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RESUMO

Estudos epidemiologicos tém demonstrado que as mulheres apresentam uma
prevaléncia de disfungéo témporo-mandibular em relacdo aos homens na ordem de
2,5:1. Entretanto, ainda nao foi totalmente esclarecida a influéncia dos horménios
gonadais sobre as disfun¢des témporo-mandibulares nas mulheres. O objetivo desse
trabaiho foi verificar a influéncia do sexo, do ciclo estral e do horménio 17 R-estradiol
no desenvolvimento da dor e do processo inflamatério associados a articulagao
témporo-mandibular (ATM). Para isso, ratos Wistar (machos, fémeas em estro,
fémeas em proestro e fémeas castradas com e sem reposigdo hormonal foram
submetidos aos seguintes testes nociceptivos e inflamatérios na ATM: 1) teste da
formalina na ATM; 2) teste da incapacitagdo mastigatoria induzida pela carragenina e
3) teste do extravasamento plasmatico neurogénico do tecido periarticular da ATM
induzido pelo 6leo de mostarda. Para andlise estatistica dos resultados, utilizou-se
0s seguintes testes: i, { pareado, ANOVA e Newman-Keuls; o limite de significancia
foi estabelecido em 5% (p < 0,05). Os resultados obtidos nos trés experimentos
foram respectivamente: 1) as fémeas em estro e as castradas apresentaram maior
sensibilidade ao teste da formalina na ATM do que as fémeas em proestro. Por sua
vez, as fémeas castradas com reposicdo de estrégeno demonstraram menor
sensibilidade a esse teste em comparacgdo as fémeas castradas sem reposicéo
hormonal. 2) As fémeas em estro, em proestro e castradas apresentaram redugéo na
ingestdo alimentar de 84; 83,3 e 49,42%, respectivamente, em comparacdo &
reducdo de apenas 48,30% nos machos. 3) Quanto ao extravasamento plasmatico
induzido pelo éleo de mostarda, nao houve diferenca significativa entre machos,
femeas em estro e em proestro. Os resultados obtidos permitem concluir que, em
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ratos: 1) A sensibilidade ao teste da formalina da ATM é alterada pelas oscilagtes
hormonais do ciclo estral e pela reposicao de 17 R-estradiol em fémeas castradas; 2)
a maior sensibilidade a alodinia da ATM (teste da carragenina) nas fémeas &
dependente da produgdo dos horménios ovarianos e 3) o extravasamento plasmatico

neurogénico da ATM independe do sexo e do ciclo estral.



ABSTRACT

Epidemiologycal studies have demonstrated that the prevalence of
temporomandibular disfunction (TMD) for women and men is in a ratio of 2.5 to 1.
However the influence of gonadal hormones over TMD in women is not completely
understood yet. The aim of this study was to verify the influence of sex, estrous
cycle and 17 [B-estradiol hormone over pain and inflammatory process of the
temporomandibular joint (TMJ). Wistar rats (males, females at estrus, females at
proestrus and castrated females with and without estrogen replacement) were
submitted to nociceptive and inflammatory tests: 1) TMJ formalin test, 2)
masticatory incapacity induced by carrageenan and 3) neurogenic plasma
extravasation of periarticular TMJ tissue induced by mustard oil test. Statistical
analysis was performed using the following tests: t , paired t, ANOVA and
Newman-Keuls; the limit of significance was set at 5% (p < 0.05). The obtained
results from the three experimental tests were respectively: 1) females at estrus
and castrated were more sensible to the TMJ formalin test than females at
proestrus. Castrated females with estrogen replacement were less sensible than
castrated females without estrogen replacement. 2) females at estrus and
proestrus and castrated showed a reduction in food intake of respectively 84,0,
83,3 and 49,4%. For males, this reduction was of 48,3%. 3} In the plasmatic
extravasation induced by mustard oil, there was no difference among males,
females at estrus and proestrus. it can be concluded that, in rats: 1) the sensibility
to the TMJ formalin test is affected by hormonal fluctuations of estrous cycle and
by 17 R-estradiol replacement in the castrated females; 2) the higher sensibility to
allodynia of the tmj (carrageenan test) of females than of males is due fo
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production of ovarian hormones and 3) neurogenic plasma extravasation of TMJ

does not depend on the gender and estrous cycle.



INTRODUGAO

Varias desordens dolorosas acometem mais o sexo feminino do que o masculino.
Artrite reumatobide, fibromialgia, enxaqueca, dor de cabecga do:tipo tensional,
sindrome do tunel do carpo, neuralgia occipital e as desordens témporo-
mandibulares (DTMs) s&o alguns exemplos (BERKLEY, 1997). De forma
semelhante, o0 sexo feminino exibe maior sensibilidade a dor induzida

experimentalmente, em comparag¢ao ac masculino (DAO & LERESCHE, 2000).

Em relacéo as DTMs, estudos epidemioldgicos demonstram que a dor associada
a essas disfuncdes € de 2 - 2,5 vezes mais comum no sexo feminino do que no
masculino (LERESHE et al., 1997). Curiosamente, mulheres em idade reprodutiva
apresentam maior prevaléncia de disfuncdo témporo-mandibular (DTM) em
comparagdo aquelas que se encontram na fase pré-puberal ou na menopausa

(LOCKER & SLADE, 1988).

Essas informacgbes sé&o fortes indicios de que os horménios gonadais femininos

S&0 os responsaveis pela maior prevaléncia de DTMs entre as mutheres.

Dentre os horménios sexuais femininos, atencdo maior tem sido dada ao
estrégeno ja que, mulheres menopausadas que fazem terapia de reposicao
estrogénica possuem maiores chances de desenvolver algum tipo de DTM do que
mulheres menopausadas que nao repdem esse horménio (LERESHE ef al., 1997).
Da mesma forma, mulheres que fazem uso de contraceptivos orais (CO) a base de

estrégeno sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de DTMs em comparacao as



mulheres nao usuarias (LERESCHE et al., 1997) e, além disso, ja foi demonstrado
que o padrao da dor entre mulheres com DTMs, usuérias e ndo-usuarias de CO,
difere entre si, sendo que a intensidade da dor ao longo do ciclo menstrual, € mais
constante no primeiro grupo em comparag¢do ao segundo, que apresenta oscilacbes

(DAO et al., 1998).

E extenso o nimero de trabalhos que procuram explicar as diferencas sexuais no
processamento da dor e da inflamagéo, em diversas reg'n’?es do corpo, através da
utilizacao de testes nociceptivos e inflamatérios tanto em humanos como em outras
espécies (FILLINGIM & NESS, 2000). Entretanto, na regido da ATM, pouco se sabe
a respeito dos mecanismos neurobioldgicos envolvidos no processamento da
sensacgao dolorosa e da modulagéo da inflamacéo entre os géneros masculino e

feminino.

Uma caracteristica interessante das DTMs € que diversas substancias quimicas
relacionadas com a dor e inflamacéao ja foram identificadas no fluido sinovial de
pacientes sofredores dessas importantes entidades clinicas. Como exemplo pode-se
citar as prostaglandinas E2 e os leucotrienos B4 (QUINN & BAZAN, 1990), a
substancia P (ARSATI & VEIGA, 2004; APPELGREN et al, 1998), o peptideo
relacionado com o gene da caicitonina (APPELGREN et al., 1995), a bradicinina
(SUZUKI et al., 2003), interleucinas (TAKAHASHI et al. 1998; KUBOTA et al. 1997) e
o fator de necrose tumoral (SHAFER ef al, 1994; TAKAHASHI ef al, 1998). A
existéncia de diferentes mediadores quimicos da dor passiveis de estarem
envolvidos na patofisiologia das DTMs poderia ser um dos fatores para a explicagdo

do porqué pacientes disfuncionados relatarem diferentes tipos e intensidades de dor.



Nesse sentido, para melhor elucidar as diferengas sexuais na dor e inflamacgao da
ATM, seria interessante utilizar-se de testes nociceptivos e inflamatérios que, por
meio de agentes irritantes diferentes, induziriam também a liberagdo de mediadores

quimicos diferentes na ATM.



1. REVISAO DA LITERATURA

Nesta Revisao da literatura, serdo abordados os seguintes temas:
2.1. Diferencas sexuais na dor

2.2. Modelos experimentais de dor e inflamagao orofacial

2.1.Diferengas sexuais na dor
Existem diferencas sexuais em relacio a percepc¢ao da dor?

A literatura cientifica nao tem dlvidas que sim, entretanto, muitas controvérsias
tém sido geradas para a explicacdo dos fatores envolvidos nessas diferencas

(BERKLEY, 1997).

As mulheres sao acometidas por um numero maior de doengas dolorosas e
reportam dores mais severas, mais frequentes e de maior duragéo que os homens
(DAO & LERESCHE, 2000). Ardéncia lingual, cefaléia cervicogénica, cefaléia do tipo
tensional crdnica, neuralgia occipital, neuralgia do trigémeo, disfungdes témporo-
mandibulares, sindrome do tunel do carpo, fibromialgia, artrite reumatdide,
insuficiéncia venosa crénica, doenga de Raynaud, esofagite e sindrome do célon

irritavel sdo exemplos de doengas dolorosas mais predisponentes no género

feminino (BERKLEY, 1997).

Outro dado interessante € que, a prevaléncia pelo sexo de algumas desordens
dolorosas depende da idade. Por exemplo, a gota é mais prevalente no sexo

feminino apds os sessenta anos de idade embora seja mais comum em homens



antes desse periodo e, mulheres apés os quarenta e cinco anos sdo mais
acometidas pela osteoartrite do que homens na mesma idade (sendo inversa a

situacado antes desse tempo) (BERKLEY, 1997).

Devido ao fato de que a literatura cientifica a respeito da prevaléncia dessas
desordens ser, na maioria das vezes, descritiva e 0s achados sdc na maioria das
vezes encontradas em estudos delineados ndo originalmente para abordar os
aspectos relacionados ao género, muitos estudos utilizando-se de modelos
experimentais de dor, em humanos e outras espécies, tém sido realizados para

melhor elucidar as diferencas sexuais na dor.

A utilizagdo de modelos experimentais de dor oferece como vantagens ¢ controle
de variaveis que confundem a interpretacao de alguns estudos clinicos e também
possibilitam a realizagdo de tecnicas invasivas, para a investigagdo do fendémeno

doloroso, inviaveis de serem realizadas no homem (FILLINGIM & NESS, 2000).

De um modo geral, os trabalhos na literatura que estudaram as diferencas sexuais
na dor induzida experimentalmente em humanos, apontam para uma maior
sensibilidade nas mulheres em relagdo aos homens a esse tipo de dor (FILLINGIM
& MAIXNER, 1995). Em um importante artigo de revisdo, BERKLEY (1997), conclui
que as mulheres apresentam menores limiares para a dor, interpretam estimulos

iguais como mais intensos e suportam menos a dor do que os homens.

Estudos conduzidos em animais de outras espécies, principalmente roedores,
também demonstram uma maior sensibilidade dolorosa em fémeas do que em

machos (ALOISE et al., 1994; BRADSHAW et al., 2000).



Além das diferencas sexuais na percepcgio e no processamento da dor, variagbes

também séo encontradas na analgesia a agentes opidides endogenos e exdégenos.

Varios autores tém demonstrado que o sistema de analgesia no sexo feminino é
mais sensivel que o masculino quando sdo ufilizados analgésicos x-opidides
(GORDON et al., 1995, GEAR et al, 1996; BINDER et al, 2000). J& o sexo
masculino parece ser mais sensivel aos efeitos antinociceptivos da mortfina
(GORDON et al., 1995; CICERO ef al., 1996 e 1997). Acredita-se que os horménios
sexuais femininos sejam o0s responsaveis por ativar sistema x-opidide (DAWSON-
BASOA & GINTZLER, 1996; CHANG ef al., 2000), além de alterar a sensibilidade a

morfina (ALl et al., 1995). .

Entretanto, apesar do consenso da existéncia de diferengas na percepcdo do
fendmeno doloroso, muitas hipdteses e contradicdes tém surgido na tentativa de

identificar os mecanismos biologicos que podem estar envolvidos nessas diferencas.

“Alguns autores tém sugerido que as diferencas anatdmicas do aparelho
reprodutor masculino e feminino contribuam com essas diferencas. Uma hipotese
proposta por BERKLEY (1997), € que a vagina e o canal vaginal sdo vias de acesso
para agentes patogénicos que, a partir de fibras do tipo C que inervam essas regides
anatdbmicas, atingem os neurénios de segunda ordem em diversos segmentos da
medula espinhal e tronco encefalico. Nesses neurdnios, os agentes patogénicos
poderiam induzir alteragbes na excitabilidade da membrana celular (sensibilizagéo
central) como a diminuicdo do limiar para a estimulacdo resultando tanto em

hiperalgesia como dor espontanea. Uma vez sensibilizados, esses neurbnios através
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de mecanismos eferentes, induziriam a sensibilizagdo de nociceptores periféricos em

diversas regides do corpo.

Segundo BERKLEY (1997), a fisiopatologia descrita acima, tenta explicar porque
patologias que afetam a o canal vaginal podem resultar em fibromialgia, varias

formas de cefaléia e dores faciais.

Outro fator que pode contribuir para as diferencas sexuais na dor, € a flutuagéo
hormonal experimentada pelas mulheres durante o ciclo menstrual. Essa idéia é
reforcada pelo fato de que em 60% das mulheres acometidas por enxaqueca, a dor
piora no periodo pré-menstrual e em 14% dos casos, a cefaléia se manifesta
somente durante o periodo menstrual (MARCUS, 1995). Qutra evidéncia & que, em
mulheres sofredoras de dor miofacial, o quadro se agrava nos periodos menstrual e

pré-menstrual (DAO ef al., 1997).

O papel dos hormdnios sexuais femininos na fisiopatologia da dor tem sido
relatado pelo fato de que a terapia de reposicdo estrogénica em mulheres
menopausadas pode piorar a enxaqueca (KUDROW, 1975) e aumentar as chances
do desenvolvimento de DTM (LERESCHE et al., 1997). Além disso, um trabalho que
investigou o padrao de dor miofacial nos musculos da mastigacao durante trés ciclos
menstruais consecutivos entre mulheres que utilizavam ou ndo contraceptivos orais,
conclui que a dor, entre as usudrias desses medicamentos, foi mais constante e com
baixa variac&o. Por outro lado, as mulheres que nao tomavam contraceptivos orais
apresentavam oscilacbes na intensidade da dor ao longo do ciclo menstruai

(periodos alternados com dor e sem dor) (DAO ef al., 1998).
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Para melhor compreens@o das possiveis influéncias dos horménios gonadais
sobre a modulagao e o processamento da dor, varios modelos experimentais para o
estudo da dor tém sido conduzidos em mulheres nas diferentes fases do ciclo

menstrual.

Alguns autores tém encontrado maior sensibilidade a dor na fase ovulatéria
(FILLINGIM et al., 1997, GIAMBERARDINO et al, 1997), outros na fase litea
(HAPIDOU & De CATANZARO, 1988; FILLINGIM et al, 1997), enquanto outros
durante a fase folicular (GIAMBERARDINO et al., 1997; HAPIDOU & ROLLMAN,
1998). Ha, também, trabalhos que nao encontraram diferengas na percepcao da dor
considerando-se as fases do ciclo menstrual (VEITH ef al., 1984; KUCZMIERCZYK &
ADAMS, 1986), como ha aqueles qué, sem considerar a fase do ciclo menstrual,
observaram maior sensibilidade a dor nas mulheres (ROBINSON ef al, 1998;

FILLINGIM ef al., 1998 e 1999).

Em animais, a utilizagdo das fases do ciclo esiral das ratas como meio de
investigacao das diferengas sexuais na dor também tém gerado dados conflitantes.
O ciclo ovariano de roedores é denominado de ciclo estral e é constituido por quatro
fases: (1) metaestro, periodo no qual a progesterona esta elevada e o estrogenc e
LH estao baixos; (2) diestro, caracterizado pelo aumento de estrégeno e queda da
progesterona; (3) proestro,onde o estrégeno, a progesterona, o LH e o FSH atingem
os niveis maximos; e (4) estro, periodo no qual as fémeas estdo sexualmente
receptivas e o estrogeno, a progesterona, o LH e o FSH atingem os menores niveis

(FILLINGIM & NESS, 2000).
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O aumento da sensibilidade a dor tem sido encontrado durante as diferentes fases
do ciclo estral: proestro (DRURY & GOLD, 1978; FRYE et al., 1992; KAYSER ef al,,
1996: VINCLER et al., 2001), estro (MARTINEZ-GOMEZ et al., 1994; KAYSER et al.,
1996), metaestro (LEER ef al., 1988; MARTINEZ-GOMEZ et al., 1994; BRADSHAW

et al., 1999) e diestro (LEER et al., 1988; BRADSHAW et al., 1999).

Para desvendar o possivel papel dos horménios gonadais na dor, tém sido
realizados varios experimentos utilizando-se da classica técnica de castracdo em

animais e conseqiente reposicao hormonal de um ou mais horménios sexuais.

Tem-se demonstrado que a reposicao hormonal, em animais gonadectomizados,
causa alteragdes no limiar de dor, podendo aumenta-lo (BEATTY & FESSLER, 1976;
DRURY & GOLD, 1978; MARTINEZ-GOMEZ et al., 1994), diminui-lo (FRYE et al.,
1992; DEXHEIMER & TERENZI, 2001) ou manté-lo inalterado (MARTINEZ-GOMEZ
et al., 1994 ; DEXHEIMER & TERENZI, 2001). Entretanto, essas alteracbes sio
dependentes da dose, do tempo de tratamento e do tipo de horménio utilizado

(RATKA & SIMPKINS, 1991).

Segundo FILLINGIM & NESS (2000), a variedade dos resultados encontrados na
literatura ndo €& surpreendente, ja que  diferentes metodologias tém sido
empregadas: tfipo de estimulo nocive (térmico, quimico, elétrico, pressoérico),
profundidade do tecido estimulado (superficial ou profundo), duragado do estimulo
(fasico ou ténico), comportamento nociceptivo observado (lamber a pata, rea¢édo de
fuga, vocalizacao, contor¢éo) e horario dos experimentos (ciclo claro-escuro}.

Fatores como o ambiente de experimentagdo, sexo do pesquisador, presenca de
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outras pessoas, conjunto de instrucdes dadas aos voluntarics e o seu grau de

ansiedade, também podem alterar os resultados (LERESCHE, 1995).

Apesar das possiveis varidveis envolvidas, os modelos experimentais de dor e
inflamagédo s&o fundamentais para a compreensdo dos mecanismos relacionados
com a nocicepg¢do e o processo inflamatério, assim como a modulagdo desses

fendmenos por substancias endogenas e exégenas.

2.2.Modelos experimentais de dor e inflamagdo orofacial

2.2.1. Teste do extravasamento plasmatico neurogénico no tecido

periarticular da ATM induzido pelo 6leo de mostarda

Tem sido demonstrado que a inflamacg&o neurogénica desempenha um importante
papel no desenvolvimento das disfungdes témporo-mandibulares (DTMs) (MILAN &
SCHMITZ, 1995). Essa inflamacgéo é caracterizada pelo aumento da permeabilidade
vascular e pelo extravasamento plasmatico induzidos por neuropeptideos liberados

de fibras nervosas nociceptivas.

Atualmente, a teoria mais aceita para a explicagdo da inflamacgéo neurogénica é a
sequinte: uma vez estimuladas por um agente etioloégico, as fibras nervosas
nociceptivas deflagram potenciais de acao (despolarizacdo) os quais se dirigem
através dos axonios até o sistema nervoso central (medula espinhal ou ponte). No

sistema nervoso central, ocorre um reflexo que culmina em novas despolarizagbes
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axonais s¢ que agora, em direcdo as terminacdes livres das fibras nervosas
nociceptivas inicialmente estimuladas. Ao chegarem nas terminagdes livres, essas
despolarizacdes causam a liberagado de neuropeptideos vasoativos (SLUKA et al,,

1995).

Os neuropeptideos vasoativos mais importantes relacionados com a inflamacao
neurogénica sdo a substancia P (SP), o peptideo relacionado com o gene da
calcitonina (PRGC), neurocinina A e a neurocinina B (INOUE ef al, 1997). Dos
neuropeptideos envolvidos com a inflamacgéo neurogénica, a SP (ALSTERGREN et
al., 1995; APPELGREN ef al, 1995, YOSHIDA et al, 1999) e o PRGC
(ALSTERGREN et al., 1995, APPELGREN et al., 1995} ja foram identificados no
fluido sinovial de pacientes com DTMs, e a injecdo de SP na ATM aumenta os niveis
de outros mediadores inflamatérios como o neuropeptideo y (contido em fibras

nervosas simpaticas), neurocinina A e PRGC (CARLESON et al.,1996).

Uma vez que existe uma grande relagdo entre inflamacdo neurogénica e
disfuncao témporo-mandibular, o desenvolvimento de modelos experimentais para o
esclarecimento dos mecanismos inflamatérios neurogenicos da ATM € de grande

valia.

O dleo de mostarda (OM) é um agente inflamatério que estimula seletivamente as
fibras nervosas nociceptivas do tipo C e parece que induz inflamagao
predominantemente por mecanismos neurogénicos. Estudos em tecidos superficiais
demonstraram que o OM nado induz inflamacio diretamente por meio da liberacdo
dos metabélitos do &cido aracdbnico, as prostaglandinas e os leucotrienos (INOUE

et al., 1997).
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Na regido orofacial, HAAS ef al. (1992), demonstraram que a administracdo de
OM na ATM de rates promove um aumento gradual no extravasamento plasmatico
que alcanca o pico maximo 30 minutos apds a administragdo do mesmo, e induz um
aumento significativo na infiltracdo de neutrdfilos polimorfonucleares. Além do
extravasamenic plasmatico na regido da ATM, o OM induz um aumento
concomitante da atividade eletromiografica dos musculos elevadores e depressores
da mandibula. Acredita-se que essa resposta seja uma tentativa do organismo para
imobilizar e proteger a mandibula contra a injaria ou inflamacgéo na regiao témporo-

mandibular (YU et al., 1994).

ARSATI & VEIGA (2004), demonstraram o envolvimento de um mecanismo
neurogénico para o desenvolvimento da inflamacéo induzida pelo OM na ATM, ja
que pre-tratamento de ratos com o antagonista de receptor para a SP, Win 51,708,
reduziu de forma significativa o extravasamento plasmatico no tecido periarticular da
ATM induzido por esse agente irritante. Entretanto, esses autores descartaram a
possibilidade das prostaglandinas estarem envolvidas com o desenvolvimento desse
extravasamento plasmatico, uma vez que o pré-fratamento dos animais com o0s
antiinflamatérios dexamatasona, indometacina e meloxicam néo foi capaz de

diminui-lo.

2.2.2. O teste da formalina na ATM

O teste da formalina na ATM proposto por ROVERONI ef al (2001) € uma
adaptacdo do tradicional teste da formalina (DUBUISSON & DENNIS, 1977;

WHEELER-ACETO et al., 1990) que consiste na aplica¢do de formalina no dorso da
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pata traseira de ratos. Apds a administra¢do de formalina observa-se no animal uma
fase inicial (primeira fase) de dor intensa, porém de curta duragéo (dez minutos)
seguida de uma segunda fase, caracterizada por dor moderada e persistente por

sessenta minutos (CODERRE et al., 1990).

A dor proveniente da primeira fase do teste da formalina esta relacionada a
excitagdo quimica direta sobre as terminagbes nociceptivas (DUBUISSON &
DENNIS, 1977) enguanto que a segunda fase é resultante do desenvolvimento da
inflamacgao e da sensibilizagao de neurdnios de segunda ordem da medula espinhal
(HUNSKAR & HOLE, 1987). A intensidade da dor experimentada pelo animal é
quantificada pelos comportamentos de lamber e levantar rapidamente a pata que

recebeu a inje¢do de formalina (DUBUISSON & DENNIS, 1977).

Ja no teste da formalina da ATM, a dor é quantificada pelos comportamentos de
levantar rapidamente a cabeca e cogar a regiao orofacial. Qutra diferenca € que, no
teste da formalina da ATM, somente & possivel registrar os comportamentos
nociceptivos referentes a segunda fase pois a técnica de administracdo da formalina
na ATM (por ser uma regido composta por tecidos profundos de dificil acesso) exige
a breve anestesia do animal com halotano. Apesar de nao ser possivel o registro da
primeira fase do teste da formalina na ATM, sabe-se que & a segunda fase que

melhor assemelha-se com a dor clinica (ROVERONI ef af., 2001).

Em relacdo aos comportamentos de levantar rapidamente a cabeca e cogar a
regido orofacial apds a administragao de formalina na ATM de ratos, comprovou-se
gue 0s mesmos sao relacionados a dor (comportamentos nociceptivos) ja que foram

abolidos em animais pré-tratados sistemicamente com morfina (4mg/Kg) ou
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localmente com lidocaina (2%). Além disso, o comportamento de cocar apés a
administracdo de formalina na ATM difere do ato de cocar fisioldégico do animal,
essencial para a termorregulacio e para a distribuicdo de feroménios para a
sinalizagdo social (ROVERONI et al.,2001). O ato fisioldgico de cogar a pelagem
ocorre em longos episddios de maneira altamente organizada, simétrica e no sentido
rostro-caudal. Ja o comportamento de cocgar a regido orofacial resultante da injecdo
de formalina ocorre predominantemente na regidc orofacial, muitas vezes
direcionado para a regido da ATM inflamada e realizado de maneira assimétrica com
a pata dianteira ipsilateral e, eventualmente, com a pata traseira (ROVERONI ef al,,

2001).

O teste da formalina na ATM & um modelo de dor orofacial caracterizado por
induzir dor continua no animal experimental e pode ser extremamente (til para o
estudo das diferencas entre os géneros masculino e feminino na nocicepgao

relacionada com a ATM.

2.2.3. Teste da incapacitagcdo mastigatoria induzida pela carragenina

Embora o modelo da formalina na ATM seja de grande importancia para o estudo
das condi¢cbes dolorosas dessa regido, a sua confiabilidade depende de um
cuidadoso treinamento do pesquisador. Além disso, a dor induzida pela formalina é
do tipo continua e, em se tratando das condigbes dolorosas da ATM, sabe-se que as
mesmas podem expressar-se de forma intermitente e secundaria a um estimulo nao

doloroso (NORDAHL et a/.,2000).
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Esse tipo de dor € denominado alodinia e ocorre em tecidos inflamados onde os
nociceptores tém seu limiar para a estimulacdo diminuido devido a interacdo com
mediadores quimicos liberados durante o processo inflamatério (DRAY, 1995). Uma
vez sensibilizados (diminuicdo do limiar-para a estimulacdo), esses nociceptores
passam a responder a estimulos nao-nociceptivos. Na regiao da ATM, a alodinia
pode manifestar-se durante o ato mastigatério devido a pressao exercida nessa

articulacdo (NORDAHL et al.,2000).

Um agente irritante capaz de induzir a alodinia e muito utilizada para o estudo da
dor relacionada com a inflamacdo € a carragenina (FERREIRA et al, 1978;
COSTELLO & HARGREAVES, 1989; KOCHER et al., 1987; ALMANSA et al., 2003:

RIENDEAU et al., 2001; CAMPBELL et al., 2000).

Em relagio ao seu mecanismo de acao, POOLE et al. (1999) demonstraram que a
carragenina induz seus efeitos inflamatérios nos tecidos por induzir a liberacéo de
bradicinina, do fator de necrose tumoral aifa, de interleucinas (IL-10, iL-4, IL-6, iL-1),
de prostaglandinas e de aminas simpatomiméticas. Uma vez liberadas nos tecidos,
as prostaglandinas interagem com os nociceptores diminuindo o limiar para a

estimulacao.

Tem sido proposto que as prostaglandinas sensibilizam os nociceptores por
induzirem a formac&o de novos canais de sédio na membrana citoplasmatica. Esses
canais, denominados PN3, permitiiam o influxo de ions soédio no citopiasma
neuronal, reduzindo dessa maneira, o limiar para a estimulagdo do nociceptor

(AKIBA et al., 2003).
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O fato de que as doses de antiinflamatdrios necessarias para inibir o edema de
pata induzido pela carragenina, em ratos, possuem correlacdo com as doses
clinicamente Uteis no homem, demonstram a semelhancga da inflamagao induzida por
esse agente com as doencas inflamatérias associadas -ao ser humano

(OTTHERNESS & MOORE, 1988).

Devido as caracteristicas desse agente irritante, foi desenvolvido em nosso
laboratério (PAULA et al, 2000), um modelo experimental de alodinia na ATM
através da aplicacao de carragenina. Nesse modelo, a intensidade da dor articular &
medida indiretamente pela quantidade de racao ingerida. Esse teste comportamentai
tem por objetivo mimetizar o comprometimento da fungdo da ATM inflamada em
pacientes portadores de DTM que podem apresentar dor durante o ato rhastigatério.
Além do mais, esse teste mostrou-se sensivel a indometacina, demonstrando o
envolvimento das prostaglandinas nesse tipo de inflamagdo, um mediador
inflamatério encontrado no fluido sinovial de pacientes portadores de DTM (QUINN &

BAZAN, 1990).

Dessa maneira, esse teste pode ser de grande relevancia para o estudo dos

mecanismos envolvidos na patofisiologia da alodinia da ATM.
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2. PROPOSICAO

Diante do exposto, para melhor compreender as hipotéticas diferencas sexuais

envolvidas na dor e inflamacao da ATM, os objetivos do presente trabalho foram:

1°) Verificar se as oscilagdes dos hormoénios ovarianos decorrentes do ciclo estral

s80 capazes de alterar a sensibilidade de ratas ao teste da formalina.

2°) Averiguar se existe diferenca na sensibilidade a alodinia da ATM (induzida pela
carragenina) entre ratos machos e fémeas e ainda verificar se a producdo dos

horménios ovarianos pode ter influéncia sobre esse tipo de dor na ATM de ratas.

3% Investigar se o extravasamento plasmatico neurogénico (induzido pelo 6leo de

mostarda) da ATM de ratos pode ser influenciado pelos fatores sexo e ciclo estral.

4°) Verificar a influéncia do estrogeno sobre a dor € a inflamagdo (somente nos

testes que forem influenciados pelo fator ciclo estral} da ATM de ratas.
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3. MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos Wistar, de ambos os sexos, entre dois e cinco meses de
idade, pesando em meédia entre 240 e 260g, provenientes do Biotério da FOP-
UNICAMP. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas (05/gaiola) contendo
maravalha, em ambiente com controle de luz (ciclo de claro/escuro de 12h) com
alimentacao e agua, ad libitum até o inicio dos experimentos. Os experimentos foram
realizados durante a fase clara entre 9h:00 e 17h:00 em sala silenciosa, com
temperatura ambiente mantida na faixa de 23 a 25°C. A experimentacdo animal
seguiu as diretrizes propostas pelo Comité de Etica da Associacdo Internacional para

Estudo da Dor em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983).

a) Teste da formalina na ATM

JORGE (2002) demonstrou que fémeas em estro sdo mais sensiveis ao teste da
formalina na ATM do que machos e fémeas em proestro. Dessa maneira, o presente
trabalho iniciou os testes da formalina na ATM comparando fémeas em estro (baixos

niveis hormonais), proestro (altos niveis hormonais) e castradas.

Para determinacéo da fase do ciclo estral, foi utilizada a técnica de colheita do
lavado vaginal (Figura 1) (MARCONDES, 2002). Assim, a secregdo vaginal foi
colhida com o auxilioc de uma pipeta com ponteira plastica contendo 10 ul de soro
fisiologico. Utilizando-se de um microscopio de {uz (aumento de 10 vezes) o material

colhido foi observado a fresco e, a partir da proporgao entre células queratinizadas,
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epiteliais e leucocitos, foram classificadas as fases do ciclo estral. Caracterizou-se
como proestro a fase com predominio de células epiteliais, enquanto que a fase

estro foi identificada pela presengca em maior proporcao de células queratinizadas

(MARCONDES et al., 2002).

Durante o teste comportamental os animais ndo tiveram acesso a agua ou a
comida. Para a analise comportamental foi utilizada uma cadmara de observagio (30
cm x 30cm x 30 cm) (Figura 2) com base e laterais espelhadas e frente de vidro.
Primeiramente, cada animal era mantido nessa caémara por 30 minutos para
familiarizar-se ao ambiente. Apds esse periodo de adaptacdo o animal era retirado
da caixa e anestesiado com halotano para que se procedesse a injecdo na ATM.

Grupos de fémeas erﬁ estro, fémeas em proestro e fémeas castradas receberam
50uL de NaCl a 0,8% (n = 6 para as fémeas castradas; n = 10 para as fémeas em
estro e n = 10 para as fémeas em proestro) ou 50 uL de formalina a 1,5% (n = 9 para
as fémeas castradas; n = 10 para as fémeas em estro e n = 10 para as fémeas em
proestro) na ATM. Realizada a inje¢cdo de de NaCl a 0,9% ou de formalina a 1,5%,
(150 pL de Formaldeido a 37% -SIGMA® - gsp 10 mL de salina), o animal era
recolocado na camara de observacgdo e as respostas comportamentais nociceptivas
caracterizadas pelos atos de cocar a regido orofacial (segundos) e levantar
rapidamente a cabega (nimero de vezes) foram quantificadas por 45 minutos (15
blocos de 3 minutos) com o auxilio de um cronémetro e um contador de eventos,

respectivamente (Figura 2) (ROVERONI et al., 2001).
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FIGURA 1: Técnica do lavado wvaginal. A = colheita do fluido vaginal, B =

observacio no microscépio.

FIGURA 2: A = camara de observacao; B = contador de eventos e crondmetro.
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Os animais gque sao submetidos a administragao de formalina na regido da ATM
apresentam o comportamento de cocar a regido orofacial e levantar rapidamente a
cabeca de forma alternada, ou seja, ora cogam a regido orofacial, ora levantam a
cabeca. Este fato indica que existe uma forte correlagdo entre esses
comportamentos. Assim considerando que cada levantar de cabega segue um
padrao uniforme de aproximadamente 1 segundo de duragdo, esses
comportamentos foram somados e avaliados conjuntamente (ROVERONI et al,

2001).

Em uma segunda etapa, fémeas castradas com reposi¢cdo hormonal de 17p -
estradiol (Sigma® - EQ756 - bmg) (em oleo mineral; s.c.; 50 ug/kg/dia; as 9 horas; n =
10) e fémeas castradas com aplicacdo subcutanea de 6leo mineral (grupo controle)
(0,15 - 0,2 mlL/rata/dia; as 9 horas; n = 10), foram submetidas ao teste da formalina.
A castracdo foi realizada aos dois meses de idade e tanto a reposicdo hormonal
como a aplicagéo de 6leo mineral, iniciaram-se apds 21 dias do ato cirdrgico e teve a
duracdo de uma semana. No setimo dia de tratamento (estrégeno ou déleo mineral),

as ratas foram submetidas ao teste da Formalina (GORDON & SOLIMAN, 1994).
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b) Teste da incapacitagdo mastigatéria induzida pela administragido de

carragenina na ATM

Ratos machos, fémeas em diestro (para que apds o jejum estivessem em
Proestro), fémeas em proestro (para que apods o jejum estivessem em estro) e
fémeas castradas foram inicialmente mantidos em jejum de 18h em gaiolas metalicas
individuais (Figura 3). Ap6s esse periodo foi averiguada a fase do ciclo estral das
fémeas e, constatado que as mesmas encontravam-se em estro ou proestro, cada
animal foi removido da gaiola e rapidamente anestesiado por inalacdo de halotano, o
que permitiu a inje¢éo na ATM direita de 50pL de salina (n = 10 para machos; n = 10
para fémeas em proestro, n =10 para fémeas em estro e n = 10 para as fémeas
castradas) (grupos controles) ou 50pL de carragenina a 100pg/50ul. (PAULA et al.,
2000) (SIGMA® - C1013 - 25g) (n = 10 para machos; n = 10 para fémeas em
proestro, n = 10 para fémeas em estro e n = 10 para as fémeas castradas).

Duas horas apds a injecao na ATM, foi oferecido aos animais 50 gramas de ragdo
(graos de ragéo solida na forma cilindrica pesando aproximadamente 10g cada um)
por um periodo de uma hora. Apds esse tempo, a racao foi retirada e pesada para a
quantificagdo da ingest&o alimentar nesse intervalo de tempo. A seguir, os animais

foram anestesiados e sacrificados por deslocamento cervical.
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¢) Inflamacao neurogénica do tecido periarticular da ATM induzido pela

administragao de 6leo de mostarda

Ratos machos (n = 6) e:fémeas em proestro (n = 7) e estro (n = 6) foram
anestesiadas por meio da administracac intraperitoneal de uma mistura de uretano e
a-cloralose (HU, 1990; 100 mg/kg i.p e 50 mg/kg i.p, respectivamente) o que permitiu
a entubacdo da traquéia (para melhorar a ventilagdo pulmonar do animal submetido
a esse tipo de anestesia) e a canulagao da veia femural esquerda (para posterior
administragao do corante azul de Evans).

A seguir, em cada animal, o agente inflamatério e estimulante de fibra C, dleo de
mostarda (alil isoticionato, BDH, Poole, em dleo mineral, 20 L), na concentracdo de
0,25% (ARSATI! & VEIGA, 2004), foi administrado na ATM direita e, imediatamente
ap6s isso, 20pl. de dleo mineral foi administrado na ATM esquerda (controle) do
mesmo animal. Para quantificar a inflamagéo, os animais receberam 6 mg/kg do
corante Azul de Evans a 0,1% (FIORENTINO et al., 1999), endovenosamente
através da veia femural esquerda, vinte minutos antes de serem sacrificados. Esse
corante tem a propriedade de se ligar as proteinas plasmaticas e, por conseguinte,
os tecidos periarticulares previamente inflamados com o 6leo de mostarda tornam -
se corados, o que permite quantificar o extravasamento plasmatico através de
técnicas de espectrofotometria.

Os animais foram sacrificados trinta minutos apés a administracao do éleo mineral
através da perfusdo dos mesmos com 80 mi de NaCl a 0,9%. Apds esse

procedimento, em cada animal, o tecido periarticular tanto da ATM direita como da
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esquerda foi dissecado (30 £ 5 mg) e incubado a 60°C em 1 mi de formamida por 24
h. Apés esse periodo, as solugdes resultantes foram submetidas a leituras
espectrofotométricas (espectrofotdmetro Anthos 2020, versdo 1.2) no comprimento
de onda de 620 nm. Os resultados dessas leituras foram entdo comparadas com 0s
resultados das leituras de solugbes com quantidades conhecidas de corante azul de
Evans (ug). Finalmente, a quantidade de corante extravasado em cada solugao foi
dividida pelo peso (g) de seu respectivo tecido incubado. Dessa maneira, o
extravasamento do éorante azul de Evans foi calculado em micrograma de corante
por grama de tecido periarticular dissecado. O tecido periarticular esquerdo dos
animais foi utilizado como controle para a comparag¢ao da inflamagéo induzida na
ATM direita pelo dleo de mostarda. A inflamacéo do tecido periarticular direito foi

comparada entre todos 0s grupos.

d) Técnica de administra¢do de solugées na ATM

Para a administragao intra-articular das diversas solugdes na ATM, foi seguida a
seguinte técnica (HAAS et al, 1992). cada agente irritante ou seu controle foi
aplicado na ATM atraves de uma aguiha (agulha 0,4 mm x 13 mm) conectada a uma
microseringa de Hamilton (50 pL) por intermédio de uma canula de polietileno PE 50
(Figura 4). Para tanto, a borda postero - inferior do arco zigomatico da rata foi
apalpada e a agulha inserida imediatamente abaixo desse ponto e aprofundada
anteriormente até o cbndilo ser contatado (Figura 5). Este contato ocorre
aproximadamente a 3 mm de profundidade e é verificado através da movimentagéo

conjunta da mandibula e da agulha (Figura 5). Descartando-se a possibilidade de
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uma possivel introdugéo da agutha emn um compartimento sangiiineo, através de um

leve recuc do €mbolo da microseringa, o conteudo da mesma foi injetado.

FIGURA 4: conjunto para a administracio de drogas na ATM; A = agulha ( 0,4
mm x 13 mm); B = canula de polietileno; C = microseringa de Hamilton; D =
eppendorfs contendo as solu¢des a serem administradas.

FIGURA 5: Introdug@o da agulha na ATM direita e verificagdo do contato da

agulha no condilo.
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e) Verificagao do correto local de aplicagdo dos agentes irritantes

Apds o término dos experimentos, era feita a confirmacdo visual do local de
administracdo dos agentes irritantes. Para esse procedimento, apos os testes da
formalina e da incapacitacdo mastigatdria, os animais foram anestesiados com
ketamina (0,1mI/100g) e xilazina (0,05 mi/100g) e, em seguida, o corante azul de
Evans foi injetado, intracardiacamente, na concentracio de 1% (5mg/kg). Apds dez
minutos, realizava-se a perfusdo cardiaca do animal com 60mL de NaCl a 0,9% para
facilitar a visualizacio da regido da ATM. Como o azul de Evans tem a capacidade
de se ligar as proteinas plasmaticas, provenientes do extravasamento plasmatico
induzido pelos agentes irritantes, torna-se possivel a confirmacio visual do sitio de

aplicagdo (Fig. 6) (HAAS et al., 1992).

FIGURA 6: Confirmacgéo visual do local de administracdo dos agentes irritantes. A
seta indica o cdndilo da ATM. Notar o ponto de pun¢éo da agulha em vermelho no
centro do condilo e 0 corante extravasado em torno do mesmo.
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Ja no caso dos animais tratados com o6leo de mostarda, a prépria seqléncia
experimental do teste permitiu a confirmacao visual do local de administracao desse

agente irritante.
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados através do Teste t, Teste t pareado e andlise
de variancia (ANOVA). Na presenca de diferenga significativa entre os grupos apos a
andlise de variancia, o teste Newman-Keuls foi aplicado. Em todas as analises foi

utilizado o limite de significancia de 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS

a) Teste da formalina na ATM
Os dados obtidos a partir do teste da formalina na ATM estao demonstrados na

Tabela 1 e ilustrados no Grafico 1.

TABELA 1: Efeito do tratamento com formalina 1,5% e NaCl 0,9% (grupos
controle) na ATM direita de ratas. Os valores estdo expressos como média + desvio
padrio da soma (s) dos comportamentos de cogar a regido orofacial e levantar
rapidamente a cabeca.

TRATAMENTO
GRUPO
Formalina 1,5% n NacCl 0,9% n
Fémeas castradas 464,95+ 179053, A 10 5799+ 3805b 6
Fémeas em proestro 315,85+ 105323, B 10 67,20+35,20b 10
Fémeas em estro 465,77 +111,68a, A 10 70,056+ 23,53 b 10

Médias seguidas de letras mintUsculas distintas, na horizontal, diferem significativamente
entre si (Teste t, p< 0,05). Médias, na vertical, seguidas de letras mailsculas distintas
diferem significativamente entre si (ANOVA + Newman-Keuls, p < 0,05).

B controle
B formalina)

Soma dos comportamentos

proestro estro castradas

GRAFICO 1: Efeito do tratamento com formalina 1,5% e NaCl 0,9%
(grupos controle) na ATM direita de ratas sobre a soma (s) dos
comportamentos de cocar a regido orofacial e levantar rapidamente

a cabeca.
*p < 0,05 (ANOVA + Newman-Keuls) entre os grupos tratados com

formalina 1,5%.
#p < 0,05 (Teste ) em relagdo aos respectivos grupos controle.
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Soma dos comportamentos
)

castradas (controle) castradas + estradiol

GRAFICO 2: Efeito do tratamento com formalina a 1,5% na
ATM direita de ratas sobre a soma (s) dos comportamentos
de cogar a regiao orofacial e levantar rapidamente a cabega.
*p < 0,05 (ANOVA + Newman-Keuls).

De acordo com a Tabela 2 e a Figura 2, pode-se observar que houve uma
significativa (p < 0,05) redugdo na sensibilidade ao teste da formalina na ATM nas
ratas castradas com reposicdo de estrogenoc em comparacao as ratas controle

(tratadas somente com odleo mineral).

b) Teste da incapacitacido mastigatoria induzida pela administracdo de

carragenina na ATM

Machos, fémeas em proestro, em estro e castradas, foram submetidos ao teste. O

peso dos animais utilizados é apresentado na Tabela 3.
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TABELA 3: Média + desvio padrdao do peso (g) dos ratos Wistar utilizados no

teste da incapacitacao mastigatadria.

Grupos Peso (g)
{n = 10/ grupo) Controle (salina) Tratados (carragenina)
Machos 2602+108a 260,11t 125a
Fémeas em esfro 2527+148a 247 1+20,3a
Fémeas em proestro 2484 +183 a 2450+11,7 a
Fémeas castradas 2501+6,4a 255,3+174a

Valores seguidos de letras iguais, na horizontal, nao diferem entre si (ANOVA; p > 0,05).

Os dados obtidos com o teste da incapacitacdo mastigatéria estdo demonstrados

na Tabela 4 e ilustrados no Grafico 3.

TABELA 4: Efeito do tratamento com carragenina (carra) e NaCl a 0,9% (grupo
controle) na ATM de ratos sobre quantidade (g) de ragdo ingerida. Os valores estao
expressos como média + desvio padrao.

TRATAMENTO Redugio
GRUPOS .
NaCl 0,9% n Carra n (%)
Machos 383+221a 10 1,98+145b,B 10 48,3

Fémeas em Proestro 1,98+ 0,98 a 10 0,33£042bA 10 83,33
Fémeas em Estro 1,25+ 0,67 a 10 02+053bA 10 84
Fémeas Castradas 348+230a 10 1.76+138b,B 10 49 42

Médias seguidas de letras minusculas distintas, na horizontal, diferem significativamente
entre si (Teste t, p < 0,05). Médias seguidas de letras mailsculas iguais, na vertical, ndo
diferem entre si (Teste t, p > 0,05).
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ingerida (g)

Quantidade de ragdo

machos proestro estro castradas

GRAFICO 3: Quantidade (g) de ragdo ingerida apés a
administragdo na ATM direita de carragenina (carra) a 100pg/50uL
ou NaCl a 0,9% (grupos controles).

* p < 0,05 em comparagdo aos controles.

De acordo com a Tabela 4 e a Gréfico 3, pode-se observar que houve uma
reducao significativa da ingestéo alimentar nos grupos tratados com carragenina, em
comparacdo aos seus respectivos grupos controle. Comparando-se as fémeas em
estro e em proestro, ndo houve diferenca significativa em relagdo & quantidade de

racao ingerida.

c¢) Inflamag&@o neurogénica do tecido periarticular da ATM induzido pela

administragdo de 6leo de mostarda

Machos e fémeas em proestro e estro foram submetidos a esse teste. Os

resultados desse estudo estdo demonstrados na Tabela 5 e ilustrados no Grafico 4.
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TABELA 5: Extravasamento plasmatico (ug/g) no tecido periarticular da ATM de
ratos induzido por Oleo de mostarda (ATM direita) ou Oleo Mineral (ATM esquerda —
controle). Os valores estao expressos como a média + o desvio padrio.

TRATAMENTO
GRUPOS
Oleo Mineral Oleo de Mostarda n
Machos 3,78+1,1a 2497 +7.2bA 6
Fémeas em estro 1,74 + 065 a 208+11,11bA 6
Fémeas em proestro 214+085a 16,29+74 bA 7

Médias seguidas de letras minusculas disfintas, na horizontal, diferem estatisticamente
entre si {p < 0,05; Teste { pareado entre ATM direita e ATM esquerda). Médias seguidas de
letras mailsculas iguais na vertical n3o diferem estatisticamente entre si

{(p > 0,05, ANOVA).
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GRAFICO 4: Extravasamento plasmatico (ug/g) no tecido
periarticular da ATM de ratos induzido por 6leo de mostarda
(OM) a 0,25% ou oleo mineral (ATM contralateral - controle).
* p < 0,05 em relagdo aos respectivos controles.
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De acordo com os resultados contidos na Tabela 5 e na Gréfico 4, todos os
grupos tratados com OM apresentaram um significativo (p < 0,05) aumento do
extravasamento plasmético em relagéo aos seus controles (ATM contralateral), mas
nao diferiram estaticamente entre si. Esse resultado demonstrou néo haver diferenca

entre os fatores sexo e ciclo estral nesse teste.
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5. DISCUSSAO

Os resuitados obtidos com o teste da formalina na ATM demonstraram que as
fémeas em proestro (maiores niveis hormonais da fase estral) apresentaram uma
menor sensibilidade a esse teste do que as fémeas em estro (menores niveis
hormonais da fase estral) e castradas (auséncia dos horménios ovarianos), as quais
nao diferiram entre si. A reposicdo de 17p-Estradiol nas ratas castradas reduziu de
forma estatisticamente significativa a dor na ATM induzida pela administracdo intra-
articular de formalina.

Sao poucos os trabalhos que compararam as diferengas sexuais na sensibilidade
a dor induzida pelo agente irritante formalina, e na regido da ATM, ha somente um
estudo (JORGE, 2002). Esse autor verificou que as fémeas em estro codificam com
maior intensidade a dor induzida pela injecao de formalina na ATM do que machos e
fémeas em proestro.

Esses resultados aliados aos nossos reforcam a hipotese, sugerida por outros
autores (DRURY & GOLD, 1978; FRYE et al., 1992 e 1993; MARTINEZ-GOMEZ et
al., 1994) de que os niveis hormonais aumentados caracteristicos da fase proestro
do ciclo estral de ratas s&o de algum modo 0s responsaveis pela diminuicdo da
sensibilidade dolorosa.

O fato da reposi¢ao de 17p-Estradiol em ratas castradas ter diminuido de forma
significativa a dor na ATM, sugere que esse hormbnio possa estar envolvido na
modulacdo da nocicepcdo nas fémeas em proestro durante o teste da formalina na

ATM.
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Uma hipotese para explicar a menor sensibilidade a dor nas fémeas em proestro e
nas castradas com reposi¢cdo de 17B-Estradiol € a interacdo dos hormoénios
ovarianos com o sistema enddgeno da modulagéo de dor.

AMANDUSSON et al. (1999) demonstraram que ratas castradas apresentam
acentuada reducao na formacao do RNAm responsavel pela produgao de encefalina
na medula espinhal e que a reposicdo hormonal de estrégeno induz rapido aumento
na expressao desse RNA. Como se sabe, os neurdnios encefalinérgicos da idmina
superﬁéial da medula espinhal e ao nivel do complexo trigeminal do tronco
encefalico, sdo importantes componentes do sistema de modulagéo endégeno da
dor. Eles realizam inibicao pré-sinaptica e pos-sinaptica nos neurbnios de
transmissado da dor e sao ativados por fibras aferentes primarias nociceptivas e néo
nociceptivas, além de fibras provenientes de regides do encéfalo relacionadas a
modulacéo da dor (AMANDUSSON ef al., 1999).

Além disso, ratas castradas diminuem o nimero de receptores do tipo u-opidide
(JOSHI et al., 1993) enquanto que a reposi¢ao de estrogeno aumenta a quantidade
de RNAmM especifico para esse receptor nos nucleos hipotalamicos ventromedial e
arquedutal (QUINONES-JENAB et al., 1997).

Qutro importante peptideo enddgeno relacionado com a modulagdo da dor é a
dinorfina, um agonista K-opidide. DAWSON-BASOA & GINTZLE (1996) averiguaram
que os niveis plasmaticos elevados de estrégeno e progesterona sdo capazes de
induzir analgesia pela maior liberacao de dinorfina enquanto que CHANG et al.
(2000) comprovaram que a populagio de receptores Kapa na medula espinhal de

ratos varia conforme a fase do ciclo estral, sendo mais expressiva nas fases proestro
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e estro. Essas informagdes podem explicar como os niveis aumentados de
estrégeno e progesterona podem contribuir para a menor sensibilidade das fémeas
em proestro no teste da formalina na ATM.

Os resultados do presente trabalho também s&o semelhantes com trabalhos que
verificaram as diferengas sexuais na nocicep¢ao através da aplicacdo de formalina
na pata de ratos, pois demonstram que machos apresentam menor sensibilidade
dolorosa que fémeas (ALOISI ef al,, 1994; VINCLER et al., 2001; GAUMOND et al.,
2002) enguanto fémeas casfradas apresentam maior sensibilidade a dor em
comparagao as fémeas intactas (CECCARELLI et a/., 2003). No entanto, GAUMOND
et al. (2002) observaram que fémeas castradas foram menos sensiveis a dor que as
fémeas intactas enquanto que, no trabalho de VINCLER ef al. (2001), nao houve
diferenca nas respostas comportamentais nociceptivas entre as diferentes fases do
ciclo estral. Essas discrepancias em relacdo aos nossos resultados podem ser
explicadas por dois motivos principais: i) no trabalho de GAUMOND et al. (2002), as
fémeas foram agrupadas em um unico grupo, sem distingdo da fase do ciclo estral e
i) a injecdo de formalina na pata & realizada em tecido superficial, ao contrario do
teste da formalina na ATM, no qual o agente irritante é injetado em tecidos
profundos. Existem evidéncias que estimulos nocivos provindos de tecidos profundos
sao mais influenciados pelo sistema modulador enddgeno da dor do que os
estimulos nociceptivos provenientes de tecidos superficiais (FILLINGIM & NESS,
2000). Isso poderia explicar, pelo menos em nosso frabalho, porque as féemeas em
proestro apresentaram menor sensibilidade dolorosa do que as fémeas em estro e
castradas ja que, como citado acima, poderiam ser menos favorecidas pelos
menores niveis hormonais (ratas em estro e castradas), menor producaéo de
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peptideos endbgenos e receptores opibides importantes para a modulacéo da dor
(castradas).

Ja em relacdo ao teste da incapacitagdo mastigatoria, as fémeas
independentemente da fase do ciclo estral (proestro ou estro), apresentaram maior
sensibilidade dolorosa na ATM do que os machos. Um resultado interessante foi que,
neste teste nociceptivo, as ratas castradas tiveram uma reducdo da sensibilidade na
ATM, comparavel aos machos.

Na regido da ATM, o presente trabalho talvez tenha‘ sido o primeiro a analisar as
diferencas sexuais na dor inflamatoria induzida pela carragenina. Portanto, resta a
comparagéo dos nossos resultados com os obtidos em outros trabalhos que
analisaram as diferencas sexuais na dor e inflamacéo induzida em outras regides do
corpo ou, induzida na ATM por outros agentes irritantes.

Nossos resultados assemelham-se com cutros trabalhos os quais observaram que
as fémeas sdo mais sensiveis do gue os machos a uma variedade de testes
inflamatorios: hiperalgesia inflamatoria na pata induzida pelo adjuvante de Freund
(BRADSHAW ef al., 2000), artrite em joelho induzida pela bradicinina (GREEN ef al.,
1999), maior resposta inflamatéria induzida pela carragenina (MISIEWICZ et al,
1996) e maior sensibilidade a dor na ATM induzida pela administragdo de glutamato
(CAIRNS ef al., 2002). Alguns trabalhos demonstram que a castracéo das fémeas
também diminui a severidade da inflamacao (GREEN ef al,, 1999) e da dor (CAIRNS
et al, 2002), enquanto que a reposi¢cdo de estrogeno teve os efeitos opostos
(GREEN et al,, 1999; CAIRNS et al., 2002).

Os resultados do teste da incapacitacdo mastigatéria assemelham-se com os
padrées das disfungtes témporo-mandibulares em humanos: a dor & mais prevalente

44



em mulheres do que em homens e o envolvimento dos horménios gonadais torna-se
evidente pelo fato da dor quase sempre se iniciar ap6s a puberdade e diminuir
substancialmente apdés a menopausa (LE RESCHE et al, 1987). Em acréscimo,
mulheres com disfungdo témporo-mandibular (DTM) e que utilizam contraceptivos
orais, apresentam um padrao de dor mais constante ao longo do ciclo menstrual
(DAO et al., 1998). Outra evidéncia do envolvimento patologico do estrégeno sobre a
ATM é que as mulheres menopausadas as quais fazem terapia de reposicao
hormonal (estrogeno) aumentam suas chances de desenvolver algum tipo de' DTM
(LE RESCHE ef al., 1997).

O estrégeno pode aumentar a inflamagdo na ATM (HASKIN ef al., 1995) e ja
foram identificados receptores estrogénicos na ATM de fémeas primatas, mas nao
de machos (AUFDEMORTE ef al, 1986). Na gravidez o estrogeno aumenta a
lassiddo ligamentar da ATM o que poderia resultar em alguma disfungéo articular e
inflamacao (WESTLING, 1992).

Os resultados obtidos com o teste da formalina na ATM (menor sensibilidade nas
ratas em proestro e nas castradas com reposicdo de estrégeno) e com o teste da
incapacitacdo mastigatéria (maior sensibilidade nas ratas intactas e menor
sensibilidade nas ratas castradas) podem, a principio, parecerem bastante
controversos, mas algumas hipdteses sugeridas a seguir podem melhorar a
compreensio dessas diferengas.

Por exemplo, a dor induzida pela carragenina & dependente da liberagdo tecidual
de bradicinina que, por sua vez, inicia uma seqliéncia de eventos apds a sua ligagao
em receplores B2 de células residentes (POOLE ef al., 1999). Ja foi demonstrado
que a expressdo dos receptores B2 na aorta e rins de ratos é significativamente
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reduzida apos a ovariectomia e que a reposigdo de estrégeno restabelece os niveis
fisiologicos desse receptor (MADEDDU ef al., 1997). Esse trabalho explica porque as
mulheres na menopausa aumentam o risco de desenvolver algum tipo de cardiopatia
(ja que as cininas tém efeito vasodilatador) e elucida um dos mecanismos protetores
da reposica@o estrogénica no desenvolvimento de cardiopatia em mulheres na
menopausa.

O mesmo raciocinio pode ser utilizado para o0s nossos resultados da
incapacitagcao mastigatoria, porém, em se tratando do fenémeno dor, sabe-se que os
receptores B2 estédo intimamente relacionados com a dor e a inflamacgao (POOLE et
al., 1999). Assim, nas ratas intactas a expressao de receptores B2 na ATM poderia
estar substancialmente aumentada em relacéo as ratas castradas, o que explicaria ra
menor sensibilidade a dor inflamatéria nesse grupo.

Por outro lado, o mecanismo de acgdo da formalina para induzir dor, difere da
carragenina pois, apesar de existir evidéncias da participagdo dos receptores B1 e
B2 (CORREA & CALIXTO, 1993), ja foi demonstrado que os receptores
histaminérgico H1 e os receptores serotoninérgicos 5-HT (4/3) e 5-HT (1A), séo
fundamentais para o desenvolvimento da nocicepcdo induzida durante o teste da
formalina (PARADA et al. 2001). Se o nimero de receptores histaminérgicos e
serotoninérgicos da ATM néo se alterar pelas oscilagbes plasmaticas dos hormoénios
ovarianos, a nocicepgdo nas fémeas apds a administracdo de formalina nessa
articulagcao somente seria influenciada pelo sistema endégeno de modulacdo da dor
que, como visto, € mais pronunciado nas fémeas em proesiro e nas fémeas
castradas com reposicdo estrogénica. Obviamente, mais estudos necessitam ser
realizados para comprovar essas hipéteses.
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Ja o extravasamento plasmatico induzido pelo 6leo de mostarda, que induz
inflamacdo do tipo neurogénica, nao se mostrou sensivel aos fatores sexo e ciclo
estral. Levando-se em consideragdo que o 6leo de mostarda induz extravasamento
plasmatico nos tecidos principalmente através de neuropeptideos como a substancia
P e o peptideo relacionado com o gene da calcitonina, ambos liberados de fibras
sensitivas do tipo C (INOUE et al.,1997) o fator sexo e as diferengas hormonais que
ocorrem durante o ciclo estral parecem nao influenciar a acdo desses
neuropeptideos.

Os resultados apresentados no presente trabalho reiteram a maioria das
conclusdes obtidas pelos pesquisadores da area, em que, apesar de nao haver
dividas sobre a existéncia de diferencas sexuais na dor, o consenso desaparece
pelas diversas hipbteses propostas para explicar os mecanismos neurobiolégicos
envolvidos na modulagcdo do fendmeno doloroso. As diferencas relacionadas ao
sexo e ciclo estral encontradas neste trabalho podem ser de grande valia para a
melhor compreensdo dos mecanismos neurobiolégicos envolvidos nas diferencas
dos sexos masculino e feminino em relagdo a nocicepcao e analgesia das disfuncoes

témporo-mandibulares.
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6. CONCLUSOES

De acordo com a metodologia empregada, os resultados obtidos no presente

estudo permitem concluir que, em ratos:

. A sensibilidade ao teste da formalina da ATM é alterada pelas

oscilagbes hormonais do ciclo estral e pela reposicac de 17 p-Estradiol

em fémeas castradas;

= . A maior sensibilidade a alodinia da ATM (teste da carragenina)
nas fémeas em rela¢do aos machos, € dependente da produgdo dos

hormonios ovarianos;

. O extravasamento plasmatico neurogénico da ATM independe

do sexo & do ciclo estral,
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ANEXO 2

Tabelas referentes aos valores individuais da amostra.

TABELA 1: Valores individuais da soma dos comportamentos (s) de levantar
rapidamente a cabega e cocar a regido orofacial nas ratas castradas que receberam
50ul. NaCl a 0,9% (grupo controle) na ATM direita
n Soma dos comportamentos
72,12
44,05
33,64
12,44
63,29
122,42
Média = DP 57,99 + 38,05

DO B WM -

TABELA 2: Valores individuais da soma dos comportamentos (s) de levantar
rapidamente a cabega e cogar a regido orofacial nas ratas em proestro que
receberam 50 pL NaCl a 0,9% (grupo controle) na ATM direita
n Soma dos comportamentos
23,41
18,04
80,87
69,03
94,32
52,51
118,64
101,56
28,22
85,41
Média + DP 67,20 + 35,20

SOENOOTRWN =
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TABELA 3: Valores individuais da soma dos comportamentos (s) de levantar
rapidamente a cabeca e cogar a regido orofacial nas ratas em estro que receberam
50 ul NaCl a 0,9% (grupo controle) na ATM direita

Soma dos comportamentos

37,22
23,84
77,12
66,96
76,16
93,52
78,86
101,52
68,16
77,18

Média £ DP 70,05 £ 23,63

DO ON® oA WN =D

TABELA 4: Valores individuais da soma dos comportamentos (s) de levantar
rapidamente a cabega e cogar a regido orofacial nas ratas castradas que receberam
50 ul formalina a 1,5% na ATM direita

n Soma dos comportamentos
524,97
468,78
410,97
281,87
380,84
849,76
341,03
311,68
614,71
Média + DP 464,95 + 179,05

WO~ WK -
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TABELA 5: Valores individuais da soma dos comportamentos (s) de levantar
rapidamente a cabecga e cocar a regido orofacial nas ratas em proestro que
receberam 50 ulL formalina a 1,5% na ATM direita

Soma dos comportamentos

298,94
256,1
323,8

469,13

304,27

387,94
124,02

382,57

376,03

205,75

Média + DP 315,85 + 105,32

SO©ONOU D WN =D

TABELA 6: Valores individuais da soma dos comportamentos (s) de levantar
rapidamente a cabega e cogar a regido orofacial nas ratas em estro que receberam
50 ul formalina a 1,5% na ATM direita

n Soma dos comportamentos

428,8
345,64
380,97
637,62
443,88
505,33
320,28
543,47
633,26
418,48

Media + DP 465,77 + 111,58

SO NGO D WN =
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TABELA 7: VValores individuais da soma dos comportamentos (s) de levantar
rapidamente a cabega e cogar a regido orofacial nas ratas castradas com reposicao
de 17B-Estradiol que receberam 50 ul de formalina a 1,5% na ATM direita
n Soma dos comportamentos
314,61
460,42
242 99
213,48
365,6
508,74
4646
310,22
293,46
340,53
Média + DP 351,25 £ 97,94

SOENOADRN -

TABELA 8: Valores individuais da soma dos comportamentos (s) de levantar
rapidamente a cabeca e cogar a regido orofacial nas ratas castradas com reposicéo

de 6leo mineral (grupo controle) que receberam 50 ulL de formalina a 1,5% na ATM
direita

Soma dos comportamentos
596,9
44777
323,85
709,93
762,42
539,71
310,94
549,58
25113
362,96
Média + DP 485,52 + 174,63

DSOXND D WN =D
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TABELA 9: Valores individuais do peso (g) dos animais submetidos ao teste da
incapacitacao mastigatoéria - grupos tratados com NaCl (controle).

n Grupos
machos Fémeas em estro  Fémeas em Proestro  Fémeas Castradas
1 240 260 255 243
2 243 230 240 261
3 268 260 230 249
4 262 280 225 250
5 260 244 259 260
6 265 260 260 245
7 275 235 260 255
8 267 260 275 246
9 262 255 220 247
10 260 243 260 245
Medlat 260,2£108 2527+1438 248,4+18,3 250,1+ 6.4

TABELA 10: Valores individuais do peso (g) dos animais submetidos ao teste da
incapacitacdo mastigaidria - grupos tratados com carragenina.

n Grupos
machos Fémeas em estro Fémeas em Proestro  Fémeas Castradas
1 266 270 255 285
2 270 280 255 240
3 244 266 240 245
4 275 220 230 245
5 266 240 243 290
6 254 240 250 250
7 240 260 264 250
8 258 230 230 250
9 276 230 233 246
10 252 235 250 252
Mediat 260,1+12,5  247,1+20,3 245,0 + 11,7 255,3 £ 17,4

Dp
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TABELA 11: Valores individuais da quantidade de racdo ingerida (g) nos machos gque
receberam 50uL NaCl a 0,9% {(grupo controle) na ATM direita
n Quantidade de ragéo ingerida
4,38
4,81
4,77
7,12
0
3,74
4,39
0
4,88
4,24
Média + DP 3,83+272

DOENOGOD RN

TABELA 12: Valores individuais da quantidade de ragao ingerida (g) nas ratas em
proestro que receberam 50ul. NaCl a 0,9% (grupe controle) na ATM direita
n Quantidade de ragéo ingerida
0,32
0,86
1,8
2,96
2,92
1,24
1,83
1,88
2,77
3,24
Média + DP 1,98 + 0,98

DOONOOHON -
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TABELA 13: Valores individuais da quantidade de racéo ingerida (g) nas fémeas em
estro que receberam 50ul de NaCl a 0,9% (grupo controle) na ATM direita

n Quantidade de racdo ingerida

2,23
0,48
1,04
2,57
0,76
1,21
0,77
0,95
1,65
0,97
Média + DP 1,25+ 0,67

SOENOO B WN -

TABELA 14: Valores individuais da quantidade de rag¢éo ingerida (g) nas fémeas
castradas que receberam 50ul de NaCi a 0,9% (grupo controle) na ATM direita
n Quantidade de racao ingerida
8,08
3,43
415
2,93
6,12
3,43
0
1,35
1,99
3,29
Media £ DP 3,48+ 2,30

SLoNOOdLN
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TABELA 15: Valores individuais da quantidade de racdo ingerida (g) nos machos que
receberam:50ul de carragenina 100ug9/50ul. na ATM direita
Quantidade de racio ingerida

1,71

3,1

3,43

0
3,13
3,3

0
2,83
0

SOON® O RGN =D

2,25
Média = DP 1,98 + 145

TABELA 16: Valores individuais da quantidade de racéo ingerida (g) nas fémeas em
proestro que receberam 50ul de NaCl a 0,9% (grupo controle) na ATM direita
n Quantidade de racéo ingerida
0,1
0,01
0,01
0,05
0
1,02
0
0,79
0,88
0,46
Média + DP 0,33 +£0,42

awmﬂmm.&.wma
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TABELA 17: Valores individuais da quantidade de ragao ingerida (g} nas fémeas em
estro que receberam 50uL de carragenina 100ug/50ul na ATM direita
n Quantidade de racéo ingerida

0
0,35
1,68
0,01

0

SOENOOARWN=

0
0
0
0
0

Média = DP 0,2+0,53

TABELA 18: Valores individuais da quantidade de racao ingerida (g) nas fémeas
castradas que receberam 50ul. de carragenina 100ug/50ulL na ATM direita
Quantidade de racéo ingerida

37

0,07

1,92

2,8

3,04

2,98

1,4

0,04

1,64

0

Média + DP 1,76 + 1,38

o ©W~NOU A WN =D
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TABELA 19: Valores individuais do extravasamento plasmatico (ug/g) dos tecidos
periarticulares das ATMs esquerda e direita de machos, induzido pelo éleo mineral
(20uL) (controle) e dleo de mostarda a 0,25% (20ulL), respectivamente.

n Tratamento
Oleo mineral Oleo de mostarda
1 5,26 : 34.16
2 2,48 22,60
3 2,5 23,89
4 3,8 13,37
5 4,21 2477
8 4 44 31,08
Média + DP 3,78+ 1,11 2497+ 7,25

TABELA 20: Valores individuais do extravasamento plasmatico (ug/g) dos tecidos
periarticulares das ATMs esquerda e direita de fémeas em estro, induzido pelo 6leo
mineral (20ul) (controle) e 6leo de mostarda a 0,25% (20ul), respectivamente.

n Tratamento
Oleo mineral Oleo de mostarda
1 0,9 11,35
2 1,36 18,45
3 2,71 19,57
4 1,97 39,95
5 1,39 2577
6 2,08 9,33
Meédia + DP 1,74 £ 065 20,80 + 11,11

TABELA 21: Valores individuais do extravasamento plasmatico {(ug/g) dos tecidos

periarticulares das ATMs esquerda e direita de fémeas em proestro, induzido pelo

oleo mineral (20ul) (controle) e dleo de mostarda a 0,25% (20ul), respectivamente.
Tratamento

Oleo mineral Oleo de mostarda
1 1,41 21,62
2 1,79 16,53
3 1,04 8,36
4 4 29.64
5 1,8 12,61
B8 1,96 9,34
7 2.05 15,95
Média + DP 2,14 +£ 0,85 16,28 + 7,43
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