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1 RESUMO

Os mecanismos centrais e periféricos envolvidos na dor pulpar ainda ndo estao
totalmente claros. O presente estudo comparou, inicialmente, o modelo de inflamacao
pulpar crénica induzido pela aplicacdo de adjuvante completo de Freund (CFA), em polpas
de ratos, com outros modelos de pulpite. Para tanto, as polpas dos primeiros molares
superiores esquerdos de ratos Wistar foram acessadas. Foram criados 4 grupos
experimentais conforme a abordagem pulpar: aberto, fechado, CFA e naive. As
alteragGes comportamentais, bem como, o ganho de peso corporal e o consumo de 4gua
e racdo, foram avaliados em diferentes tempos experimentais (1, 2, 3 e 8 dias). Apds a
eutandsia, amostras de sangue, cérebro e ganglio trigeminal (GT) foram coletadas para
andlises posteriores. Todos o0s grupos experimentais com exposicdo da polpa
apresentaram diminuicdo do ganho de peso corporal (até o 3 2 dia). A reducdo do
consumo de racdo foi observada em todos os grupos no primeiro dia. O grupo CFA
mostrou reducdo significativa na atividade locomotora (em 1 e 3 dias), que foi associada
ao aumento da ativacdo das células satélites da glia no GT ipsilateral. A ativacdo de
astrécitos na amigdala ndo foi afetada nos grupos estudados. A segunda parte deste
estudo investigou a participacdo do receptor Toll-like 4 (TLR4), na mediacdo da pulpite
aguda causada pela aplicacdo de 6leo de mostarda (OM), um agonista de receptores de
potencial transitdrio anquirina-1 (TRPA1), em polpas de ratos. Estudos preliminares foram
realizados comparando a atividade sensoriomotora dos musculos mastigatdrios diante da
aplicacdo de lipopolissacarideo (LPS) ou OM na polpa dentdria. O modelo utilizando OM
na polpa de ratos foi escolhido, devido ao aumento marcante das atividades
eletromiograficas (EMG), quando comparado ao LPS. Os animais foram pré-tratados por

via intratecal (i.t.) com o antagonista seletivo dos receptores TLR4, o LPS-RS (25 pg/10 ul,
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10 min antes da aplicacdo pulpar de OM. O grupo controle recebeu solucdo salina (10 pl)
(grupo veiculo), pela mesma via, no mesmo tempo de administracdo. Para tal, foi
realizada uma cirurgia esterotaxica para permitir o acesso ao subnucleo caudal
trigeminal. As alteracdes das atividades de EMG dos musculos mastigatérios foram
registradas durante 15 min apds a aplicacdo de OM na polpa. O subnucleo caudal
trigeminal foi removido apds a eutanasia, para avaliacdo da expressao de TLR4, através da
andlise de western-blotting. As alterag¢bes da atividade de EMG nos musculos digastricos
anteriores foram significativamente reduzidas pela administracdo intratecal de LPS-RS no
subnucleo caudal do trigémeo (p<0,05), indicando um papel relevante para esses
receptores nos mecanismos de sensibilizacdo central, apds a aplicagdo de OM. O conjunto
de dados obtidos sugerem a participacdo das células satélites da glia no modelo de
pulpite crénica induzida por CFA, bem como, dos receptores TLR4 no modelo de pulpite
aguda provocada pela aplicacdo de OM em polpas de ratos. Essas evidéncias contribuem
para o melhor entendimento dos mecanismos relacionados com a transmissdo da dor

pulpar aguda e cronica.

Palavras — Chave: Inflamacdo da polpa dentdria, CFA, Oleo de mostarda, Ganglio
trigeminal, Células satélites da glia, Amigdala, Receptores Toll-like 4, LPS-RS,

Eletromiografia.
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2 ABSTRACT

The central and peripheral mechanisms involved in pulpal pain are still unclear.
This study compared, initially, the chronic pulpitis model evoked by the application of
complete Freund's adjuvant (CFA) into the pulps of rats, with other models of pulpitis. For
this purpose, the pulps of the left upper first molars of Wistar rats were accessed. There
were four experimental groups according to the surgical procedure: open, closed, CFA
and naive. Behavioral changes, as well as, body weight gain and food and water
consumption, were evaluated at different experimental times (1, 2, 3 and 8 days). After
euthanasia, blood, brain and trigeminal ganglion (TG) samples were collected for further
analysis. All experimental groups with pulp acess had a decrease in body weight gain (for
up to 3 days). A reduction in food consumption was observed in all the groups with pulp
exposure, on the first day. The CFA group showed a significant reduction of locomotor
activity (at 1 and 3 days), which was associated with increased satellite glial cells
activation in the ipsilateral TG. Activation of astrocytes in the amygdala was not affected
in the studied groups. The second part of this study investigated the relevance of Toll-like
receptor 4 (TLR4) activation in the acute pulpitis caused by the application of the
transient receptor potential ankyrin-1 (TRPA1) mustard oil (MO), into the rat pulps.
Preliminary studies were performed to compare the sensorimotor activity of the
masticatory muscles with the application of lipopolysaccharide (LPS) or MO in the dental
pulp. The model using MO application into the pulp of rats was selected, because of the
marked increase of the electromyographic activities evoked by this agent, when
compared to LPS. The animals received a intrathecal (i.t.) pre-treatment with the TLR4
LPS-RS antagonist (25 pg / 10 pl) or saline solution (10 pl) (vehicle group), 10 min before

pulp application of MO. For this purpose, a stereotaxic surgery was performed to access
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the trigeminal subnucleus caudalis. Changes in electromyography activity (EMG) of
masticatory muscles were recorded for 15 min after the MO application into the pulp.
The trigeminal caudalis subnucleus was removed after euthanasia, for evaluation of TLR4
expression by western blotting analysis. Changes in EMG activity in anterior digastric
muscles were significantly reduced by the intrathecal administration of LPS-RS in the
trigeminal subnucleus caudalis (p <0.05). The data obtained suggest the participation of
satellite glial cells in the chronic pulpitis model induced by CFA, as well as, TLR4 receptors
in the acute pulpitis model caused by MO application into the rat pulps. Altogether, the
present results shed new light on the mechanisms underlying acute and chronic tooth

pulp inflammatory pain.

Key Words: Tooth pulp inflammation, CFA, Mustard oil, Trigeminal ganglion, Satellite glial

cells, Amygdala, Toll like 4 receptor, LPS-RS, Electromyography.



3 INTRODUCAO

3.1 Consideragoes Gerais

A dor envolvendo a polpa dentaria é uma das mais intensas relatadas pelo ser
humano. Por ser um tecido conjuntivo frouxo, circunscrito por dentina, a polpa,
diferentemente de outros tecidos, ndo tem como se expandir diante de uma inflamacao,
por causa das paredes mineralizadas da dentina. Tal fato contribui para a intensidade do
processo nociceptivo envolvendo a polpa. Uma melhor compreensao da repercussao das
respostas inflamatdrias pulpares, bem como, dos mecanismos relacionados com a dor
dentaria, representa um grande desafio para o Cirurgido-Dentista, particularmente na
area de Endodontia.

O papel dos mediadores quimicos da inflama¢do na manutencdo do processo
algico pulpar tem sido bastante investigado. Entretanto, algumas das alteragdes centrais
e periféricas relacionadas com a dor de origem pulpar ainda necessitam de estudos
adicionais. Foi demonstrado que a polpa de um pré-molar, por exemplo, contém mais de
dois mil neurdnios sensitivos. Varios fenbmenos neurais ocorrem durante o processo
inflamatdrio pulpar; dentre eles, a neuroplasticidade e a sensibilizacdo central. Muitas
vezes, a ocorréncia desses fenOmenos pode levar a mecanismos de cronicidade da dor
(Okeson, 2006; Hargreaves e Cohen, 2011; Sessle 2011; Peirs e Seal, 2016).

A participacdo do componente emocional na dor crénica é bem descrita; porém,
seu papel nas dores inflamatérias agudas ainda ndo foi totalmente investigado. Estudos
mostram que o sistema limbico, uma das principais unidades funcionais do cérebro,
relaciona-se a emocgdo e ao comportamento. Assim sendo, permite a interpretacao do

individuo acerca da situagao vivenciada, bem como, o armazenamento dessa experiéncia



como memoria. Mecanismos neurais podem ser induzidos a partir de experiéncias
anteriores, podendo influenciar sua interpretacdo e percepcdo no sistema nervoso

central (SNC) (Neugebauer et al., 2003; Cao et al., 2009; Jeon et al., 2010; Peirs e Seal

2016).

3.2 Definigdo de Dor

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), “a dor se
caracteriza como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um
dano real ou potencial dos tecidos ou, descrita em termos de tal dano”. A dor é subjetiva
e cada individuo aprende a utilizar este termo por meio de suas experiéncias (Loeser e
Treede, 2008).

O termo nocicepgao estd relacionado ao reconhecimento de sinais dolorosos pelo
sistema nervoso, que processam informacdes relacionadas a lesdo. Em 1994, a IASP j3
afirmava que a atividade induzida nas vias nociceptivas por um estimulo nociceptivo ndo
é dor, é nocicepcdo. A dor seria algo mais abrangente, podendo ser considerada um
estado psicoldgico. Baseado nestes conceitos, o termo dor seria mais bem aplicado aos
seres humanos do que aos animais, pelo fato do envolvimento de componentes
cognitivos e emocionais. Mesmo assim, tornou-se uma conven¢do o uso do termo “dor”
para humanos e animais (Hellebrekers, 2002).

A nocicepcao é o componente fisioldgico da dor e compreende os processos de
transducdo, transmissdo e modulacdo do estimulo nociceptivo. Apds um estimulo
nociceptivo, diversas altera¢cdes neuroenddcrinas acontecem, promovendo um estado de
hiperexcitabilidade dos sistemas nervoso central e periférico (Klaumann et al., 2008). A

dor tem como principal funcdo proteger o organismo de uma eventual lesdo tecidual, a
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partir da ativagao de mecanismos que envolvem vias reflexas periféricas, espinhais e
supra-espinhais (Julius e Basbaum, 2001).

Para o estudo do processo doloroso, é importante que se defina a diferenca de
quatro termos relacionados a dor: nocicepgao, dor, sofrimento e comportamento
doloroso. A nocicepgao refere-se ao estimulo nocivo originado do receptor sensitivo. Esta
informacao é conduzida para o SNC pelos neurdnios aferentes primarios. A dor é uma
sensacdo desagradavel percebida pelo cortex, geralmente, como resultado de um
impulso. O sofrimento refere-se a reacdao do ser humano diante da percepc¢do da dor.
Quando a dor é percebida pelo cértex, ocorre uma interacdao de diversos fatores como:
experiéncias passadas, expectativa e atencao dirigida para a lesdo. O comportamento
doloroso refere-se as agdes visiveis e audiveis do individuo para comunicar seu
sofrimento aos outros (Okeson, 2006).

A dor pode ser considerada o quinto sinal vital, juntamente com a funcdo
cardiorrespiratdria e térmica (Luna, 2006); além disso, é uma entidade biolégica e
psicoldgica. Atualmente, é vista muito mais como uma emoc¢do do que unicamente uma

sensacdo (Perl, 2011).

3.3 Tipos de Dor

A dor pode ser classificada segundo o tempo em que ocorre, bem como, de acordo
com os fatores etioldgicos que a originam. Mais comumente, a dor é dividida em trés
tipos: a primeira delas é aquela vista como um sistema de protecao fisioldgico, essencial
para detectar e minimizar os danos decorrentes de estimulos nocivos, bem como, para
manter a integridade do corpo. Tal dor é conhecida como dor nociceptiva e, é sentida a

partir de estimulos nocivos mecanicos, térmicos e quimicos. O segundo tipo de dor
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também é de protecao e de adaptacdo e, se refere a ativacao do sistema imunoldgico por
dano tecidual relacionado a inflamacdo, sendo conhecida, portanto, como dor
inflamatdria. A terceira se refere a dor ndo fisiolégica, decorrente do funcionamento
anormal do SNC ou SNP. Essa é chamada de dor patoldgica, que ndo é vista como um
sintoma de uma desordem, mas, como um estado de doenca. Enquanto a dor aguda tem
papel biolégico de manutenc¢do da integridade do individuo, pois serve de alerta, a dor
cronica ndo tem papel bioldgico, causando incapacidade e perda de qualidade de vida.
Além disso, é uma experiéncia complexa que possui dimensdes afetivas, cognitivas e
motivacionais (Siqueira e Teixeira, 2003; Woolf, 2010, Lavigne e Sessle, 2016). A dor
aguda é tipicamente associada a condicBes clinicas de rapida instalagdo, produzindo,
algumas vezes, sintomas graves, em um curto periodo de tempo. Ja, a dor crbnica, tem
duracdao maior do que trés meses e segue seu curso, mesmo apds o reparo tecidual
(Okeson, 2006).

A classificacdo neurofisiolégica da dor se divide em somatica e neuropadtica. A
somatica pode ser superficial ou profunda. Com relacdo a dor orofacial, a superficial se
refere a dor cutdnea e mucogengival. A profunda compreende a dor visceral e a
musculoesquelética. Dentre as dores viscerais, esta a dor pulpar. Quanto a neuropatica, a
mesma ocorre de forma episddica ou continua. Nesse tipo de dor, estdo incluidas as
alteracdes dolorosas relacionadas a lesdes nervosas do SNC ou SNP. Tais lesdes possuem
as mais diferentes origens, dentre elas: metabdlica, infecciosa ou medicamentosa

(Okeson, 2006; Woolf, 2012; Von Hehn et al., 2012).
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3.4 Fibras Sensitivas e Transmissdo da Dor

O primeiro processo da nocicepcao é a decodificacdo de sensacdes mecanicas,
térmicas e quimicas em impulsos elétricos, por terminais nervosos especializados,
denominados nociceptores (Pisera, 2005; Sessle, 2011; Sessle, 2014).

Os nociceptores sdo terminacdes nervosas livres dos neurbnios de primeira
ordem, cuja fungao é preservar o equilibrio tecidual, alertando sobre um dano potencial
ou real. S3o responsdveis por transmitir o sinal nociceptivo da periferia para os neurénios
secunddrios. Tais neurénios podem responder a multiplas modalidades de estimulos, tais
como mecanicos, quimicos e térmicos; assim sendo, sdo descritos como polimodais. Além
disso, sdo também considerados moléculas de sinalizacao bilateral, ou seja, os estimulos
podem ser transmitidos tanto a partir de terminais nervosos periféricos, quanto centrais
(Dubin e Patapoutian, 2010; Sessle, 2011, Sessle, 2014).

Os neuroOnios de primeira ordem sdo classificados em quatro grupos, segundo o
didmetro, o grau de mielinizacdo e a velocidade de conducdo (Julius e Basbaum, 2001;
Pisera, 2005; Okeson, 2006; Basbaum et al., 2009; Dubin e Patapoutian, 2010; Sessle,
2014; Peirs e Seal, 2016), como descrito a seguir:

(i) Fibras Aa: possuem grande diametro (maior que 10 um), sdo mielinizadas e de
rapida conducdo. Estdo relacionadas a propriocepcao (Nair, 1995; Julius e Basbaum, 2001;
Okeson, 2006).

(ii) Fibras AB: sdo fibras de diametro grande (maior que 10 um), mielinizadas e de
conducdo rapida, responsdveis por sensac¢des indcuas. Na auséncia de dano tecidual ou
nervoso, as fibras AB somente transmitem informacdes referentes a estimulos indcuos,
como tato, vibracdo e pressdo. Porém, diante de dores crénicas também pode haver

envolvimento dessas fibras (Basbaum et al., 2009; Sessle, 2014).
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(iii) Fibras Ab: sdo de diametro intermediario (2 a 6 um), mielinizadas. Sua
velocidade de conducgdo é intermedidria, modulando a primeira fase da dor: mais aguda
ou semelhante a pontada (Pisera 2005). Estudos eletrofisioldgicos revelam que as fibras
Ab podem ser sub-divididas em duas classes principais: as do tipo |, que sdo ativadas em
temperaturas superiores a 50°C e transmitem estimulos quimicos e mecéanicos e, as do
tipo 1l, capazes de responder a temperaturas mais baixas; porém, com limiar mecanico
bastante elevado (Basbaum et al., 2009; Sessle, 2014).

(iv) Fibras C: sdo fibras de diametro pequeno (0,4 a 1,2 um), ndo mielinizadas e de
velocidade de conducdo lenta, responsaveis pela dor difusa, em queimacao e persistente
(Siqueira e Teixeira, 2003). As fibras C apresentam capacidades de respostas distintas
conforme o estimulo. Tais fibras podem ser divididas em uma populagdo peptidérgica
(capazes de liberar neuropeptideos, sendo sensiveis ao fator de crescimento neural; NGF)
e, outra ndo-peptidérgica (respondem as neurotrofinas, neurturina, artemina e ao fator
neurotréfico derivado da glia; GDNF, expressando uma série de receptores purinérgicos
da série P2X (Basbaum et al., 2009).

Normalmente, a informacdo nociceptiva é transmitida por fibras do tipo C e Ab
localizadas na pele, visceras, vasos sanguineos, peritdnio, pleura, peridsteo, tendoes,
fascia, capsula articular e fibras do musculo esquelético (Messlinger, 1997; Lamont e
Tranquili, 2000). As fibras Ab sdo responsaveis pela primeira fase da dor, rédpida e intensa
e sdo sensiveis a estimulos mecanicos e térmicos. As fibras C produzem uma segunda fase
de dor mais difusa e persistente e, representam, na periferia, receptores de alto limiar
para estimulos térmicos e/ou mecanicos. Existem também fibras do tipo C polimodais
gue respondem a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos. Os campos receptivos

destes neurdnios variam entre 2 e 10 mm de didametro (Tranquili, 2004; Pisera, 2005;
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Okeson, 2006; Sessle, 2011). Estudos atuais relatam que a ativacdo de nociceptores
(fibras AS e C) ndo precisa ocorrer para que haja sensacdo dolorosa. Isso se refere aos
quadros de dor persistente, onde as fibras AB podem estar envolvidas (Basbaum et al.,
2009; Vang et al., 2012). De forma interessante, as fibras nociceptivas podem ser
distinguidas de acordo com a expressdo de receptores que conferem sensibilidade
seletiva ao calor, ao frio, a alteragGes de pH ou, a irritantes quimicos (Basbaum et al.,
2009; Peirs e Seal, 2016).

Para que ocorra a transmissao da dor, os estimulos nocivos sdao convertidos em
estimulos elétricos nos neurdnios aferentes. Isso ocorre a partir de potenciais de agcao
(PA), que ativam canais TRP (receptores de potencial transitério) e receptores
purinérgicos. A membrana sinaptica dos terminais pré-sindpticos contém grande
quantidade de canais i6nicos. Além dos canais de sédio e de potdssio, os canais de célcio
também sdo expressos pelos neurdnios sensitivos, podendo afetar muitos processos
celulares com consequéncias variadas (Kuner, 2010; Sessle, 2011; Sessle, 2014).

Quando os neuronios aferentes sdo ativados na periferia por diferentes estimulos
(inflamacdo, dano tecidual, pressdo ou temperatura), PA sdo gerados nesses neuronios.
Isso permite a transmissdao do sinal doloroso pelo ganglio do trigémeo (dor de origem
orofacial) ou, pelo ganglio da raiz dorsal (dor proveniente de outros sitios), através de
neurotransmissores. A liberacdo de neurotransmissores oriundos dos neuronios primarios
é afetada pela atividade dos canais id6nicos pré-sindpticos. A excitabilidade dos
nociceptores depende da natureza e extensdo do estimulo, da expressao dos receptores
e da presenca dos canais i6nicos (Miljanich et al., 2012).

A sinapse com o neurdnio secundario é mediada, principalmente, por glutamato e

peptideos, como a substancia P, por exemplo. A integracdo e o processamento sensorial
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no ganglio do trigémeo ou, no ganglio da raiz dorsal, podem levar a ativacao de diversas
vias de projecao para o cérebro. Por exemplo, o trato espinotalamico lateral projeta
ligagdes sensoriais multimodais dos neurdnios de variagao dinamica com o talamo lateral
e tem sido implicado nos aspectos discriminativos e sensoriais da dor. Por outro lado, o
aspecto medial do trato espinotalamico, bem como, o trato espinoparabraquial projetado
para o tdlamo medial e estruturas limbicas medeiam os componentes emocionais da dor
(Kuner, 2010; Dubin e Patapoutian, 2010; Miljanich et al., 2012). No ganglio do trigémeo
ou no ganglio da raiz dorsal, o sinal sensorial é amplificado (Sharif-Naeini e Basbaum,
2011; Miljanich et al., 2012). A sensibilizacdo central envolve inUmeras estruturas
cerebrais e é dependente de interagdes entre neurénios e células gliais (Pisera, 2005;
Sessle, 2011).

Ha trés tipos especificos de neurénios de segunda ordem que transferem impulsos
para os centros superiores. Eles sdo denominados de acordo com o impulso que
transmitem. Os mecanorreceptores de baixo limiar (LTM) transmitem informacdes de
propriocepcao, pressao e toque leve. Os nociceptores especificos (NS) transmitem
exclusivamente impulsos relacionados ao estimulo nocivo. O terceiro tipo é o neurdnio de
ampla faixa dindamica (WDR); tal neurdnio é capaz de responder a uma ampla faixa de
intensidade de estimulos, de inécuos a nocivos (Okeson, 2006; Basbaum et al., 2009;

Sessle, 2011).

3.5 Estruturas Limbicas
O sistema limbico compreende as estruturas circundantes ao cérebro e ao
diencéfalo. As estruturas limbicas funcionam controlando as atividades emocionais e

comportamentais. E composto pelas seguintes estruturas funcionais: corpo amigdaloide,
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hipocampo, corpos mamilares, septo pelucido, giro do cingulo, cingulo, insula e giro para-
hipocampal (Meneses, 1999; Machado, 2006; Okeson, 2006). O corpo amigdaloide atua
no hipotdlamo no controle do comportamento em cada tipo de situacdo social. O
hipocampo interpreta para o encéfalo a maioria das experiéncias sensitivas. Se o mesmo
determinar que uma experiéncia é importante, esta é armazenada como memoria no
cortex cerebral. Os corpos mamilares ajudam a controlar fungdes de vigilia e bem-estar. O
septo pelucido, quando estimulado, pode causar efeitos comportamentais, incluindo
sinais de agressividade. O encéfalo ndo é passivo as mensagens coletadas no meio
externo e interno. Aspectos passados e presentes e, experiéncias pessoais, interagem de
modo significativo para a percepcao da dor (Siqueira e Teixeira, 2003; Okeson, 2006;
Machado, 2006).

A geracdo de dor envolve muito mais do que componentes discriminativos
sensoriais. Além disso, possui fatores cognitivos e emocionais complexos que sao
processados nos centros superiores do cérebro (Sharif-Naeini e Basbaum, 2011).
Consequentemente, tem-se investigado as alteracdes nas regides corticais do cérebro,
incluindo o cértex cingulado anterior (ACC) e a amigdala, duas areas que processam
informacdes referentes ao componente emocional da dor (Neugebauer et al., 2003; Cao
et al., 2009).

O ACC esta envolvido na resposta afetiva do estimulo de dor. A ativagao da MAP-
quinase ERK (do inglés extracellular signal-activated kinase) tem papel importante na dor
relacionada a emoc¢bes negativas (Cao et al.,, 2009). O aprendizado observacional do
medo envolve o sistema de dor afetiva e o aumento da expressdao de canais de calcio
Cavl.2 no ACC. Em um estudo classico, um grupo de felinos foi submetido a estimulacao

elétrica das patas, enquanto outros somente observavam. O grupo dos observadores
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apresentou um aumento das atividades neurais do ACC. Além disso, foi verificado que a
delecdo de canais de calcio no ACC nos observadores reduziu as respostas
comportamentais (Jeon et al., 2010). Um trabalho recente, conduzido por Smith et al.
(2016) descreve a existéncia de uma relacdo complexa entre o ambiente psicossocial, a
percepc¢do e a experiéncia de dor. Tal estudo examinou a comunicacdo social da dor e
demonstrou que camundongos espectadores, que estavam alojados na mesma sala em
que roedores submetidos a dor inflamatdria ou, a retirada da morfina, desenvolveram
hiperalgesia. Os autores sugerem que o olfato pode ter mediado a transferéncia da
hiperalgesia para os animais espectadores.

Tem sido descrito que a amigdala possui um papel importante na dimensdo
afetiva e emocional da dor, bem como, na sua modulacdo. Além disso, tal estrutura do
sistema limbico esta relacionada a algumas desordens, como medo aprendido, ansiedade
e depressao (Neugebauer, 2015). Pesquisadores avaliaram o papel da amigdala em um
modelo experimental de artrite em ratos. De forma interessante, as alteragdes
nociceptivas associadas ao desenvolvimento da artrite foram relacionadas com um
aumento da expressao de receptores metabotrdopicos de glutamato do tipo | (subtipos
mGIuR1 e 5) na amigdala. Os autores investigaram esse grupo de receptores, ja que os
mesmos estdo envolvidos em diversas alteracées neuroplasticas em doencas psiquiatricas
e neuroldgicas (Fundytus 2001; Neugebauer et al., 2003). Em um trabalho de revisdo do
mesmo grupo, foi sugerido que a divisao latero-capsular do nicleo central da amigdala
pode ser definida como a amigdala nociceptiva, sendo responsavel pela integracdo de
informacgdes de nocicepcdo com informacgdes polimodais, tanto do ambiente interno,
guanto externo do corpo. Dependendo das condicdes ambientais e do estado afetivo, a

amigdala parece ter um papel dual de facilitacdo ou inibicdo da modulacdo dos
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comportamentos de dor, estando implicada em diferentes niveis de transmissdo da dor
(Neugebauer et al., 2004).

Um estudo recente sugere que a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
na amigdala teria um papel importante na plasticidade fisioldgica e em quadros de dor
persistente. Apds a injecdao de veneno de abelha na pata esquerda de ratos, foi possivel
observar a ativacao da amigdala do lado contralateral, como demonstrado pelo aumento
do numero de células positivas para c-Fos nos nucleos central e basolateral da amigdala.
A administracdo de inibidores farmacolégicos de NADPH oxidase ou de lipooxigenase, na
amigdala direita, atenuou os comportamentos nociceptivos evocados pela inje¢do
intraplantar de veneno de abelha. Dessa forma, os pesquisadores sugerem que a geragao
de ROS na amigdala pode representar um alvo importante para a modulagdo da dor (Lu et
al., 2016).

Estados de dor cronica, incluindo aqueles que afetam a regido orofacial, sdo
frequentemente associados a comorbidades, como alteracées de humor e ansiedade. De
forma interessante, um estudo experimental realizado por Shang et al.,, (2015)
demonstrou que camundongos submetidos a exposicdo da polpa dentdria dos primeiros
molares superiores apresentaram alteracées de comportamento indicativas de ansiedade
e fobia social, de acordo com a avaliacdo em diferentes paradigmas experimentais,
através de mecanismos dependentes da ativacdo de vias inflamatdrias e de canais de
sodio voltagem-dependentes do subtipo NaV1.7. Este é um dos poucos estudos
experimentais que explora a correlacdo entre dor pulpar inflamatéria e disturbios
afetivos, o que sugere a necessidade de estudos adicionais nesse tema. N3o obstante,
ndo foram identificados trabalhos na literatura correlacionando dor pulpar com

alteragdes da amigdala.
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3.6 Dor Orofacial e pulpar

A dor orofacial tem peculiaridades importantes que devem ser consideradas. Em
primeiro lugar, o sistema trigeminal tem papel fundamental na conducdo dos impulsos
nociceptivos. A transmissdo dos impulsos sensitivos, diferentemente de outras regides do
nosso corpo, ascende para o SNC a partir do ganglio trigeminal (Okeson, 2006; Sessle,
2000; 2005; 2014).

Os impulsos somaticos oriundos da face e das estruturas bucais transitam pela
periferia, através do ganglio trigeminal, entrando pelo complexo nuclear sensorial
trigeminal (Sessle, 1993; 2011). O trato espinhal trigeminal é dividido em trés partes:
subnucleo oral, subnucleo interpolar e na por¢do mais inferior, subnucleo caudal. A
maioria das sinapses de dor estd no subnucleo caudal, mas os aferentes da polpa dentdria
vao para os trés subnucleos (Sessle, 1986; 1993; 2000; 2005; 2009; 2014; Upadhyay et al.,
2008; Chiang et al., 2011; Sessle, 2011).

A presenca da inflamacdo pode gerar alteragdes nas vias periféricas e centrais da
dor, dificultando ainda mais a resolucdo do quadro nociceptivo. Essas alteracdes nao
ocorrem somente ao nivel funcional, mas também estrutural, envolvendo mecanismos de
neuroplasticidade, onde um neur6nio é capaz de mudar sua forma ou funcdo diante de
um estimulo. Além de alteracGes neuronais, também ocorre a ativacdo de células nao
neuronais, como as células da glia (Okeson, 2006; Kuner, 2010; Ji et al., 2013; Ji et al.,
2016). No SNC, tais células sdo classificadas em astrécitos, microglia e oligodendrdcitos.
Em relacdo a dor orofacial, elas participam da sensibilizacdo central, aumentando a
resposta dos nociceptores aos estimulos, estando vinculadas a quadros de alodinia,
hiperalgesia e dor referida (Chiang et al., 2011; Lavigne e Sessle 2016; Ji et al., 2016). No

sistema nervoso periférico, as células satélites e as células de Schwann s3ao capazes de
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liberar diversos neurotransmissores e fatores de crescimento, que podem influenciar a
atividade dos neurdnios (Chiang et al., 2011; Lavigne e Sessle 2016; Ji et al., 2013; 2016).
Ademais, é preciso considerar o papel potencial de outras células ndo-neuronais na dor,
incluindo células endoteliais, macrofagos perivasculares e linfocitos T que migram para o
SNC (Grace et al., 2014).

A polpa é um tecido conjuntivo frouxo especializado, bem vascularizado, de
origem mesenquimal, localizado no interior da dentina radicular e corondria. Algumas
alterag6es como inflamagdo e dor sdo singulares na polpa dentaria, se comparadas a
outros tecidos conjuntivos. Isso ocorre devido a impossibilidade de expansdo que é
impedida pelas paredes rigidas da dentina (Estrela e Figueiredo, 1999; Katchburian e
Arana, 2004; S6 e Scarparo, 2012). O tecido pulpar, por ser ricamente inervado, possui
componentes importantes relacionados a transmissao de estimulos para o SNC. Fibras
sensitivas provenientes do nervo trigémeo e ramos simpaticos do ganglio cervical
superior penetram através do forame apical e dos forames acessoérios com grossos feixes.
Esses feixes constituidos tanto por axonios mielinicos, quanto amielinicos, atravessam a
polpa do canal radicular, chegando na camara pulpar (S6 e Scarparo, 2012). Ao
alcangarem a polpa coronaria, os axonios se abrem junto a camada odontoblastica, se
dividindo em pequenos feixes, formando o plexo de Raschkow. Dentro do plexo, ocorre
ramificacdo das fibras e sobreposicdo de campos receptores. Assim, as terminacgdes dos
axbnios passam pelo odontoblastos como terminagces nervosas livres (Nair, 1995;
Hargreaves e Cohen, 2011). As fibras sensoriais na polpa possuem importante interacdo
com os odontoblastos. Tais células, além da producdo de dentina, estdo envolvidas na
transmissdao da dor pulpar. Apesar de alguns estudos considerarem os odontoblastos

células receptoras especiais, ndo ha juncdes sindpticas entre elas e as terminagdes
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nervosas. Através de interagdes paracrinas, os odontoblastos e as terminagdes nervosas
pulpares parecem ter influéncia umas sobre as outras (Byers et al., 1982; Byers e Narhi,
1999; Hargreaves e Cohen, 2011).

O dente pré-molar humano, por exemplo, recebe cerca de 2300 fibras nervosas a
partir do apice radicular. Destas, aproximadamente 13% sdo mielinizadas (fibras AB e Ad),
enquanto que 87% sao amielinizadas (fibras C) (Nair, 1995). H4 muitas fibras Ad e C na
polpa dentaria, com os axonios Ad terminando nos tubulos dentinarios e, a terminagao
das fibras C na polpa propriamente dita (Fried et al., 2011).

Geralmente, a dor é sentida quando os sinais gerados por estimulos em fibras
finas mielinizadas A8 ou ndo mielinizadas C chegam ao SNC. Entretanto, a inervagao
intrinseca do dente pode ser uma Unica exce¢do. Entre as poucas fibras AB, algumas
podem ser nociceptivas, mas a maioria sdao LTM relacionados a sensa¢ées de pré-dor. Foi
proposto que muitos aferentes relacionados a dor ndo sdo nociceptores, mas,
mecanorreceptores de baixo limiar (Nair, 1995; Fried et al., 2011). A maioria dos
neurdnios aferentes da polpa, diferentemente de outros tecidos, perde a sua bainha de
mielina logo apds entrar na cdmara pulpar. Como resultado de sensibilizacdo central, os
mecanorreceptores de baixo limiar podem evocar alodinia tatil (dor relacionada as fibras
AB). Para os autores, existe dor por tais fibras em dentes saudaveis. Em fungdo das
terminacbes dos mecanorreceptores de baixo limiar, muitos aferentes dentinarios
respondem aos estimulos tateis ou térmicos ndo nocivos, levando a ativacdo de
neurdnios de segunda ordem no complexo trigeminal, evocando dor (Owatz et al., 2007;
Fried et al., 2011).

De forma frequente, a dor pulpar aguda ¢é de dificil localizacdo;

consequentemente, a identificacdo do dente afetado pode ser complexa. A causa da dor



~g~
aguda é o estimulo nocivo dos receptores pulpares. Caries profundas, restauracdes
defeituosas, fraturas e erosdo dentaria podem ser fatores de agressao. A dor pode ser: (i)
provocada (pulpite reversivel) ou, (ii) espontanea (pulpite irreversivel sintomatica). A dor
pulpar crénica ocorre quando o tecido pulpar lesado evolui de uma fase inflamatéria
aguda, para uma de duracdo prolongada, o que é observado nas pulpites cronicas. A
inflamagdo na polpa ocorre num local de paredes rigidas; isso significa que o aumento do
volume sanguineo e intersticial vai ocasionar grande aumento na pressao hidrostatica da
polpa. Isso pode comprimir vasos sanguineos e contrabalancar o aumento do fluxo
sanguineo. O fluxo sanguineo da polpa durante a inflamagdo aumenta cerca de 200%
(Katchburian e Arana, 2004; Okeson, 2006; Hargreaves e Cohen, 2011).

A inflamag¢do pulpar pode ser induzida por estimulos fisicos, quimicos ou
microbianos (Upadhyay et al., 2008; Hargreaves e Cohen, 2011). A resposta pulpar
inflamatdria é complexa e envolve a liberagdao de diversas classes de mediadores
quimicos. Dentre os mediadores oriundos de fibras nervosas destacam-se substancia P,
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), neurocinina A (NKA), neuropeptideo
Y, glutamato e trifosfato de adenosina (ATP), dentre outros (Caviedes-Bucheli et al., 2007;
2008; Ji et al., 2016). Outros mediadores sdo produzidos principalmente por células nao-
neuronais, incluindo bradicinina, serotonina, histamina, fator de necrose tumoral e
prostaglandinas. Tais substancias atuam na plasticidade dindmica dos aferentes pulpares
durante a resposta inflamatdria, podendo mudar suas propriedades funcionais e
fenotipicas. Essa plasticidade dindmica contribui para os fendmenos de alodinia e
hiperalgesia no processo inflamatdrio. Muitos desses mediadores podem agir nas
terminagcbes dos nociceptores, aumentando sua excitabilidade. Além disso, podem

modular diversas classes de receptores e canais idnicos nas terminagdes nociceptivas,
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através de mecanismos que envolvem segundos mensageiros intracelulares (Douglas,
1988; Katchburian e Arana, 2004; Caviedes-Bucheli et al., 2007; Hargreaves e Cohen,
2011; Sessle, 2011).

Os TRP sdo uma familia de canais catidnicos nao-seletivos, classificados em seis
subtipos principais, denominados TRPC (canénico), TRPM (melastatina), TRPV (vaniloide),
TRPA (anquirina), TRPP (policistina) e TRPML (mucopilina), com base na homologia da
sequéncia de aminoacidos em mamiferos (Alexander et al., 2015). A expressao dos
receptores TRP ja foi descrita em diferentes estruturas relacionadas com a transmissao da
dor orofacial (Sessle, 2011; Hargreaves e Ruparel, 2016; Basso e Altier, 2017). Dentro
dessa classe de receptores, os subtipos mais estudados sao TRPV1, TRPV2, TRPMS8 e
TRPA1, sensiveis a estimulos especificos, como calor, frio, substancias pungentes e
irritantes, além de estimulos mecéanicos (Gerhold e Bautista, 2009; Gibbs et al., 2011). De
forma interessante, foi demonstrada a presenca de receptores TRPV1, bem como, TRPV2
em aferentes pulpares, no ganglio trigeminal e em tecidos periodontais (Gibbs et al.,
2011). Os canais TRPMS, além de serem expressos nos neurdnios sensoriais trigeminais,
estdo presentes na mucosa oral, periodonto e fibroblastos da polpa (El Karim et al. 2011;
Yajima et al., 2015). O TRPA1 apresenta papel crucial na geracdo e na manutencao da dor
inflamatdria pulpar (Gerhold e Bautista, 2009; Sessle, 2011). Tal receptor estd presente
nos axonios pulpares, no corpo celular dos odontoblastos e nos fibroblastos do tecido
pulpar (El Karim et al., 2011; Kim et al., 2012). Nas ultimas décadas, varios estudos foram
realizados a partir da aplicacdo de dleo de mostarda, um agonista de TRPA1, na polpa
dentdria. Através de estudos eletrofisiolégicos e farmacoldgicos, esse modelo de dor
orofacial aguda forneceu inUmeras respostas referentes aos mecanismos da dor pulpar

inflamatdria. Os trabalhos cldssicos conduzidos com esse modelo mostraram que o dleo
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de mostarda induz a sensibilizagdo trigeminal central de forma aguda (com duragdo de 30
a 50 min), acompanhada por um aumento da atividade eletromiografica dos musculos
mastigatdrios (para revisdo ver: Sessle et al., 2011). Foram demonstradas evidéncias da
relevancia de receptores NMDA, P2X3 e P2X7 nos mecanismos de neuroplasticidade
neuronal relacionados com esse modelo (Chiang et al., 1998; Park et al., 2001; Hu et al.,
2002; Itoh et al., 2011).

Os receptores Toll-like (TLR) compreendem uma familia de receptores
especializados no reconhecimento de padrdes moleculares associados a
microorganismos, podendo ser ativados também por ligantes enddgenos produzidos em
resposta a estimulos estressores. Até o presente, foram identificados 11 membros
diferentes de receptores TLR em mamiferos (TLR1-TLR11) (Bryant et al., 2015). Dentre
esses receptores, um dos subtipos mais estudados é o TLR4, ativado principalmente por
lipopolissacarideos (LPS) presentes na parede celular de bactérias gram-negativas ou, por
moléculas enddgenas produzidas durante a inflamacdo, como a Hsp70 (heat shock
protein 70). Os receptores TLR4 sdo ativados juntamente com o co-receptor CD-14. Sua
ativacdo envolve o recrutamento da proteina adaptadora MyD88 (fator de diferenciacdo
mieloide 88), com consequente estimulacdo de MAP-quinases e do fator de transcricao
fator nuclear B (NF-kB) (Asea, 2008; Verstrepen et al., 2008).

Um trabalho conduzido por Wadachi e Hargreaves (2006) demonstrou que
nociceptores trigeminais positivos para TRPV1 expressam TLR4 e CD14. Além disso, os
autores descreveram a presenca de TLR4 e CD14 na polpa dentdria coletada de pacientes
com lesdes cariosas, sugerindo que a dor secundaria a infeccdes bacterianas pode ser
resultante da estimulagdo de receptores TLR/CD14. Ampliando esses achados, Diogenes

et al. (2011) demonstraram que a ativacdo dos receptores TLR4 pelo LPS, em neurdnios
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do ganglio trigeminal, resulta na sensibilizacdo de receptores TRPV1 pela capsaicina. De
forma interessante, a ocorréncia de dor referida na lingua, ap6s a inducao de inflamacao
pela aplicacdo do adjuvante completo de Freund (CFA) na polpa de ratos, foi prevenida
pelo bloqueio dos receptores TLR4 no ganglio do trigmeo (Ohara et al.,, 2013). Os
autores sugerem que os receptores TLR4 podem estar sendo ativados pela Hsp70,
produzida no tecido pulpar ou no ganglio do trigémeo, em resposta ao CFA. Além disso,
foi possivel observar que a indugdo de pulpite aguda, no modelo classico de exposi¢ao da
polpa a cavidade oral, levou ao aumento da expressdao de TLR4 no ganglio trigeminal
ipsilateral, apdés 24 h (Lin et al., 2015). No mesmo trabalho, foi demonstrado que a
aplicacdo do antagonista TLR4, eritoran, no ganglio do trigémeo, reduziu as respostas de
reflexo de retirada da cabeca induzido por estimulagdo térmica ou mecanica, bem como,
modificou parametros indicativos de dor no teste do campo aberto. Esse conjunto de
evidéncias, reforca a hipdtese de que a interacdo direta entre patégenos e neurbnios é
responsavel por mediar as respostas dolorosas associadas com a infeccdo, o que pode
ocorrer de forma independente da ativacdo de células imunes (Helley et al., 2015). Nao
obstante, é necessario ressaltar que a ativacdo de receptores TLR expressos por células
ndo-neuronais, como as células da microglia, pode levar a um aumento dos niveis de
citocinas, contribuindo ainda mais para os mecanismos de persisténcia da dor (Guo e
Schluesener, 2007).

Muitos avancos foram obtidos nos ultimos anos com relagdo aos mecanismos
implicados na transmissdao da dor de origem pulpar. O presente trabalho investigou
mecanismos adicionais, comparando desfechos periféricos e centrais, em modelos

distintos de dor pulpar inflamatdéria em ratos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A dor é um fendmeno complexo que envolve mecanismos centrais e periféricos. O
papel das células da glia nas diferentes condicdes de dor orofacial tem sido comprovado a
partir de inimeros estudos. Dentre eles, estudos eletrofisioldgicos, moleculares e
farmacoldgicos contribuiram fortemente para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos
na dor inflamatdria de origem pulpar. O uso de inibidores da glia tem demonstrado
diminuicdo de comportamentos nociceptivos, bem como, de mediadores quimicos proé-
inflamatdrios que participam da interacdao neuronio-glia em diferentes condi¢des de dor
orofacial. Tal interacdo, tem sido relacionada a quadros de dores persistentes e a
manutencado da sensibilizagcdo central (Chiang et al., 2011; Tsuboi et al., 2011).

A proposta inicial deste estudo foi avaliar os mecanismos centrais e periféricos
num modelo de dor inflamatdria crénica pulpar induzida pelo CFA. Nele, alteracdes
comportamentais, como a diminuicao da atividade locomotora do animal, trés dias apds a
inducao de dor pulpar inflamatdria com CFA, sugerem comportamento nociceptivo. A
tendéncia da diminuicdo do consumo de agua (dia 8) e comida (dia 1) visualizada no
presente estudo, apesar de ndo ser estatisticamente significativa, reforcou essa idéia.
Apesar disso, tais respostas comportamentais ndo foram acompanhadas da ativacdo de
astrécitos na amigdala, estrutura limbica importante na dimensdo afetiva da dor. Esse
achado trouxe curiosidades com relacdo a ativacdo da microglia nessa estrutura
anatémica. Estudos mostram que a microglia pode ter sua ativagao iniciada um dia apds o
dano do nervo sensorial trigeminal e que o maximo de tal ativacdo se da em trés dias,
sendo mantida por mais 14 dias (Piao et al., 2006). Assim sendo, a microglia poderia estar
sendo ativada previamente a ativacdo de astrocitos no modelo de dor estudado. Com

relacdo aos mecanismos periféricos encontrados, cabe ressaltar a ativacao das células
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satélites gliais no ganglio trigeminal, trés dias apds a aplicagdao de CFA. Esse fato, permitiu
guestionamentos em relacdo a forma com que tais células estariam atuando nos
neurdnios sensitivos do ganglio trigeminal. InUmeros fatores poderiam estar relacionados
a tal ativacdo. A participacdo dos canais i6bnicos aumentando ou diminuindo a propagacao
do estimulo nervoso, a participacdo de neuropeptideos e receptores purinérgicos e a
liberagdo de citocinas por parte das células satélites poderiam estar aumentando a
excitabilidade neuronal. Assim sendo, a realizagdo de testes moleculares seria uma
perspectiva interessante para o presente estudo contribuindo para o um melhor
esclarecimento dessa questao.

A segunda etapa, executada durante o doutorado sanduiche, teve o objetivo de
através de estudos eletrofisiolégicos, verificar as altera¢Ges sensoriomotoras dentre
outras alteragdes centrais, num modelo de dor pulpar aguda. Estudos pioneiros na
Universidade de Toronto, demonstraram, a partir da aplicacdo de 6leo de mostarda na
polpa, a ocorréncia da sensibilizagdao central no sistema trigeminal. Essa descoberta,
direcionou varios estudos buscando compreender os fenémenos de neuroplasticidade
envolvidos nessa ocorréncia.

Recentemente, na mesma Universidade, foi proposto um modelo de dor pulpar a
partir da aplicacdo de lipopolissacarideo (LPS) bacteriano em polpas de ratos. Esses
achados sugeriram que tanto o LPS, quanto 6leo de mostarda, teriam comportamentos
semelhantes nos registros eletromiograficos dos musculos mastigatdérios, apds aplicacdo
dos mesmos na polpa dentdria.

Partindo dessa premissa, foi sugerido que o uso desse modelo fosse entdo

continuado. A partir de entdo, varios testes foram realizados na intencdo de reproduzir
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esse mesmo padrdo de resposta sensoriomotora, apds a aplicagao de LPS, nos musculos
estudados.

O primeiro teste foi realizado com o LPS oriundo de P. aeruginosa (1 mg/ml), na
mesma concentracao e cepa testadas pelo grupo. Esse ensaio possuia algumas diferencas
com relacdo ao estudo ja feito, como a posi¢cdo do animal durante os registros de EMG,
bem como, a anestesia e a posicdo da mandibula durante o registro basal. Diante da
frustrada tentativa de reproduzir os dados anteriores, optou-se por alterar alguns
detalhes relativos ao experimento. Dentre as modificagbes realizadas, estdao o tipo da
anestesia, a posicao do animal e a concentragdo do LPS.

Levando em consideragdao que existem diferencas entre o LPS de diferentes
espécies bacterianas, optou-se pela utilizagdo de LPS de E.coli (10 mg/ml), um agonista
cldssico de TLR4. Mesmo assim, ndo foi possivel reproduzir o resultado anterior.

Foi entdo que se optou pela inducdo de dor pulpar através do modelo consagrado
de aplicacdo de 6leo de mostarda na polpa dentaria. A Figura Suplementar 1 representa
tracos representativos das atividades eletromiograficas nos musculos mastigatdrios apds
a aplicacdo de 6leo de mostarda ou LPS na polpa dentaria.

Os resultados demonstraram diferentes padrdes de atividade sensoriomotoras
entre o 6leo de mostarda e o LPS. O 6leo de mostarda produziu maior aumento das
atividades eletromiograficas dos musculos estudados, em comparacdo ao LPS. Essa
diferenca foi constatada estatisticamente (p<0.05 — ANOVA de duas vias seguido de
Bonferroni). Baseado nos registros de EMG realizados, o modelo de aplicacdo de LPS na
polpa, associado a avaliacdo da atividade eletromiografica muscular imediata, ndo parece
adequado. Por outro lado, a aplicacao de LPS na polpa dentaria, em outros paradigmas

experimentais, parece trazer respostas interessantes sobre a dor pulpar inflamatdria.
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Huang et al. (2015) descreveram a importancia dos receptores de opioides delta num
modelo de pulpite aguda em camundongos induzida pela aplicacdo pulpar de LPS. Esse
estudo descreveu um aumento da expressdao dos receptores delta opioides, no ganglio
trigeminal, 24 h apds a aplicacdo pulpar de endotoxina bacteriana, enquanto que na
polpa, a modulacdo deste receptor ocorreu em 6 horas. Talvez o tempo de avaliacdo
empregado para o registro da atividade eletromiografica, apds a aplicagdo pulpar de LPS,
possa explicar a auséncia de efeitos marcantes sobre os musculos mastigatérios
estudados. De fato, as respostas ao LPS dependem da ativacdo dos receptores TLR4, com
consequente estimulacdo de fatores de transcricao e da sintese de novas proteinas. Esse
processo requer um periodo de tempo maior, do que os 15 min empregados nos ensaios
de eletromiografia, podendo justificar, em parte, os efeitos modestos observados no
presente estudo.

Com base nos resultados apresentados, cabe discutir algumas perspectivas
futuras. Com relacdo ao modelo do CFA, seria relevante investigar a expressdo de
mediadores da inflamacdo, como citocinas, no ganglio trigeminal, em diferentes
intervalos de tempo. Ademais, caberia avaliar a possivel ativacdo de astrécitos em outras
estruturas relacionadas com os componentes emocionais da dor, em especial, no cértex
pré-frontal. Ndo é possivel descartar que outras alteracdes possam estar ocorrendo na
amigdala, apds a aplicacdo pulpar de CFA, como por exemplo, a producdo de citocinas e a
ativacdo da microglia. Outrossim, avaliacdo comportamentais adicionais seriam de grande
importancia, considerando a necessidade de modelos pré-clinicos para a avaliagdo de dor
pulpar em animais conscientes, sem a necessidade de métodos invasivos.

Estudos moleculares e farmacoldgicos adicionais sdo necessarios para melhor

compreensao do complexo fendbmeno da dor pulpar. O receptor TLR4 parece participar



de forma importante do processo algico pulpar. Dessa forma, o conhecimento de suas

vias de sinalizagdo, bem como, suas interagdes com outros receptores poderdo nortear

pesquisas futuras na busca de farmacos efetivos no controle da dor dentdria.



LPS application MO application

Figura suplementar 1: Examples of EMG traces following LPS (A) or MO (B) application
into the right maxillary first molar pulp. RAD: right anterior digastric; LAD: left anterior

digastric; RM: right masseter; LM: left masseter.
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