figura 7 — Efeito da administracdo da carragenina (Gll) e da carragenina e toxina botulinica (GVI)
sobre o percentual de variagdo do limiar de resposta nociceptiva mecanica em relacdo ao valor
basal mensurado com analgesimetro digital de Von Frey. Os resultados foram normalizados como
porcentagens dos valores basais (100%) em cada grupo e representam a média do limiar de
retirada da pata (g) £ epm (n = X). * p < 0,05; *** p < 0,001 em comparacdo com o grupo GlI
(carragenina) para o mesmo tempo (ANOVA two-way, pos-teste de Tukey). Observar aumento nos
percentuais de variacéo do limiar nociceptivo em relagdo ao basal nos tempos experimentais de 1
dia (p < 0,001), 3 dias (p < 0,001) e 7 dias (p < 0,05) no grupo GVI, quando comparado ao grupo G
Il.
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Figura 8 — Efeito da administracédo da carragenina e ibuprofeno (GIV) e da carragenina e toxina
botulinica (GVI) sobre o percentual de variagdo do limiar de resposta nociceptiva mecénica em
relacdo ao valor basal mensurado com analgesimetro digital de Von Frey. Os resultados foram
normalizados como porcentagens dos valores basais (100%) em cada grupo e representam a
média do limiar de retirada da pata (g) = epm (n = X). (ANOVA two-way, pOs-teste de Tukey).
Notar auséncia de diferenca estatisticamente significante entre os grupos GIV e G VI e todos os
tempos experimentais (p > 0,05).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que o modelo de dor inflamatoria induzido pela
carragenina alterou o limiar nociceptivo em funcdo dos periodos de tempo,
podendo ser empregado para a avaliagao do efeito antinociceptivo da TNBo/A em
condi¢cBes dolorosas no musculo masseter. Neste estudo, a TNBo/A aumentou o
limiar nociceptivo nos animais tratados com carragenina, apresentando resultados
similares aos observados nos animais tratados com o anti-inflamatério néo
esteroide ibuprofeno. Decorridos 8 dias da intervencéo terapéutica, a avaliacéo
histolégica do masseter direito de todos os grupos tratados com carragenina
mostrou uma alteracdo tecidual localizada associada a um processo inflamatério
cronico.

O efeito de algumas drogas, inclusive a TNBo/A, tem sido estudado pela
inoculacdo de carragenina na planta da pata traseira de ratos,'*% na articulacdo
do joelho, no musculo gastrocnémico,®® na ATM® e, mais recentemente, no
musculo masseter.’® Ainda que esses trabalhos tenham mostrado uma acgéo
antinociceptiva importante da TNBo/A no tecido muscular, nenhum deles
investigou seus efeitos sobre o musculo masseter, um musculo que apresenta
uma inervacao distinta daquela observada nos musculos de outras regides,
especialmente, aqueles que compdem a pata traseira dos roedores. Acredita-se
que o estudo dos efeitos da toxina botulinica em um modelo de dor inflamatéria
no musculo masseter possa contribuir para a compreensdo dos mecanismos
bioldgicos envolvidos na possivel capacidade antinociceptiva dessa droga, além
de investigar os possiveis efeitos indesejaveis ap0s o0 seu uso.

Os animais tratados com soro fisiolégico (grupos Gl, Glll e GV) nao
mostraram alteracdes teciduais importantes, enquanto os espécimes tratados com
carragenina (grupos Gll, GIV e GVI) exibiram pequena destruicdo tecidual
associada a um processo inflamatorio crénico no local de inoculacdo dessa droga.
Quando os grupos tratados com carragenina foram comparados, foi observada
uma destruicdo tecidual discretamente mais extensa no grupo que utilizou a
associacdo carragenina e TNBoO/A, podendo estar relacionada com uma
importante reducgéo do limiar nociceptivo observada no periodo de 5 horas. Neste

periodo, suas médias foram equivalentes aos valores percentuais observados no
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grupo GIl (carragenina), ndo havendo diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos (p > 0,05). Adicionalmente, a inexisténcia de diferenca
estatisticamente significante entre os valores percentuais do grupo tratado com
soro fisiolégico e TNBo/A e do grupo tratado apenas com carragenina (p > 0,05)
pode indicar um efeito intrinseco negativo da TNBo no inicio do processo
inflamatorio desencadeado pela carragenina.

Os achados nociceptivos e a destruicdo tecidual significativa observados
no grupo VI (carragenina e TNBo/A) correlacionam-se com algumas complicagbes
relatadas na literatura. A dor no local da injecdo é um efeito indesejado bastante
comum, com retorno aos limiares nociceptivos originais dentro de 1 a 3 dias.
Eventualmente, o tratamento com TNBo/A também pode induzir a complicacdes,
como edema local e hematomas no local de infiltragdo da droga, sendo
decorrentes de danos vasculares localizados. De fato, no presente estudo, foi
possivel observar colecbes de hemdécias fora dos vasos sanguineos e
depositadas na matriz extracelular, caracterizando uma hemorragia em algumas
amostras histologicas do grupo tratado com TNBo/A. Outras complicacdes
incluem a tontura, a cefaleia, a fraqueza na mastigacao, a flacidez, as alteragoes
na expressado facial, os movimentos anormais da ATM, o afundamento da
bochecha e a neuropraxia (contusdo nervosa com bloqueio fisiol6gico transitério).
72

Contudo, o grupo tratado com carragenina e TNBo/A mostrou um aumento
do limiar nociceptivo nos periodos de 1 dia (p < 0,001), 3 dias (p < 0,001) e 7 dias
(p < 0,05) quando comparado com o grupo tratado apenas com carragenina,
indicando um efeito antinociceptivo da TNBo/A apdés 1 dia. Tais achados
contrastam com uma destrui¢do tecidual focal significativa neste grupo em relacao
aos demais grupos, mesmo aquele tratado isoladamente com carragenina, além
da auséncia de um efeito anti-inflamatério. Com base nesses achados, sugere-se
que o efeito antinociceptivo da TNBo/A néo seja local, mas requeira a ativagao de
neurdnios sensoriais periféricos, envolvendo o transporte axonal retrogrado da
droga em direcdo a medula espinhal. Assim, a TNBo/A seria capaz de induzir um
efeito antinociceptivo significativo, mesmo maximizando a injdria local produzida
pela carragenina. O local e 0 exato mecanismo de acgdo antinociceptiva da
TNBo/A nao foram elucidados, mas evidéncias apontam para uma acéo central.

Favre-Guilmard e colaboradores,'* por exemplo, mostraram que a administracéo
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bilateral de carragenina nas patas de ratos e a inoculagédo de TNBo/A apenas na
pata direita resultou na reducédo da hiperalgesia mecéanica em ambas as patas,
indicando que seus efeitos analgésicos requerem ativacdo de vias que induzem
uma sensibilizagdo central. Também, Drinovac e colaboradores'®* mostraram que
0 naltrexona, uma droga antagonista opioide de acao central, aboliu o efeito
antinociceptivo da TNBo/A em um teste de dor orofacial induzido pela formalina,
sugerindo que esta droga poderia aumentar a liberacdo de peptideos opioides
enddgenos e / ou 0 numero de receptores opioides, diminuindo a dor associada a
regido trigeminal. Bach-Rojecky e colaboradores ¢’ demostraram que o efeito
antinociceptivo da TNBo/A foi interrompido em um modelo de hiperalgesia
bilateral no muasculo gastrocnémio em ratos quando o transporte axonal
retrégrado foi bloqueado pela droga colchicina, indicando a necessidade dessa
via de transporte axonal e o envolvimento do SNC para a atividade antinociceptiva
do TNBoO/A.

O modelo de edema inflamatério da pata induzido pela carragenina tem
sido uma ferramenta vital para o desenvolvimento de drogas anti-inflamatorias.
Alguns estudos tém indicado o desenvolvimento inicial de um edema,
acompanhado por um periodo de alodinia, que atinge o pico em torno de 4 horas
apo6s a inoculacdo da carragenina, com duragéo de 24 a 96 horas1%?, subsidiando
o desenvolvimento do nosso modelo experimental que realizou avaliagbes
nociceptivas antes da aplicacdo da carragenina no musculo masseter e 5 horas,
1, 3 e 7 dias ap0s a intervencao.

Os efeitos da carragenina sobre o tecido tém sido bem descritos pela
literatura e consistem em trés fases. A primeira fase da sua resposta inflamatoria
€ mediada por histamina e 5-hidroxitriptamina, sendo seguida, muitas vezes, pela
liberacdo da bradicinina (segunda fase da inflamacédo). A Ultima fase da
inflamacé&o é atribuida a producéo local de prostaglandinas, principalmente do tipo
E.103104 Tais eventos contribuem para a imediata migracdo de neutréfilos para os
locais de inflamacgéo, constituindo-se nas principais células envolvidas nas fases
iniciais da inflamacé&o (inflamacdo aguda)!®. Contudo, a avaliacéo histolégica do
presente estudo mostrou que todos os espécimes tratados com carragenina
mostravam espagos perimisiais preenchidos por um tecido muito celular, sem
leucocitos polimorfonucleares, contendo linfécitos, muitos macréfagos e raros

mastocitos compativeis com a presenca de um processo inflamatoério cronico.
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A diferenca observada quanto a natureza do processo inflamatério pode
ser atribuida ao periodo de eutanasia empregado em nosso estudo (8 dias).
Decorridos 8 dias da administracdo da carragenina, muito provavelmente, o
processo inflamatério agudo com pico em 4 horas ap0s inoculagdo da droga
inflamatoéria e caracterizado por vasodilatacdo, aumento da permeabilidade e
migracdo de leucdcitos polimorfonucleares foi convertido em um processo
inflamatorio crénico com infiltracdo de células mononucleares, levando a
destruicdo tecidual e as tentativas de cicatrizacdo com substituicido do tecido
danificado. Tais achados histolégicos correlacionam-se com o estudo de
Radhakrishnan e colaboradores,® que avaliaram o padrédo inflamatério gerado
pela infiltracdo de carragenina na articulacdo do joelho e no musculo
gastrocnémico em ratos nos tempos experimentais de 4, 8, 24 horas, e 1,2,4e 8
semanas apos a aplicacdo dessa droga. Apés 1 (uma) semana, a inflamacéo
inicialmente aguda com predominio de neutrdéfilos tinha sido convertida em uma
inflamacdo com predominio de macrofagos e alguns mastocitos. A hipétese
desse estudo, se verdadeira, e 0s achados histolégicos apresentados aqui
indicam a necessidade de estudar o dano tecidual e o processo inflamatério nas
primeiras 24 horas apds a aplicacdo da carragenina, a fim de observar o
comportamento da toxina botulinica sobre os periodos iniciais no modelo de dor
inflamatéria estudado.

O estudo histolégico comparativo do processo inflamatorio entre 0s grupos
no periodo de 8 dias mostrou uma pequena diferenca entre os grupos IV
(carragenina e ibuprofeno) e VI (carragenina e TNBo/A), sendo menos severo no
primeiro grupo, indicando que a TNBo/A nédo apresentou um efeito anti-
inflamatério no modelo experimental estudado. Nossos achados correlacionam-se
com o trabalho de Bach-Rojecky e colaboradores!® que ndo observaram um efeito
anti-inflamatério da TNBo/A em um modelo de dor com carragenina em patas de
ratos. Contudo, Cui e colaboradores'® mostraram que a administracdo de TNBo/A
reduziu o edema induzido pela formalina. Os resultados diferentes entre os
estudos podem estar relacionados a diferentes mecanismos desencadeadores da
inflamacéo e sensibilizacdo das estruturas nervosas empregadas pelos dois
modelos de estudo da dor e inflamagéo.

No presente estudo, o anti-inflamatério ndo esteroide (AINE) ibuprofeno foi

utilizado nos grupos controle positivos pelas suas atividades anti-inflamatoria e
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analgésica. Os AINEs inibem a ciclooxigenase (COX), uma enzima responsavel
pela transformacédo do acido araquidénico em prostaglandinas e tromboxanos.%’
As prostaglandinas exercem uma ac¢ao vasodilatadora potente, resultando em um
aumento da permeabilidade vascular, com extravasamento de liquidos e glébulos
brancos, fendbmenos observados nas fases iniciais do processo inflamatorio
induzido pela carragenina. Portanto, o ibuprofeno poderia exercer um importante
efeito anti-inflamatorio no modelo de dor inflamatéria empregado no presente
estudo, visto que a inibicdo da sintese da COX € base da agcédo dos AINEs no
tratamento da dor e inflamacdo. A inflamag&do induzida por carragenina
demonstrou ser altamente preditiva da atividade de drogas anti-inflamatorias na
doenca inflamatdria humana e as doses de AINEs neste modelo se correlacionam
bem com a dose efetiva em pacientes.0’

Este trabalho foi o primeiro estudo que avaliou o efeito da toxina botulinica
em um modelo de inflamacdo mediado pela carragenina no musculo masseter de
ratos. Os resultados apresentados aqui revelaram que a TNBo/A reduziu a
nocicepcao em relagcdo ao grupo tratado isoladamente com carragenina, havendo
diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos, e com efeitos
similares aos observados no grupo tratado com o AINE ibuprofeno. Em todos os
grupos tratados com carragenina, areas focais de destruicdo tecidual foram
observadas. Tais areas foram discretamente mais amplas no grupo tratado com
carragenina e TNBO/A.

Os resultados apresentados revelaram que a TNBo/A possui um efeito
antinociceptivo em condi¢cdes dolorosas no musculo masseter, mas pode se
constituir em um elemento adicional de dano tecidual se um ambiente inflamatério
esta instalado no tecido muscular, ndo se constituindo, portanto, na primeira
opcao para o tratamento de dores miofasciais. Assim, os achados do presente
estudo devem ser confirmados por outros trabalhos experimentais empregando
outras doses de TNBo/A e outros modelos de inflamacédo e dor, com o propdésito
de confirmar os efeitos benéficos potenciais da TNBo/A sobre condicbes

dolorosas do musculo masseter e demais tecidos.
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7 CONCLUSOES

A TNBo/A aumentou o limiar nociceptivo nos espécimes tratados com
carragenina, apresentando resultados similares aos observados nos

animais tratados com ibuprofeno;

Os grupos tratados com carragenina (Gll, GIV e GVI) mostraram uma
destruicdo tecidual localizada relacionada a infiltracdo da droga inflamatéria

gue foi mais extensa no grupo tratado previamente com TNBO/A,

Os grupos tratados com carragenina (Gll, GIV e GVI) mostraram areas
endomisiais e peromisiais associadas a um processo inflamatorio crénico

rico em macréfagos no periodo de 8 dias ap6s administracdo da droga.
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15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS DO Instituto de Ciéncias da satide (CEUA-ICS), em reunido de 11/05/2018.

Finalidade () Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacdo 01/07/2018 -01/07/2020
Espécie/linhagem/raca Rattus norvergicus (Wistar)

Numero de animais 83

Peso/Idade 200 g (2 meses)

Sexo Machos

Origem l SUPRILAB (Cachoeira/Bahia)
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