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RESUMO

A diferenga sexual na dor orofacial € ainda pouco compreendida.
Diante disso, o objetivo deste trabalho foi investigar se ha influéncia do sexo ¢
do ciclo estral sobre a sensibilidade & dor na ATM de ratos. Foram submetidos
a0 teste da formalina na ATM, ratos Wistar de ambos os sexos: machos,
fomeas em estro € fmeas em proestro. Os primeiros grupos experimentais
receberam a inje¢do de 50! de formalina 1,5% ou NaCl 0,9% (controle) na
regiio da ATM. Posteriormente, foram realizados grupos adicionais, que
receberam sulfato de morfina (4mg/Kg) ou NaCl 0,9% (controle) (i.p) 30
minutos antes da administracio periarticular de formalina 1,5%. Foram
avaliados os comportamentos nociceptivos de cogar a regido orofacial,
levantar rapidamente a cabega e tombar a cabecga para o lado injetado durante
45 minutos. Os dados obtidos foram submetidos & analise de varincia para
delincamento inteiramente casualizado com arranjo fatorial de Tratamento X
Sexo/Ciclo Estral € as comparacdes multiplas foram feitas pelo teste de
Tukey. Os resultados deste trabalho mostraram que as fémeas em estro séo
mais sensiveis 20 teste da formalina na ATM do que os machos e as fémeas
em proestro, 0 que foi confimado pela administragdo de morfina. Nio houve

diferenca entre 08 grupos de fémeas em proestro ¢ de machos. Pode-se



concluir que o S<X0 € ciclo estral podem alterar & sensibilidade & dor no teste

da formalina na ATM.



ABSTRACT

Sex difference in relation to orofacial pain is still poorly wnderstood.
Therefore, the aim of this work was to investigate in rats whether there is any
influence of gender and estrous cycle on the sensitivity of pain in the TMJ.
Wistar rats of both genders: male, female at estrus and at proestis were
submitted to the TMJ formalin test. The first experimental groups were
injected with 50 UL of 1.5% formalin or 0.9% NaCl (control) into the TMJ
region, Afterwards, additional groups received morphine (4mg/kg) or 0.9%
NaCl (control) (ip) 30 minutes prior to the periarticular injection of 1.5%
formalin. The nociceptive behavioral responses characterized by rubbing the
orofacial region, flinching the head quickly and tumbling the head to the
injected side were evaluated during 435 minutes. Data were analyzed by the
Two-Way analyses of variance, factor 1 being 7reatment and factor 2
Gender/Estrous Cycle. Tukey test was used to camry out the multiple
comparisons. Results in the present study showed that female rats at estrus are
more sensitive to the TMJ formalin test than male and female rats at proestrus,
wich was confirmed by the morphine administration. No differences were
observed between female at proestrus and male rats. In conclusion, gender and

estrous cycle can alter the pain sensitivity in the TMJ formalin test.



1. INTRODUCAOQ

Ferindo a carne ou a alma, acompanhando geragdes € incapacitando

pessoas, a dor talvez seja um dos mais discutidos e retratados problemas da

humanidade.

Encarada de diferentes modos, pelos mais distintos povos, das mais
remotas épocas, a dor influenciou culturas e marcou de modo peculiar
diversos momentos da historia. Retratos dessa histéria podem ser encontrados

em antigas escrituras, como na mais pura das representagdes: a arte, seja como

pintura ou escultura.

Na propria arte a dor se confunde, observando-se desde sua
apresentag@o moral, como o sofrimento pela perda de um ser querido ou outro
estimulo que va akémda estimulagdo de nociceptores, até sua representacio

fisica (FIG. 1 € 2) (CASTILLO OJUGAS, 1999).

Os conceitos primitivos de dor e seus tratamentos datam de milhares

de anos antes de Cristo e suas explicagdes eram mais do que fisicas, pois o



homem a compreendia nas forcas divinas e m prOpria energia que regia O

corpo humano.

FIGURA 1 — DOR MORAL. Virgem de Niccolé dell” Arca. Faz parte de um grupo de
esculturas, *“Pranto sobre Costo Morto”, que se encontra na Igreja de Santa Maria della
Vita, em Bolonha, datada de 1483,

FIGURA 2 - DOR FISICA. Gerrit Von Honthorst (1590 — 1656). “El Sacamuelas” (O
Tira-Dentes). MUS:C-H do Louvre, Paris. O tira-dentes ainda ndo comegou a arrancar ©
dente e o paciente ja faz um gesto de dor.

FONTE - CALTILLO OJUGAS, 1999. p. 3 e 4.

Os antigos chineses (2600 a.C.) ja conheciam e seguiam oS
conceitos do Yin € do Yang afirmando que qualquer desequilibrio entre essas
duas forcas resulta em doenga ao corpo e, consegiientemente, em dor

(BONICA 1990).

Hipocrates (460 — 360 a.C.), o pai da medicina, considerava que o

corpo era constituido de quatro elementos fundamentais & vida: calor, firio,



umidade € secis1d, € por quatro humores: muco, bile amarela, bile negra eo
sangue. Ao ocOTIET uma desarmonia entres esses elementos (discrasia) surge a
dor, tendo o céxebro importante papel neste processo, pois era considerado por

esse filosofo e cientista o centro do pensamento e, talvez, o das sensagdes

(CAILLIET, 1999; CASTILLO OJUGAS, 1999).

Em alguns povos, como os do antigo Egito e da india, os fendmenos
dolorosos erarm atribuidos aos deuses e aos espiritos dos mortos. Entretanto,
um outro concelto, o de que o coragdo era o centro da vida e das sensagdes,
comegava a SUIgr e com Platdo (427 — 347 a.C) e Aristoteles (384 — 322
a.C.), na Grécia, ganhou forga para ser reconhecido por mais de 2000 anos
(BONICA, 1990). A importincia desse fato foi de tamanha imensiddo que

mesmo depois de 1400 anos d.C. s3o encontradas expressdes artisticas com

esse tema (FIG. 3).

A teoria de que o coragdio era o centro das sensagOes ndo convencia
Galeno (131 — 200 d.C), um grego que residia em Roma. Ele estudou
exaustivamente 2 fisiologia sensorial e caracterizou vérias fun¢des do sistema
nervoso central e periférico. Seus achados neuroanatdmicos fizeram-no

classificar 1rés tipos de nervos: um responsavel pela fimg¢do motora, outro pela



funcio sensorial € um wrcero pela semsagio de dox. (BONCA, 1990;
CASTILLO OJUGAS, 1999).

FIGURA 3 — O CORACAO COMO O CENTRO DAS SENSACOES.
Gravura alemd do séoulo XV. Expressio dos diferentes fatores
emnocionals que fazem sofrer o coragdo dos amantes.

FONTE ~ CASTILLO OJUGAS, 1999. p.7.

Passaram-se muitos séculos e em 1628 William Harvey descobriu a
circulagiio sanguinea, reafimnando que a dor era sentida no coragdo (BONICA,
1990). Contrariando essa id€ia, Descartes (1606 — 1650) mostrou que a dor era
iransmitida de nervos periféricos para o cérebro (FIG. 4), condepando a teoria

de Platio, Aristoteles e seus seguidores, que ainda resistiu até meados do

século dezoito (BONICA, 1990).

10



Fortifi<ada ateoria de que o c€rebro er o centro das sensacies, lma

nova era comec=ava € viérias teorias para explicar a dor surgiram, destacando

nomes importarnctes dentro da algologia (ciéncia que estuda a dor).

FIGURA 4 - Esquema proposto por Descartes {1596 — 1650), publicado
depois de sua morte em “De Homine”(1662). A sensa¢io dolorosa chega

a0 cérebro através dos nervos espinhais e da glandula pineal, morada da
alma, que matiza as sensagbes e logo as reenvia pelo mesmo caminho
para que Se retire o pé que se queima pelo fogo.

FONTE — CASTILLO OJUGAS, 1999.p. 7.

Noimes como o de Schiff (1858), von Frey (final do século XIX),
Erb (1874), Goldscheider (1894), Sherrington (1900), Nafe (1934), Livingston
(1943), Gerard (1951), Noordenbos (1959) e outros (BONICA, 1990),

marcaram a historia com suas teorias, contribuindo para formulago de outras

11



teorias, como a portante Teoria do Controle da Dor, proposta pox Melzadk ¢

Wall em 1965.

Em 1974 foi fimdada a JASP (Associaciio Internaciconsl para o
Estudo da Dor) que rmais de urma década depois propde a atual defimicio para a

dor:

“Ad dor é uma experiéncia sensorial e emocioraal
desagradavel associada a injuria tecidual veal ou

potencial, ou descrita nesses termos” (MERSKY, 1986).

Desde de entfio, como aumento do nimero de congressos € revistas
especializadas 1O assunio, além das facilidades promovidas pela internet, o
facil acesso a nformacdes nos permitem compreender um pouco mehor as

dores que afliglam nossos antepassados.

De um modo geral, a dor, seja aguda, cronica ou moral, quando
desesperadora faz os homens de hoje também evocarem seus Deuses ¢

buscarem tratmentos pouco convencionais, levando-nos a concordar com a

seguinte afirmagdo:

12



“dnte a dor reagem igualmente o homem do século XX ¢

0 das Cavernas. Buscam, no fundo, algo sobrenatural”

(CASTILLO OJUGAS, 1999).

A Od-ontologia, do mesmo modo que muitas outras profissdes, tem
contribuido codN 1Ovos conhecimentos para os avangos da Algologia.
Especificament© NO que diz respeito aos mecanismos de dor orofacial, tem
desempenhado um importante papel cientifico e, conseqiientemente, social,
visto que grande parte da populagdo mundial sofre com dores provenientes de

tecidos intra e/Ou exira-orais, superficiais e/ou profundos.

Dentte 05  tecidos craniomandibulares a  articulagio
temporomandibular (ATM) ¢ considerada uma das principais fontes
desencadeantes de dor na regifio orofacial. LE RESCHE et al, 1997,
reportararm que 7 a 15% da populac@o norte americana adulta ¢ acometida por
algum tipo d¢ desordem na ATM, sendo a prevaléncia 1,5 a 2 vezes maior em
mulheres do que em homens. Além disso, a dor na regido temporomandibular
¢ encontrada principalmente em jovens e adultos de meia-idade (18 — 44

anos), sendo explicitamente mais incidente em mutheres em idade reprodutiva

13



do que aquelas que eSHio 10 periodo pOstmenopaisa (1E RESCHE ef dl.,

1997).

O fato das malhers serem mais acometicdas por desordens na ATM,
como também PO umma s¢rie de outres condigdes dolorosas crdnicas
(UNRUH, 1996), sugere que 0s niveis de horndnios sexuals, que no sexo
feminino estdo Sob constante variago, sejam os responsiveis por influenciar
njo somente O MscO de determinadas patologias, como também oOs

mecanismos neurofisioldgices envolvidos no desenvolvimmento da experiéncia

dolorosa.

Sabe-s¢ qQue a dor ¢ uma experiéncia complexa, que pode ser
:nfluenciada Por fatores endoégenos (biopsiquicos) e exOgenos (socio-
culturais), sendo por esses motivos de dificil avaliagdo. O estudo da dor pode

ser feito pof diferentes modelos experimentais. Em animais sfo
frequientemente utihizadas as anglises eletrofisiolégica, que consiste no registro

da atividade newonal, eletromiografica, na qual registra-se a atividade

muscular e comportamental,

O metodo comportamental consiste na avaliagio de respostas

g@mportammais estereotipadas, que sdo originadas a partic da admmistracéo

14



de agentes irritantes (por exemplo: formalina, 6leo de mostarda, etc) em

animais conscieres.

Especificamente para o estudo da dor na ATM foi deserivolvido por
ROVERONI e dl., 2001, um modelo experimental para anilise
comportamental da dor a partir da injegdo de formalina na ATM de rats: o

teste da formalima na ATM,

Considerando-se que dados epidemiolégicos mostram que a dor na
ATM ¢ mais freqiente no sexo feminino do que no masculino e que a
literatura sugexe. embora ndo se conhegcam precisamente 0s mecanismos, que
os hormonios Sexuais téma capacidade alterar o processamento da informagao

dolorosa, este trabalhoteve como objetivo:

a Investigar s¢ ha influéncia do sexo e do ciclo estral sobre a

sensibilidade & dor na ATM de ratos.

15



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. MECANISMOS NEUROBIOLOGICOS BASICOS DA DOR
OROFACIAL.

Informacdes sensoriais provenientes dos tecidos cutineos, intraorais
(mucosa € polpa dental), profundos (articulagdo e mhscalos) e
cerebrovasculares chegam, por meio de fibras nervosas aferentes, ao sistemna
sensitivo trigeminal (SST). Estimulos neurais advindos de outros pares de
nervos cranianos (VI IX, X e XII) e de nervos cervicais superiores também

podem chegar a0 SS8T, caracterizando-0 como uma grande estagfio receptora e

transmissora de mpulsos neurais (SESSLE, 1996).

Tratando-se dos estimulos dolorosos, sua captagiio e processamento
determinam O carater multidimensional da experiéncia dolorosa, dos quais
fazem parte O0S aspectos sensoOrio-discriminativo, cognitivo, afetivo €
motivacional (LUND er al, 2001). Para que esse processo ocorra de forma

harmoniosa, deve existir uma perfeita inter-relagio do sistema nervoso

periférico como sistema nervoso central.

17




O corplexo neuroanatbmico periféxicO necessario para acaplagio ¢
transmissdo de mformagSes dolorosas prowenientes da wegido oroficial ¢
constituido  das seguintes estruturas: oS receptores sensoriais, as fibras

pervosas € Os DeUWONos de primeira ordern, cujos corpos cellares estSo

localizados no ginglio trigeminal (MACHADCQ, 1993).

Qs receplors sensoriais responsavets pela captagio de estimulos
nocivos mecin1€os, quitnicos, trmicos ou elétricos nos tecidos periféricos s&o
denominados nociceptores. Os nociceptores sdo terminagSes nervosas livres
que estdo presentes em varios tecidos orofaciais, tais como: pele, mucosa oral,

polpa dental, periodonto, peridsteo, articulagdo temporomandibular e

musculos (AGHABEIGL, 1992; SESSLE, 1996).

Quando ativados, os nociceptores desencadeiam potenciais de a¢io
que s propagam pelos axdnios de neurdnios com 0s quais estiio relacionados.
Essa descarga de impulsos para o sistema nervoso central (SNC) permite que
o cérebro processe as caracteristicas de intensidade, duracdio, qualidade e
localizagio do estimulo nocivo (SESSLE, 2000). A intensidade e duragdo do
estimulo 1ocicePtivo sdo determinadas pela freqiléncia ¢ tempo de excitag@o
da fibra aferente nociceptiva. A qualidade do estimulo esta relacionada commn o

padrio de resposta da fibra aferente a um estimulo nocivo particular. Ja a

18



jocalizago do estimwlo depende de uma caracteristica periférica importante
que € 0 campo Teceptivo da fibra (4rea de pele, mucosa ou tecidos profundos a
partir do qual LIma fibra aferente ou neurbnio central e os receptores com que

estio associad©s podexn ser excitados por um estimulo limiar) (SESSLE,

2000).

As fibras aferentes por onde trafegam esses estimulos nociceptivos
correspondem as fibras de pequeno didmetro e baixa velocidade de condugéo
C (amielinizada) e A-delta (mielinizada), responséveis por prover ao cérebro
informagdes sobre as caracteristicas temporal e espacial do estimulo doloroso.

Além de estimulos nocivos, essas fibras respondem também ao frio, calor e

tato (SESSLE, 1996).

Ha ainda uma outra fibra de grosso calibre ¢ alta velocidade de

condugdo demominada A-beta (mielinizada), por onde s#o conduzidas
informacdes tatels e que esti envolvida no processo de modulac&o do estimulo

doloroso (AGHABEIGT, 1992; LUND et al., 2001).

Essas fibras entram no SNC pela ponte e fazem sinapses com
neurdnios localizados no nicleo do trato espinhal do nervo trigémeo (NTE),

que é composto de r&€s subnicleos denominados de oral, interpolar e caudal

(SESSLE, 199).
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Em st32 totalidade, o complexo twigemimal é comstimido por um
conjunto de nuc ‘leos que abrange toda a extemsio dotronce cerebral, desde o
bulbo até o mes<encéfalo, dentre os quais fazem parte 0 niacleo notor do nervo

trigémeo, nicle mesencefilico e os nGcleos que compdem o SST. Do SST

fazem parte o nacleo sensitivo principal € o N'TE.

Do NTE o subniicleo caudal € o que esta localizado na porgio mais
inferior, extendendo-se até o como dorsal da medula espinhal cervical,
fundindo-se corn a mesma. Além disso, esse subntcleo possui caracteristicas
semelhantes ao como dorsal da medula espinhal, pois ambos sdo estruturas
laminadas ¢ Aapresentam uma organizagdo quase que idéntica de seus

neurdnios (DUBNER, 1986; HU er al., 1997; BEREITER et al., 2000),

As fibras nervosas de pequeno didmetro C e A-delta, por onde se
propagam os 1mpulsos nociceptivos, terminam nas laminas 1, I, Ve VI do
subniicleo caudal. Em contraste, a fibra A-beta projeta-se para as ldminas IIl a

VI, como tamb€m para o subnicleo oral (SESSLE, 1995).

O subnicleo caudal possui dois tipos de neurbnios nociceptivos: 0s
especificos, que recebem impulsos das fibras C e A-delta e respondem
somente a estimulos nocives, e os convergentes ou multirreceptivos, que

recebem aferéncias tanto das fibras do tipo A de pequeno e grande difimetro,

20



como também das fibras C e podem ser excitados por estimulos nocivos e

nio-nocivos  (t@tll).  Ambos os neurbnios mociceptivos especificos e

convergentes eStiO concentrados nas laminas superficiais (VLI) e profundas
(V/VI) do subnticleo caudal, de onde se projetam para iress envolvidas na

transmissio ou 1O controle do impulso doloroso (ex: talamo ventrobasal,

formagao reticular, etc) (YU ez al., 1993; SESSLE, 1996).

Os neurdnios nociceptivos do subnicleo caudal recebem aferéncias
de diferentes tecidos, como da pele, mucosa, ATM, muisculos da mastigacgo,
lingua € dura-mater, sendo essa extensiva converg€ncia uma das possiveis
explicagdes tano pama a localizagdo imprecisa de estiroulos nocivos

originados em tecidos profundos, como para a dor referida relacionada a esses

tecidos (HU ef al., 1994).

A confirmacio de que o subnicleo caudal é a principal regido
receptora € transmissora de informagdes nociceptivas do SST pode ser feita a

partir da apresentacdo de dados clinicos (SESSLE, 2000) e laboratoriais (HU

ot al., 1994; HU et al,, 1997, TSAT et al., 1999).

Estudos eletromiograficos tém caracterizado o envolvimento do
subnucleo caudal em respostas reflexas nociceptivas. Conexdes desse

subnticleo com centros reflexos do tronco cerebral tém deterrminado, apds a
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administragio <le agentes imitantes na ATM, a co~comtrag@io de rmisculos
mastigatorios amtagdnicos, como o rmasséter € 0 digistrico. Essa co-contragiio
pode ser uma das explicacdes para a dimimnigio dz amplitude de movimento
articular observada em condigdes patoldgicas que afetam a ATM e¢/oa o5
misculos da 132stigacdo (YU er al., 1994; HU et dl., 1994; HU et al, 1997,
TSAI et al., 1999). Porém, quando a atividade reflexa ¢ desencadeada por
estimulos pocIvOs peri-orais ou intra-orais, estudos tém dervonstrado um

maior envolvirrento dos componentes mais rostrais do NTE (SESSLE, 1996).

Certamente O subnicleo caudal, dentre os outros submnicleos do
NTE, é 0 mais estudado. No entanto, pesquisas tém sido realizadas com o

intuito de caracterizar o envolvimento dos subnicleos interpolar e oral nos

mecanismos d€ dor orofacial.

TesOes nas regides mais rostrais do NTE podem interferir no
comportameﬂto nociceptivo de ratos desencadeado por estimylos nocivos nos
tecidos periorais € intraorais (SESSLE, 1995). Além disso, muitas aferéncias

nociceptivas, provenientes tanto da polpa dental como dos tecidos cutineos,

chegam a esses subnicleos (SESSLE, e al., 1996).

gabe-se que apos a estimulacfo nociva periférica hi o surgimento da

proteina Fos 10s neurdnios pés-sinapticos do corno dorsal da medula espinhal
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(MUNGLANI & HUNT, 1995) e no NTE (HATHAWAY ez al, 1995).
Estudos tém utllizado esse conhecimento para determimr a localizagio de
regides receptoras de informagdes nociceptivas, como fambém para
determinar o Sitio de acio de drogas. Essa metodologia tema ajudado a
reafirmar a importancia dos subnicleos interpolar e oral 1o processamento de

informacdes nociceptivas advindas da regido orofacial.

Com relagio ao subnicleo interpolar, HATHAWAY et al., 1995,
utilizaram a expressio de proteina Fos, apos estimulagio quimica nociva da
ATM de ratos, para quantificar 0 numero ¢ a distribuicdo de grupos de
neurdnios em diferentes regides do NTE, encontrando-os na regifio inferior do

subnucleo interpolar e no subnicleo caudal, como também no como dorsal da

medula espinhal cervical superior.

BEREITER & BENETTI, 1996, através da aplica¢fio do agente
irritante Oleo de mostarda na ATM de ratos — seletivo para fibras nervosas de
pequeno diametro — demonstraram a ocorréncia da liberac3o aguda de
glutamato © aspartato dentro do polo ventrolateral da regifo de transi¢do entre
o subnucleo interpolar e o submiicleo caudal. E em 2000, BEREITER &

BEREITER, observaram que a administracdo central ou periférica de morfina

¢ capaz de reduzir a expressio da c-fos, produzida pela inje¢do de dleo de
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mostarda na AT ™ deratos, na area de transic#o entre 0 subnicleo interpolar ¢

o subnucieo caudal.

O componente mais rostral do NTE ¢ o subnucleo oral e, como dito
anteriormente, tem sido caracterizado em diversos trabalhos como umm
elemento essenc<ial para o processamento de impulsos dolorosos originados
om tecidos periorais e intraorais (SESSLE, 1995). Fundamentos para tal
importancia podem ser encontrados em estudos comportamentais (YOUNG &

PERRYMAN, 1984), anatdmicos (FUITYOSHI et al., 2000; HE et ol., 2000) ¢

clotrofisiologicos (RABOISSON ez al., 1995; DALLEL et al., 1996).

Apos serem processadas no NTE, as mformagSes dolorosas séo
retransmitidas Para diversas areas do SNC, como formagdo reticular, nicleo
do trato solirdrio, talamo, cortex cerebral, cortex cerebelar, hipotalamo, etc
(SESSLE, 1996). Por exemplo, sinapses com a formagdo reticular e estruturas
adjacentes n0 tronco cerebral sio determinantes para o desencadeamento de
respostas autondmicas reflexas perante estimulos nocivos, tais como:

alteracdes de freqliéncia respiratéria e cardiaca e mudangas na pressio arterial

(SESSLE, 2000).

Apesar do grande nimero de intercomunicagdes existente entre todo

o complexo trigeminal e dreas adjacentes no tronco cerebral, a principal 4rea
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de projesio do SST € o télamo contralateral. A regido talamica vermobasal ¢ 2
responsavel por receber e transmitir informagdes somatossensoriais
provenientes doOs tecidos orofaciais (SESSLE, 1996). Essa regiio contém
neuronios nociceptivos especificos e convergentes, funciomalmente similares
aos existentes IO subnicleo caudal, que ao se projetarem para areas

especificas do cortex cerebral determinam o cardter multidimensional da

experiéncia dolorosa (SESSLE, 2000; LUND et al., 2001).

Acredita-se que os neurdnios que se projetam para a regidio cortical
somatossensorial primaria (S1) desempenham um importante papel na
localizacdo e discriminagio do estimulo doloroso, enquanto que os que se
projetam parad outras areas como hipotalamo e cortex cingulado anterior

determinam O componente motivacional e afetivo da dor (SESSLE, 2000;

LUND et al., 2001).

A origem da sensacio dolorosa, desde a captagdo do estimulo

nocivo até 2 sua interpretacio, depende da interagio do complexo

neuroanatdomico periférico e central, anteriormente descrito, com um conjunto

de substancias meuroquimicas, essenciais para que todo esse mecanismo seja

funcional.
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Ao ocorer uma lesio tecidual, como por exermplo ma ATM,
imediatamente UMa série de respostas sdo desencadeadas pelo organistio por

intermédio  da  liberagido  de  substincias, tais como:  bradicinina,
prostraglandinas, substéancia P, serotonina, histamina, fator de crescimento

neural, peptide© relacionado ao gene da calcitonina e outras, acarretando em

alteracoes neuroplésticas periféricas e centrais (DRAY, 1995; SWIFT e al.,

1998).

Pperifericamente, ao se difundirem, essas substincias alteram o lirniar
de excitabilidade dos nociceptores, sendo também as responsdveis pela
inflamacdo de tecidos adjacentes e irradiagdo da dor a partir do sitio de lesdo.
Esse processo € denominado sensibilizagio periférica e é considerado o©
principal fator que contribui para os estados de alodinia, resposta dolorosa
provocada por estimulo ndo-nocivo e hiperalgesia, que ¢ uma resposta
aumentada perante estimulos que normalmente sdo dolorosos (CODERRE et

al., 1993; HU et al., 1994).

Semelhantemente, no SNC, o aumento da liberagdo dessas

substancias quimicas na sinapse entre as fibras periféricas e os neurdnios do
submicleo caudal, ou do como dorsal da medula espinhal, podem promover

um aumento na excitabilidade, no campo receptivo e na atividade espontinea
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desses neurdnios, levando ao processo conhecido por sensibilizagio cerral
(SESSLE, 19955 WOOLF, 1996). Relaciona-se a esse processo a hiperalgesia
secundaria e as manifestagbes de dor difusa e referida, associadas & mjri

tecidual ou a inflamacio de tecidos profundos (HU et al., 1994).

Um outro mensageiro intracelular envolvido nos mecansmos
nociceptivos € que tem despertado grande interesse no meio cientifico é
oxido nitrico (ON), um gas derivado do endotélio vascular, que ¢ formado a

partir da L-arginina pela acéio das ON-sintetases (YAMAMOTO et al., 1993).

Na literatura o papel do ON na nocicepgdo ¢ controverso, pois ha
autores que O relacionam com o aumento (YAMAMOTO et o, 1993;
HOLTHUSEN & ARNDT, 1994) ou reducfo da dor (DUARTE ef al.,, 1990 ¢

1992 a e b; FERREIRA ef al., 1991; BERRAZUETA er al., 1993).

Todos o0s mecanismos neuwrofisiolégicos até o momento
apresentados €stdo ainda sob influéncia de uma série de fatores socio-culturais

e bioldgicos, que tomam o estudo da dor complexo, mas também bastante

interessante. Entre esses fatores, tem-se direcionado grande ateng8o as

diferencas sexuais na percepgio da dor.
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2.2. DIFERENEAS SEXUAISNA DOR

As diferencas sexuais na percepeio da dor tém recebid o nos Gitimos
anos atengdo especial por pare da comunidade cientifica. Aldm da alta
prevaléncia do S€X0 feminino em uma série de condi¢Bes dolorosas cronicas
(UNRUH, 1996), 2 dor na mulher parece assumir caracteristicas peculiares,
sendo mais intensa, mais freqiiente € de maior duragio em cormparagio aos
homens (RILEY 06 et al., 1998; ROBINSON et al., 1998). O limiar e a
tolerancia a dof também s3o menores no sexo femining, demomnstrando uma
maior sensibilidade a estimulos nocivos (LAUTENBACKER & ROLLMAN,

1993: FILLINGIM & MAIXNER, 1995; FILLINGIM & NESS, 2000).

BERKLEY, 1997 sugeriu que essas diferengas seriam relativamente
pequenas e de pouca significincia clinica. Outros autores a relatam com
moderacdo (RILEY et al., 1998) e ha grupos que defendem a idéia de que
essas diferencas sdo expressivas (FILLINGIM & MAIXNER, 1995). A
dificuldade em afirmar com veracidade qual € a opinido correta ¢ apenas
reflexo de um tema cyjos processos de avaliagio estdo subjugados a interacio
de uma série de fatores endogenos (biopsiquicos) e exdgenos (sécio-culturais),

inerentes & propra caracteristica multidimensional da experiéncia dolorosa.
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Em estudos realizados em seres humanos sio evidentes as
influéncias carsadas por esses fatores. O tipo de estimulo utlizado
(LAUTENBAC}IER & ROLLMAN, 1993; FILLINGIM et al., 1997, RILEY
I et al., 1998), 0 local do corpo a ser estimulado (LAUTENBACHER &
ROLLMAN, 1993; FILLINGIM et al, 1998), a influéncia do sexo do
experimentador sobre o voluntario (LEVINE & DESIMONE, 1991;
FILLINGIM. et al., 1999), a presenga ou ndo de uma doenga de base
(KUCZWERCZYK & ADAMS, 1986; HAPIDOU & DeCANTAZARO,
1988;), a pressao arterial (FILLINGIM & MAIXNER, 1996; GUASTI et al.,

1999), a dieta do voluntéario (ZMARTY et al, 1997), além de outros fatores,

podem afetar a Percepeéo e avaliagio da dor.

Do mesmo modo, em estudos com animais, muitas das disparidades
encontradas 1a literatura sio provenientes de uma série de variaveis
conhecidas por alterar o comportamento nociceptivo. Dentre esses fatores,
deve-se considerar a idade (BODNAR et al., 1988; TENG & ABBOTT,
1998), o peso (MARCKS ez al., 1972), a raga (DELEO & RUTKOWSKI,
2000) e a dieta do animal (FRYE ef al., 1992 e 1993), o teste comportamental
empregado (dor de longa ou curta duragdo), a intensidade e o local de

estimulacio (MARTINEZ-GOMEZ et al., 1994), o horario do dia em que sdo
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realizados os ePerimentos MARTINEZ-GOMELZ et dl.,199), a temperatuza
ambiente (ROSLAND, 1991) ¢ a familiarizagdo do animal com o ambiente
experimental (ALOISI ezaZ, 1994).

Porér¥, as maiores discussdes tém sido feitas com énfase no tipo de
estimulo utilizado € na fase do ciclo ovariano da mulher (ciclo menstrual) e da
rata (ciclo estxal). Por esse motivo, € vilida wma breve revisdio sobre as
variacdes dos rifvels hormonais durante o ciclo menstrual e estral.

O ciclo ovariano da mulher dura em média 2R dias e pode ser
dividido em rés fases: fase folicular (ou fase pds-menstrual), fase ovulatoria e
fase lGtea (Ou fase pré-menstrual) (GUYTON, 1992; BERNE & LEVY, 1996).

A fase folicular come¢a com o inicio da menstruacdo. Um a dois
dias antes da menstruacdo os niveis de FSH (horménio foliculo estimulante) e,
posterionnen’fes 0 de LH (horménio luteinizante) comegam a subir. Durante a
menstruagdo @S concentragies de FSH sfo maiores do que a de LH, porém

ambos apresentam-se em niveis moderados durante a primeira metade da fase
folicular (GUYTON, 1992; BERNE & LEVY, 1996). Estimulado pela
clevagdo do FSH, o estrogeno comega a aumentar gradativarnenite, enquanto
que a progesterona permanece relativamente baixa at¢ momentos antes da

ovulagdo. Durante a segunda metade da fase folicular os niveis de FSH caem
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modestamente, €1quanto que os de LH continuam a subir lentamente. Ao
mesmo tempo, A S€Crecdo de estrogeno aumenta rapidamente, atingindo o seu
pico imediatarnente antes da ovulagio (GUYTON, 1992; BERNE & LEVY,
1996).

Durarntte a fase ovulatoria ocorre o pico de LH e FSH
simultaneament€ a queda dos niveis de estrogeno e também ha uma leve
aumento dos niveis de progesterona.

Na fase litea a progesterona aumenta bruscamente, enquanto que as
concentracdes d¢ LH e de FSH comegam a declinar até atingirem os niveis
mais baixos ProXimo do final do ciclo. Se ndo ocorrer fecundagio, o ciclo
menstrual terrmina quando os niveis dos esterdides sexuais atingem seus
valores mais baix0s e os niveis de FSH come¢am novamente a subir até
ocorrer a menstuacio (BERNE & LEVY, 1996).

Nas ratas o ciclo ovariano € constituido por quatro fases: proestro,
estro, metaestro (oudiestro I e diestro (ou diestro II) (FREEMAN, 1988).

Os niveis de LH, FSH e prolactina permanecem baixos durante
quase todo © ciclo estral, aumentando somente na tarde do proestro. O
aumento da SeCrecio de estrogeno tem inicio no metaestro, atinge o pico no

proestro e retorna aos valores basais no estro. Ja o padrio de secre¢do da
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progesterona ¢ <anacterizado por dois picos principais. O prineiro conega na
tarde do metaeStO ¢ estende-se at¢ a manhd do diestro, enquanto que o
segumdo pico somente ocorre no final da tarde e noite do proestro (KALRA &
KALRA, 1974; SMITH et al,, 1975).

Com 4 caracterizagio das varta¢des hormonais durante o ciclo estral
e menstrual, pritos trabalhos relacionados & dor tém sido desenvolvidos,
gerando resultados relevantes, mas tarnbém controversos.

Alguns autores tém encontrado maior sensibilidade 2 dor na fase
ovulatoria (FULLINGIM ez al., 1997; GIAMBERARDINO et dl., 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 ndo
encontrararn diferencas na percepgdio da dor através das fases do ciclo
menstrual (VEITH et al., 198; KUCZMIERCZYK & ADAMS, 1986), como
ha aqueles que, Sem considerar a fase do ciclo menstrual, reportaram maior
sensibilidade @ dor vas mulheres (ROBINSON ez al., 1998; FILLINGIM et
al., 1998 e 1999). Pode-se dizer que um dos principais motivos para a grande

variabilidade de resultados encontrados na literatura € o tipo de estirmulo
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utilizado. A tabela 1 rostra os diferentes estimulos utilizados pelos autores
acima citados.

RILEY Hletal, 1999, em um trabatho de revisio (meta-analise)
mostraram que  par diferentes modalidades de estimulos (pressoricos,
térmicos € iSquemicos) os maiores limiares & dor em mulheres s3o
encontrados na fase folicular quando comparada com as outras fases.

InteressantemeTnite, €sse padrio ndo corresponde aos estimulos elétricos, onde

os maiores limiares foram encontrados na fase litea.

TABELA 1: Estirmulos dolorosos em humanos.

AUTORES ESTIMULOS UTILIZADOS

VEITHer al., 1984 Elétrico; Pressérico (gelado)

KUCZMIERCZYK & ADAMS, 1985 Pressorico
HAPIDOU & DeCAT ANZARO, 1988 Pressérico (gelado)

FILLINGM et al., 1997 Térmico; Isquémico

GIAMBERARDING ez 4., 1997

Elétrico

HAPIDOU & ROLLMAN, 1998 Pressérico
FILLINGIM er al., 1998 Térmico
FILLINGIM et al., 1999 Térmico

Em animais, a utilizagdo das fases do ciclo estral das ratas como

meio de investigacio das diferencas sexuais na dor também t€m gerado dados
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conflitantes. O 2umento da sensibilidade a dor tern sido encontrado duraxe as
diferentes fases do ciclo estral: proestro (DRURY & GOLD, 1977, FRYE e
al., 1992; KAY SER et dl., 199; VINCLER et al., 2001), estro (DRURY &
GOLD, 1978; MARTINEZ-GOMEZ et dl., 1994; KAYSER et dl., 1996),
metaestro  (LEER et al, 1988; MARTINEZ-GOMEZ et dl., 1994
BRADSHAW &1 al., 1999) e diestro (LEER er al., 1988; BRADSHAW ¢f al,

1999). Esses resultados também parecem variar de acordo com o estimulo

doloroso enlpl”e%adf) (TAB. 2).

TABELA 2: Estimulos dolorosos em ratos.

AUTORES

ESTIMULO UTILJZAD;
DRURY & GOLD, 1977 Elétrico
LEER er al., 1988 Elétrico
FRYE ez al., 1992 Térmico
MARTINEZ-GOMEZ e al., 1994 Térmico
KAYSER ez al., 1996 Pressérico

BRADSHAW ez al,, 1999 Mecénico (distensio vaginal e uterina)

VINCLER et al., 2001 Elétrico

Fm decomréneia dessa grande discrepéncia de dados encontrados na

literatura, alguns trabalhos de revisio deixam claro a dificuldade em afirmar
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com qual fase «o ciclo ovariano da mulher e da rata esti associada a maiox
sensibilidade a estimulos nocivos (DAO & LeRESCHE, 2000; FILLINGIM &

NESS, 2000).

A irfluéncia de horménios exdgenos (HE) sobre as respostas
dolorosas em humanos também tem sido investigada.

LeRESCHE ef cl., 1997, em um estudo epidemiologico, observaram
que com o uso© de diferentes formas de horménios ex6genos (contraceptivos
orais e reposicao hormonal) hi o aumento do risco de desordens na ATM.

Em 1998, DAO et ql. avaliaram o padrio de dor miofascial nos
musculos da mastigacdo durante trés ciclos menstruais consecutivos entre
mulheres que utilizavam ou nfio contraceptivos orais. No grupo que fazia uso
de pilulas a dor foi mais constante e com baixa variagdo. Por outro lado, as
mulheres que ndo tomavam o medicamento apresentavam, freqiientemente,
picos alternados de dor e sem dor.

Em animais, a gonadectomia e a reposi¢do hormonal t€ém permitido

estabelecer relacbes interessantes entre os sistemas nociceptivo, opidide e

hormonal.

Tem-se demonstrado que a reposicdo hormonal, em animais

sonadectomizados, causa alieragGes no limiar de dor, podendo aumenté-lo
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(BEATTY & ¥ESSLER, 1976; DRURY & GOLD, 1977, MARTINEZ-
GOMEZ et al.» 1993), diminui-lo (DRURY & GOLD, 1977, FRYE er al,
1992: DEXHEIMER & TERENZL, 2001) ou mantélo inalierac
(MARTINEZ-GOMEZ et al, 1993 ; DEXHEIMER & TERENZ, 2001)
Entretanto, €ss&S8 alterag®es sdo dependentes da dose, do tempo de tratamento
e do tipo de hormonio utilizado (RATKA & SIMPKINS, 1991).

Ha ainda uma séric de discussGes a respeito da variagdo das

respostas analgesicas com relagdo ao sexo.

V4riOs autores tém demonstrado que o sistema de analgesia no sexo
fomninino ¢ mals sensivel que o masculino quando so utilizados analgésicos
«-opivides (GORDON ez al,, 1995; GEAR et al., 1996; BINDER et al., 2000).
14 o sexo masculino parece ser mais sensivel aos efeitos antinociceptivos da
morfina (GORDON et al., 1995; CICERO et al., 1996 ¢ 1997). Acredita-se
que oS hormdNios sexuais femininos sejam os responsaveis por ativar sistema
k-opidide (DAWSON-BASOA & GINTZLER, 1996; CHANG et al., 2000),

lém de alterar a sensibilidade 2 morfina (RATKA & SIMPKINS, 1991; ALI
et al., 1995).

A atual compreensio dos varios mecanismos que envolvem €

influenciam © Processamento do estimulo doloroso, somente tornou-se
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possivel a partr do desenvolvimento de modelos experimentais, tanto em

animais como em humanos, nas diversas areas de interesse d.o estudo da dor.

Na odontologia, principalmente através de modelos experimentais
em animais, tem-se conseguido, cada vez mais, adquirr informacbes a

respeito dos Mmecanismos neurofisiologicos da dor orofacial.

Para a aquisicio de tais informmacdes constata-se na literatura urpa
vasta utilizacdo de técnicas eletromiogrificas e eletrofisiologicas, mas a
obtengdo de dados também pode ser feita a parir de modelos

comportamentais direcionados 4 regido orofacial.

2 3. 0 TESTE DAFORMALINA NA ATM

Considerado um modelo de dor inflamatoria tonica e sensivel a

varias classes de drogas analgésicas (HUNSKAAR & HOLE, 1987
TIOLSEN et al., 1992), o teste da formalina tem sido amplamente utilizado e

adaptado para estudos em diferentes regides do corpo de ratos.

Originalmente descrito por DUBUISSON e DENNIS em 1977, o
teste da formalina surgiu a partir da administracdio subcutinea de formaldeido

diluido em solugdo salina (formalina) na regiio dorsal da pata traseira de

37



ratos. Ap6s a iWecHo da formalina foram observados comportarmentos
nociceptivos est=ereotipados, caracterizados pelos atos de lamber e levantar
rapidamente a prata. Constatou-se que esses comportamentos obedecem a um
padriio de resp<ostas bifisico (WHEELER-ACETO o dl., 1990, TENG &
ABBOTT, 1998%), com um periodo inicial de dor intensa e de curta duragio
(primeira fase, 7-10 minutos) e uma segunda fase de dor moderada e

persistente (1ho¥a).

Enge ©5sas fases existe um periodo de relativa inatividade

denominado de interfase (HENRY, ef al., 1999). Esse periodo de baixa
atividade comportamental ¢ atribuido a reducio momenténea da atividade das
fibras nervosas aferentes (PUIG & SORKIN, 1995; MCCALL, et al., 1996) e
a acio de me<anismos inbitérios descendentes (FRANKLIN & ABBOTT,
1993).

Assoc<iase a primeira fase de respostas & estimulagdio quimica direta
dos nociceptores pela formalina (HUNSKAAR & HOLE, 1987; PUIG &
SORKIN, 1995). Porém, a comprovacio experimental de que nessa fase
inicial ha a Participacio de mediadores endoégenos, como a bradicinina,
histamina, serotonna e a substdncia P, questionam essa idéia (SHIBATA et

al., 1989; CORREA & CALIXTO, 1993; PARADA ef al., 2001). J4 a segunda
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fase parece est&r relacionada com desenvolvimento do processo inflamatério
local e com a sensibilizagfo dos neurdnios nociceptivos no SNC (CODERRE
et al., 1990; TYOLSEN et al., 1992).

Em 1989 CLAVELOU e colaboradores adaptaratm o teste da
formalina para © estudo da dor orofacial e observaram que a injecdo de
formalina no 14bio superior de ratos € capaz de desencadear o comportamento
nociceptivo de cogar a regido orofacial com as patas dianteiras e as vezes com
a pata traseira ipsilateral. Como no teste da formalina na pata, dois periodos de
alta atividade também foram observados: primeira fase (0 a 3 minutos) e
segunda fase (182 42 minutos apOs a injecdo).

Apesar de ser um teste que tem sua validade garantida pela literatura
cientifica (DALLEL et al, 1995; EISENBERG et al.,, 1996), o teste da
formalina no labio impossibilita a aquisicdo de conhecimentos relativos a dor
proveniente de tecidos profindos, como por exemplo o muscular ¢ 0 articular.
Além disso, deve-se lembrar que estudos epidemiolégicos comprovam que
sio esses tecidos as principais fontes desencadeantes de dor na regido
orofacial (LERESCHE et al., 1997; RILEY III, et al., 1998).

Considerando tais evidéncias, ROVERONI et al., 2001, propuseram

o teste da formalinana ATM. A injecdo de formalina na ATM desencadeia os
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comportamentos zociceptivos de cogar a regido orofacial, levantar

rapidamente a caleca € tombar a cabeca para o lado injetado. Esses

comportamentos  foram  significantemente  reduzidos pela  administragdo

intraperitoneal d< rworfina (4mg/Kg) 30 minutos antes da injegfio de formalina
e pela co-admint stragdo de lidocaina, QX-314 (2%), coma formalina.

Diferenies concentragdes foram testadas nesse modelo (0,5%, 1,5%,
2.5% e 5%) e OS5 resultados mostraram que as respostas comportamentais
foramn maiores <uando utilizadas as concentragdes de 1,5% e 2,5%, que nfo
diferiram entre Si

Tem sSido descrito na literatura (WHEELER-ACETO & COWAN,
1993; ABBOT ¢ al., 1995; TAYLOR et al., 1995) que a simples soma de
mais de um cofnportamento parece ser a forma mais adequada de avaliar as
respostas comportamentais induzidas pela administracio de formalina, uma
vez que pode aver uma integragdio entre os comportamentos. ROVERONI et
al., 2001, perceberam que os animais que foram submetidos ao teste da
formalina na ATM emitiram os comportamentos de cogar a regifio orofacial e
de levantar rapidamente a cabeca de forma alternada, ora cogando, ora
levantando rapidamente a cabega. Estes comportamentos aparentemente se

apresentavam de forma complementar, ou seja, os animais que a0 longo do
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periodo de ObS®IVagio passavam maior parte do tempo cogando a regido
orofacial apresentavam o comportamento de levantar rapidamente a cabega
em uma ﬁ:eqiiéﬁcia proporcionalmente menor e vice-versa. Diante disso, essas
respostas foram avaliadas conjuntamente, somando-se o periodo de tempo que
os animais emitiram o comportamento de cogar com o nimero de vezes que Os
animais emitiraln 0 comportamento de levantar a cabega ao longo do periodo
de observagdo. Para isto, estabeleceu-se que cada movimento caracterizado
pelo ato de levantar rapidamente a cabega equivaleria a um segundo.

Embora o0s testes da formalina na pata e no labio sejam bifésicos, o
teste da formalina na ATM apresenta uma tnica fase de resposta, visto que ha
a necessidade, mesmo que rapidamente, de anestesiar o animal com halotano
para a injegdo- Justifica-se a anestesia pela dificuldade de acesso a ATM, o

que seria praticamente impossivel de ser realizado com o animal acordado, e

por ser, eticamente, o procedimento mais aceitavel.
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3. METODOLOGIA
3.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para verificar se ha influncia do sexo e do ciclo estral sobre a

sensibilidade 2@ dor na ATM foram realizados os seguintes gupos

experimentais:
e Inicialmente os animais receberam a injegdo de 50 ul de formalina
1,5% (GRUPO I — machos; GRUPO II - fémeas em proestro; GRUPO
[II — fémeas em estro; 1=10/grupo) ou NaCL 0,9% (controle) (GRUPO

IV — machos; GRUPQO V — fémeas em proestro; GRUPO VI — fémeas

em estro; 1=10/grupo) na ATM direita.

e Posteriormente, em grupos adicionais, foi administrado sulfato de

morfina (4mg/Ke) (GRUPO VII — machos; GRUPO VIII — fémeas em
proestro; GRUPO [X - fémeas em estro; n=5/grupo) ou NaCl 0,9%
intraperitonealmente (GRUPO X~ machos; GRUPO XI — fémeas em

proestro; GRUPO XII —~ fémeas em estro; n=5/grupo) no volume
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10mL/Kg (CLAVELOU et al., 1989), 30 minutos antes da injecio de

formalina 1,5 %2 ATM..

3.2. ANIMATS

Qs procedimentos realizados neste projeto foram aprovados pelo
Comite de Bt ma Experimentagio Animal do lmstiuto de

Biologia/UNIC AMP (CEEA - protocolo n° 136-1) (ANEXO 1).

Para © desenvolvimento deste trabalho foram submetidos ao teste da
formalina na ATM (ROVERONI et al., 2001) ratos Wistar de ambos os sexos,

pesando entre 200 €350 g e com 3 a 5 meses de idade.

Qs animais (provenientes da ANILAB / Paulinia -~ SP) foram
mantidos no Biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba em gaiolas
plasticas contendo maravalha (5 por gaiola) e em ambiente controlado
(temperatura dé * 23 °C; ciclo claro/escuro de 12 h, com as luzes acendendo

as 6:00h). Durante esse periodo receberam agua e ragdo a vontade.
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3.3, DETERMINACAO DAS FASES DO CICLO ESTRAL

Com ¥elagdo as fémeas foram escolhidas duas diferentes fises do
ciclo estral: proestto (altos niveis hormonais) e estro (baixos niveis
hormonais). A determinagio dessas fases foi feita diariamente, entre 1200 e
13:00 h, pelo método modificado do esfregaco vaginal (MARCONDES ¢ dl.,,

2002) e somente as ratas que apresentaram ciclos regulares de 4 ou 5 dias

foram utilizadas (SMITH et al, 1975).

Durante no minimo oito dias consecutivos os animais foram levados
para a sala de analise cornportamental e a secre¢do vaginal foi coletada com o
quxilio de uma Dipeta com ponteira plastica contendo 10 plL de soro
fisiologico. Utilizando-se de um microscopio dptico (aumento de 10 vezes) o
material coletado foi observado a fresco e, a partir da proporgdo entre o
ntmero de células queratinizadas, epiteliais e leucécitos, foram classificadas

as fases do ciclo estral (MARCONDES et al., 2002).

Caracterizou-se como proestro a fase com predominio de células
epiteliais, enquanto que a fase estro foi identificada pela presenga em maior
proporgdo de células queratinizadas (HOAR & HICKMAN, 1975). As fases
de metaestro (propor¢io semethante dos trés tipos celulares) e diestro (maior

proporgao de leucéeitos) ndo foramm utilizadas nesse experimento.
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Para ruinimizar qualquer tipo de influéncia do estresse sobre os
tratamentos acirma descritos, os maachos foram previamente mawmipuados no
ambiente experixuental pelo pesquisador durante 7 dias, enquanto que no caso

das fémeas o proOprio esfregago vaginal serviu como manipulag3io.

3.4. ANALISE COMPORTAMENTAL

Os procedimentos experimentais foram realizados emtre 13:00 e
17:00h em sala silenciosa e com temperatura mantida em aproximadamente
23°C (ROSLAND, 1991). Durante o teste comportamental os animais ndo

tiveram acesso 34gua ou 4 comida.

Para a andlise comportamental foi utilizada wma cimara de
observacdo (30 emx 30cm x 30 cm) com base e laterais espelhadas e frente de
vidro. Primeiramente, cada animal era mantido nessa camara por 30 minutos
para fammiligrizar-se ao ambiente (AL OISE er al., 1994). Apds esse periodo de
adaptagdo o animal era retirado da caixa e anestesiado com halotano para
inje¢do na ATM.

A administracio de NaCl 0,9% ou formalina 1,5% pa ATM direita

(50 pL) foi feita através de uma cénula (agutha 0,4 mm x 13 mm ligada a um
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tubo de polietil€no Psg) conectada a uma seringa Hamilon (50 pL). A borcla
postero-inferior do arco zigomatico era palpada ¢ a agulha inserida na porgio

inferior da mesINa, sendo avancada em direi@io anterior até contactar o condilo

(ROVERONI & al., 2001).

Realizada a injecio, o animal era recolocado na cimara de
observagdo e as respostas comportamentais nociceptivas caracterizadas pelos
atos de cogar a regifio orofacial (segundos) e levantar rapidamente a cabega
(nimero de vezes) foram quantificadas por 45 minutos (15 blocos de 3
minutos) comt 0 auxilio de um cronbémetro € um contador de células,
respectivamente. Avaliou-se também a incidéncia do comportamento de

tombar a cabega para o lado imjetado nos diferentes grupos experimentais

(ROVERONI et al., 2001).

Os animais que sio submetidos a administragio de formalina na
regifo da ATM apresentam o comportamento de cogar a regido orofacial e
levantar rapidamente a cabeca de forma alternada, ou seja, ora cogam a regigo
orofacial, ora levantiam a cabeca. Este fato indica que existe uma forte
correlagiio entre esses comportamentos (ROVERONI e al., 2001). Assim
sendo, em uma andlise inicial esses dois comportamentos foram avaliados

separadamente ¢, considerando que cada levantar de cabega segue um padrdo
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uniforme de aproximadamente 1 segundo de durag@o, esses comportamentos
também foram sOmados ¢ avaliados conjuntamente (ROVERONI etal., 2001).

Resgalta-se que DPara Os grupos tratados com morfina a anglise foi realizada

considerando-se Somente a soma dos comportamentos.

3.5. CONF[RMACAO DO LOCAL DE APLICACAO DA FORMALINA

Apos O trmino de cada andlise comportamental era feita a
confirmagio visual do local de administragéio da formalina (pos-meortem). Para
esse procedimento anestesiava~se o animal com ketamina (0,1ml/100g) e
xilazina (0,05 ML/100g) e, em seguida, o corante azul de Evans era injetado,
intracardiacamete, na concentragcdo de 1% (Smg/kg). Apés dez minutos,

realizava-se€ 4 perfusio cardiaca do animal com soro fisiolégico para facilitar a

visualizacdo da regido da ATM.

Com© © azul de Evans tem a capacidade de se ligar as proteinas
plasmaticas, provenientes do extravasamento plasmitico induzido pela
formalina, torna-s¢ possivel a confirmacdo visual do sitio de aplicagdo (HASS

et al., 1992).
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3.6. SOLUCOESS UTILIZADAS

e Formalin2 1,5%4: sempre preparada imediatamente antes do nicio do

experimeO € consiste na diluicdo de formaldeido a 37% em WaCl

0,9%.

L Solugdo de cloreto de sédio (NaCl 0.9%) - HALEXISTAR®.

L. Formaldeido a 37% - SIGMA®.

Morfina: 1mL de sulfato de morfina era diluido em 24mL de NaCl
0,9%. A solugio era armazenada na geladeira, protegida da luz e era
utilizada pPOr, no méaximo, uma semana. Ressalta-se que esta solug¢@io

somente era utilizada apés atingir a temperatura ambiente.
s Solugfo de cloreto de s6dio (NaCl0.9%) - HALEXISTAR®.
L» Sulfato de morfina: Dimorf® (10mg/mL) — CRISTALIA.
e Ketamina (0,1%): Dopalen® - AGRIBRANDS
e Xilazina (2%): Rompun® - BAYER
« Halotano® - CRISTALIA

e A-uide Evars® - SIGMA.

49



3.7. ANALISE ESTATISTICA

Para A andlise dos dados fol usada a anilise de varinci paxa
delineamento interamente casualizado com arranjo fatorial de Zratanzenzo X
Seno/Ciclo Estral. Comparagses miltiplas foram feitas pelo teste de Tukey ¢
para todos OS testes O nivel de significncia foi de 5%. Os progamas

utilizados para @ realizacio dos calculos estatisticos foram: SAS e SANEST.

Os dados referentes ao comportamento de cogar a regido oroficial e
3 soma dos cornportamentos, condizentes a primeira fase do trabalho, foram
clevados a poténcia 0,5 (raiz quadrada) e transformados. Com relagio 20s

rupos morfind € Tespectivos grupos controle foi realizada a transformac@o

logaritmica dos dados.
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4. RESULTADOS

4.1. INFLUENCIA DO SEXO E DO CICLO ESTRAL SOBRE A

SENSIBILIDADE A DORNA ATM DE RATOS
4.1.1. Comportamento de co¢ar a regiao orofacial.

A andlise de variincia revelou que os efeitos dos fatores
Tratamento € Sexo/Ciclo Estral sobre o comportamento de cogar a regifio

orofacial foram significativos e que no houve interacdo entre esses dois

fatores (ANEXO2).

Com relagio ao fator 7ratamento, a administragio de formalina
1,5% exacerbou de forma significativa o comportamento de cogar a regido
orofacial em relagdo & injecdio de NaCl 0,9% (p<0,05; TAB. 3 ¢ FIG. 5). Este

efeito foi independente do sexo ¢ da fase do ciclo estral do animal.

Quanio a mfluéneia do Sexo/Ciclo Estral, as fémeas em estro
apresentarant maior freqiiéncia do comportamento de cogar a regido orofacial
quando comparadas com as ffmeas em proestro e com os machos (p<0,05;

TAB.4 e FIG. 6). Ndo houve diferenga estatistica entre as fémeas em
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proestro € 08 mrachos (p>0,05). Este efeito foi independente do tratamento

empregado.

TABELA 3. Efeito do Tratamento sobre o comportamento de cogar a regisio

orofacial (s). M<€dias com letras distintas diferem significativamente entre si
pelo teste de Tulkkey.

Tratan®ento Média + EPM n
Controle 68,982 + 6,49 A 30
Formalina 335,14 +25,36 B 30

W O B
iR
gOO
[T W

L ]
oW
[ B o
P

Comportamento de Cogara
Regido Orofacial (s)

Controle

Formalina

FIGURA 5. Efeito do Traamento sobre o comportamento de cogar a regido
orofacial. Cada coluna representa a média + EPM do periodo de tempo que oS

animais cogard® a regido orofacial. * Indica diferenca estatistica significante em
reia(,‘ﬁo ao qupo COB.H'OI@.
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TABELA 4. px:ﬁuémia do Sexo/Ciclo Estral sobre o comportanento de
cocar a [egid® orofacial (s5). Médias com letas distintas diferem
significativamente entre sipelo teste de Tukey.

Sexo/Cliclo Estral Média + EPM n
Fémeaas em Estro 259,06 + 57,93 A 20
Machos 180,00 +40,25B 20
Fémeas em Proestro 166,93 + 37,33 B 20
5
- 40
QO =
£35
§2
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3

Fémeas em Estro Machos Fémeas em Proestro

FIGURA 6. Influéncia do Sexo/Ciclo Estral sobre o comportamento de cocar a

regido orofacial.Cada cgluna representa a média + EPM do periodo de tempo que os
animais cocaram a regido orofacial. * Indica diferenca estatistica significante em
relacio aos grupos de machos e fémeas em proestro.
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4.12. Comport2Amento de levantar rapidamente a cabega,

A variavel levantar a cabeca nfio apresentou variagio 10 grupo
controle, visto AQU€ @ soma de todas as contagens, efetuadas a0 longo dos 43
minutos de obs€rvacio, foi igual a zero. Como este comportamento somente

foi evidenciadO TOS gmpos tratados com formalina 1,5 %4, a andlise foi

exclusivamente atribuida ao fator Sexo/Ciclo Estral.

A analise de varifncia ndo revelou indicios de que exista diferenga
estatistica significante entre as médias do comportamenio de levantar

rapidamente 2 cabega com relagio ao fator Sexo/Ciclo Estral (p = 0,3268)
(ANEXO 3; TAB. 5 ¢ FIG. 7).

TABELA 5. Influéncia do Sexo/Ciclo Estral sobre o comportamento de

levantar rapidamente a cabega. Média + EPM do nimero de vezes que 08
animais levantaram rapidamente a cabega.

10/Grup© Fémeas em Estro Fémeas em Proestro ~ Machos
NaCl 039‘%) 0 0 0
Formalina 1:5% 273+8.9 492 +13,6 46,1 £ 9,9
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Levantar Rapidamente

Fémeasem Estro Machos

Fémeas ern Proestfro

FIGURA 7. Influéncia do Sexo/Ciclo Estral sobre o comportamento de levantar

rapidamente a cabecga. Cada coluna representa a média + EPM do nimero de vezes
que 0S animais levantaram rapidamente a cabega.

4.1.3. Avaliacdo da dor indwida pela administracao de formalina na
regiio da ATM de ratos através da soma dos comportamentos de cocar a

regido orofacial € levantar rapidamente a cabeca.

A andlise de varidncia revelou que os efeitos dos fatores Tratamento
e Sexo/Ciclo Estral sobre a soma dos comportamentos foram significativos e

que nAo houve interagio entre esses dois fatores (ANEXO 4).

Com relagio ao fator Tratamento, observa-se que a média do grupo

ratado com formalina 1,5% foi significativamente maior do que a média do

grupo controle (p<0,05; TAB.6 ¢ FIG. 8).
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Quantor 2 Mluéncia do fator Sexo/Céido Estral, arwdia do grupo de

fBmeas em estro foisignificativamente maior do que as médias dos grupos de

femeas em proeSto € de muaches (p<0,05). Nio houve diferenca estatistica

entre 0 grapo de fmeas em proestro € o grupo de machos (p>0,05; TAB. 7 e
FIG. 9).

TABELA 6. Eftito do Trawmenzo sobre a soma dos comportamentos (s).

Médias com letTas distintas diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey.

P

T ratayento Média + EPM

Controle 69,0+12,6 B 30

Formalina 3759+ 68,6 A 30

Soma dos
Comportamentos (s)

Controle

Formalina

FIGURA 8. Efeito do Tratamento sobre a soma dos comportamentos de cocar a
regifo orofacial ¢ levantar rapidamente a cabeca. Cada coluna representa a média +

EPM da soma dos comportamentos. * Indica diferenca estatistica significante em
relagdo ao grupo controle.
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TABELA 7. Influéncia do Sexo/Ciclo Estral sobre a soma dos

comportamentos (5). Médias com letras distintas diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey.

Sexo/Ciclo Estral Miédia + EPM n
Fémeas em Estro 272,77+ 61,0A 20
Machos 2031 +454B 20
Fémeas em Proesiro 191,5+42,3B 20
2
7]
w 2
& g
£
o
o

Fémeas em Estro Machos Fémeas em Proestro

FIGURA 9. Influéncia do Sexo/Ciclo Estral sobre a soma dos comportamentos de
cocar a Tegiio orofacial e levantar rapidamente a cabega. Cada coluna representa a

média + EPM da soma dos comportamentos. * Indica diferenca estatistica
significante em relagio aos grupos de machos e fémeas em proestro.
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4.1.4. Incidénci2 do comportamento de tombar a cabeca para o Kado

injetado.

Nenhuti animal submetido 4 administragio de NaC1 0,9% (50uL.)
na regiio da ATM apresentou o comportamento de tombar a cabega para o

lado injetado. Por outro lado, 100% dos animais submetidos & injecio de

formalina 1,5% apresentaram esse comportamento (TAB. 8).

TARELA $. Incidéncia do comportamento de torbar a cabega para o lado
injetado.

Grupos Incidéncia n
Controle 0% 30
Formalina 1,5% 100% 30

4.1.5. Efeito da administracio de morfina sobre a soma dos

comportamentos de cocar a regidio orofacial e levantar rapidamente a

cabeca.

A analise de variincia revelou que houve interagio entre os fatores

Tratamento € 5¢x0/Ciclo Estral (ANEXO 5).
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Todos 0S8 grupos que receberam a administragio intraperitoneal de
morfina 4mg/Ke (10ml/Kg) apresentaram redugfo significativa da dor
:nduzida pela injesdo de formalina 1,5% na regisio da ATM (p<0,05; TAB. 9
e FIG. 10).

Com Trelagio ao fator Sexo/Ciclo Estral, as fémeas em estro
apresentaram 77% de redugdo do comportamento nociceptivo, enquanto que
nos machos € 1as ffmeas em proestro essa redugdo foi de 44% e 40%,

respectivamente (TAB. 9 e FIG. 10).

Ressalta-se que em relagdo ao fator Sexo/Ciclo Estral nido foi

constatada diferencaestatistica significante entre os grupos morfina (p<0,05).

TABELA 9. Efeito do Tratamento e do Sexo/Ciclo Estral sobre a soma dos
comportamentos _(s) (média + EPM). Médias na vertical com letras distintas
diferem significattvamente entre si pelo teste de Tukey.

5/Grupo Fémeas em Estro  Fémeas em Proestro Machos
Controle 54843+ 83,3 A 255,76 £ 28,4 A 360,39 +42,3 A
Morfina 12834+ 23,1 B 152,11 £15,9B 205,6+34,2 B

T
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Fémeas em Estro

Soma dos Comportamentos

Fémeas em Proestro Machos

M Controle B Morfina |

FIGURA 10. Influéncia do Tratamenso e do Sexo/Ciclo Estral sobre a soma dos
comportamentos de cogar a regifio orofacial e levantar rapidamente a cabega. Cada

coluna represenid 8 média + EPM da soma dos comportamentos. * Indica diferenga
ostatistica significante em relagio a0s respectivos grupos controle.

4.1.6. Incidéncia do comportamento de tombar a cabeca para o lado

injetado nos grupos tratados com morfina.

Nenbum animal submetido a administragio de sulfato de morfina
apresentou 0 comportamento de tombar a cabeca para o lado injetado apds a
injecio de formalina 1,5% na regizo da ATM. Por oufro lado, 100% dos

animajs submetidos & injecio intraperitoneal de NaCl 0,9% (conirole)

apresentaram €8¢ comportamento (TAB. 10).
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Grupos Incid éncia N
Controle 100% 15
Morfina 0% 15




5, DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostraram que as fémeas em estro séo mais
sensiveis & administracio de formalma 1,5% na regido da ATM do que os
machos e as fémeas em proestro, que ndo diferiram entre si. Os nossos dados
concordam com 0s de outros autores que encontraram diferenca na percepcgio
da dor entre machos e f8meas (ALOISE et al., 1994; BRADSHAW et 4.,
2000), sendo que entre as fémeas a maior sensibilidade foi observada durante
a fase estro (DRURY & GOLD, 1977; MARTINEZ-GOMEZ ef al., 1994) e a
menor na fase proestro (DRURY & GOLD, 1977; FRYE et al., 1992 ¢ 1993;

MARTINEZ-GOMEZ et al., 1994).

A administracio de formalina 1,5% na regifio da ATM produziu
comportamentos nociceptivos estereotipados, caracterizados pelos atos de
tombar a cabega para o lado injetado, levantar rapidamente a cabeca € cogar a

regido orofacial.

O comportamento de «cogar a rtegiio orofacial variou
significativamente em funcdo do sexo e do ciclo estral. As fémeas em estro,

independente do 7ratamento empregado (formalina 1,5% ou NaCl 0,9% na
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ATM), cogaram mais a regido orofacial do que os machos e as f€meas em

proestro, ndo havendo diferenca entres esses dois dltimos grupos.

Para explicarmos como as fmeas em estro apresentaram maior
atividade desse comportamento, devemos primeiramente distinguir 0 que foi
observado no grupo que recebeu NaCl 0,9% do que foi desencadeado no

grupo tratado com formalina 1,5%.

O comportamento de cogar e lamber (groooming) em mamiferos,
que ndo esta relacionado a resposta dolorosa (injegdo de NaCl 0,9 %), consiste
de episddios altamente organizados de cuidado com a pelagem, que também
sdo responsaveis pela homeostasia e sobrevivéncia do animal (JOLLES ef al.,
1979; MOORING et al., 1996; VOSS et al., 1998). No caso dos roedores o ato
de cocar € realizado no sentido rostrocaudal, iniciando-se na regido orofacial
com seqiiéncias estereotipadas € simétricas, transitando de uma regifio do
corpo para outra (VOSS et al., 1998). Tem-se demonstrado que em ratos esse
comportamento € exacerbado nas fémeas em estro, quando comparada com as
outras fases, e que essa variagdo na intensidade de resposta pode ser atribuida
as alteracdes morfofuncionais que ocorrem em regides especificas do SNC,

como, por exemplo, no hipotalamo (SCIMONELLI ef al.,1999).
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Ja o comportamento de cogar, quando desencadeado por estimulos
nocivos, apresenta uma organizacio diferente da descrita acima. Os animais
direcionam esse ato principalmente a regido do corpo com dor (DUBUISSON
& DENNIS, 1977; CLAVELOU et al., 1989) com o objetivo aparente de
remover a causa da dor. No caso do teste da formalina, seja no labio
(CLAVELQU ef al., 1989) ou na ATM (ROVERONI ef al., 2001), os animais
cocam a regido orofacial de forma assimétrica com a pata dianteira,
freqiientemente acompanhada da pata contralateral ¢ eventualmente com a
pata traseira ipsilalteral. Deve-se considerar também que o comportamento de
cogar relacionado a estimulos nio nocivos ocorre aleatoriamente durante o
periodo de observacdo. Diferentemente, no teste da formalina no labio ¢ na
ATM a freqiiéncia com que ocorre esse comportamento obedece a um padrio
de evolucdo temporal bastante organizado (CLAVELOU et of., 1989

ROVERONI et al., 2001).

Acreditamos que os baixos niveis de hormdnios ovarianos durante a
fase estro (SMITH er al., 1975) sejam os responsaveis pela maior fregiiéncia
do comportamento nociceptivo de cogar a regido orofacial durante esta fase.
Muitas especulages tém sido feitas com relagdo ao papel dos esterdides

sexuais nos processos de nocicep¢do e antinocicepcdo. Entretanto, os
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mecanismos pelos quais esses processos interagem com O SeX0 e com as
diferentes fases do ciclo menstrual ou estral ainda nio estio bem definidos

(FILLINGIM & NESS, 2000).

Como o comportamento nociceptivo de cocar a regido orofacial nos
machos nfo diferiu das fémeas em proestro, pode-se sugerir que os horménios
sexuais t€m a capacidade de modular essa resposta. Trabalhos realizados com
machos mostraram que a orquidectomia causa reducgfo do limiar de dor, que ¢
restituido com a reposicdo desse hormdnio (BEATY et al., 1976) e reduz a
analgesia opidide e nio-opidide induzida por estresse (MOGIL et al., 1993).
Observa-se também que o limiar de dor em ratas estd aumentado quando os
niveis de hormonios ovarianos estdo elevados (como durante a gravidez) e que
esta redugdo de sensibilidade é abolida quando se administra o antagonista
opidide naltrexone, sugerindo que este sistema € opibdide-dependente

{GINTZLER & BOHAN, 1990).

Ha ainda outros estudos que indicam que, em situagdes como a
gravidez, sdo os receptores kapa e delta opidide os responsdveis pela
antinocicep¢do € que o estrdgeno e a progesterona SZ0 0S responsavels por
modular esses receptores, como também a concentracio da dimorfina (k-

opiodide endogeno) na medula espinhal (MEDINA et al., 1993a ; DAWSON-
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BASOA & GINTZLER, 1996 e 1998). Além disso, recentemente foi
demonstrado que o tratamento prolongado de machos com estrogeno e

progesterona produz antmocicepcdo (LIU & GINTZLER, 2000).

Embora ratos de ambos os sexos, quando tratados com estrogeno e
progesterona, apresentem respostas antinociceptivas analogas, o substrato
neurobioldégico € o mecanismo envolvido nesse processo apresentam
diferencas significativas. Nas ratas esse efeito antinociceptivo € dependente da
ativacdo simultinea dos sistemas opidides kapa e delta e € potencializado pela
ativacdo de receptores o noradrenérgicos. Ja nos ratos € necessaria a ativagio
de receptores opidides kapa e mu, que agem independentemente e
aditivamente para contribuir com a antinocicep¢do. (LIU & GINTZLER,

2000). -

O comportamento de tombar a cabeca para o lado injetado foi
constatado em todos os animais submetidos & administracdo de formalina na
regido da ATM e abolido nos grupos tratados com morfina, caracterizando-o
como uma resposta exclusivamente dolorosa. Sabe-se que os animais emitem
este comportamento de forma lenta e progressiva ao longo do experimento, o
que impossibilita avalid-lo de um outro modo que nfo seja pela incidéncia

(ROVERONI et al., 2001). Porém, a anilise do comportamento de tombar a
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cabeca apenas pela incidéncia nfo permite detectar diferencas em relagdio ao

sexo e/ou ciclo estral.

Quanto ao comportamento de levantar rapidamente a cabeca,
embora 0 mesmo tenha sido emitido apenas pelos animais tratados com
formalina, caracterizando-o também como uma resposta exclusivamente
dolorosa, a analise estatistica ndo revelou diferencas com relagdo ao sexo e
ciclo estral. A freqiiéncia com que esse comportamento se manifesta parece
estar associada a fatores intrinsecos e individuais, pois os valores individuais
da amostra variaram significativamente em torno da média, resultando num
alto coeficiente de variacdo (85%). Esse foi um dos principais fatores para ndo
se ter encontrado diferenca estatistica entre os diferentes grupos. Os nosso
dados concordam com a observagdo feita por ROVERONI et al., 2001, de que
0S animais que passavam mais tempo cogando a regidio orofacial apresentavam
o comportamento de levantar rapidamente a cabeca em uma freqiiéncia
proporcionalmente menor e vice-versa. Como descrito acima, o
comportamento nociceptivo de cogar a regido orofacial foi significativamente
mais evidente nas fémeas em estro (259,06 + 57,93 s), grupo este que emitiu
menos vezes o comportamento de levantar rapidamente a cabega (27,3 = 8,9

vezes). O mesmo tipo de relacdo ocorreu com os grupos de fémeas em
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proestro (166,93 + 37,33s versus 49,2 + 13,6 vezes) e de machos (180,00 +
40,25 s versus 46,1 + 9,9 vezes), evidenciando que estas respostas se
apresentam de forma complementar ¢ que a analise isolada de um tunico
comportamento ndo ¢ a forma mais adequada de se avaliar o quanto foi

intensa a experiéncia dolorosa para o animal.

Tem sido descrito na literatura (WHEELER-ACETO & COWAN,
1993; ABBOT et al., 1995; TAYLOR et al., 1995) que a simples soma de
mais de um comportamento parece ser 0 modo mais adequado de avaliar as
respostas comportamentais induzidas pela administracdo de formalina, uma

vez que pode haver uma interacdo entre 0s comportamentos.

Pela andlise conjunta dos comportamentos nociceptivos de cogar a
regido orofacial e levantar rapidamente a cabeca, constatamos que as fémeas
em estro foram mais sensiveis ao teste da formalina na ATM que os machos e
as fémeas em proestro, o que foi comprovado pelos grupos tratados com

morfina.

O comportamento nociceptive (soma), induzido pela administragio
periarticular de formalina 1,5%, foi significativamente reduzido nos grupos de
machos e fémeas (estro e proestro) pelo pré-tratamento com a morfina. Ha

outros trabalhos em animais que confirmam a capacidade da morfina reduzir
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significativamente comportamentos nociceptivos desencadeados na regido
orofacial pela injecdo de formalina (CLAVELOU et al., 1989; EISENBERG

et al., 1996; ROVERONI et al., 2001).

Em relacfo ao sexo e ciclo estral ndo houve diferenca significante
na comparagio dos grupos tratados com morfina, ou seja, a dose empregada
foi capaz de reduzir a resposta comportamental (soma), em todos 0s grupos, a
niveis semelhantes. Este resultado sugere que provavelmente a dose de
morfina utilizada tenha sido alta, embora seja mais baixa que a dose utilizada
por CLAVELOQOU et al,, 1989, que administrou formalina no labio, um tecido
superficial. Entretanto, sabe-se que esta dose nfo tem a capacidade de
comprometer a atividade locomotora do animal (DUBUISSON & DENNIS,
1977), o que nos garante que toda a reducio comportamental observada esta
relacionada a processos estritamente dolorosos. Diante disso, podemos
afirmar que as fémeas em estro sdo mais sensiveis ao teste da formalina na
ATM por terem apresentado maior resposta dolorosa (avaliada pela soma dos
comportamentos) e maior reducdo dessa resposta pela morfina (77% de
reducdo), quando comparadas com os machos (44%) ¢ as f€meas em proestro

(40%).
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A maior redugdo da resposta comportamental nociceptiva pela
morfina no grupo de fémeas em estro nos da indicios de que nessa fase do
ciclo estral as ratas sejam mais sensiveis as propriedades antinociceptivas

desta droga.

Neste trabalho as sessGes experimentais foram realizadas entre
13:00 e 18:00 horas. Sabe-se que durante esse periodo, no proestro, ocorre 0
pico pré-ovulatorio de LH (KALRA & KALRA, 1974; SMITH et al., 1975).
Associa-se a esse pico de LH a dessensibilizaco dos receptores opidides do
tipo mu e, em menor intensidade, dos receptores do tipo deita (BERLUNG et
al., 1988). Efeitos similares foram encontrados em ratas ovariectomizadas
tratadas seqiiencialmente com estrogeno e progesterona para induzir variagdes
na concentragio de LH semelhantes as encontradas na tarde do proestro
(BERLUNG & SIMPKINS, 1988). Como nas fémeas em estro sdo
encontrados os niveis mais baixos dé LH, esse talvez seja o motivo pelo qual

nessa fase a morfina tenha sido mais eficaz.

Um outro mecanismo que poderia explicar uma menor sensibilidade
4 morfina nas fémeas em proestro, enquanto que o oposto nas fémeas em
estro, baseia-se na idéia de que o aumento do conteudo de dinorfina, que esta

associado aos elevados niveis de estrogeno e progesterona (GINTZLER &
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BOHAN, 1990; MEDINA, 1993a ¢ b), possa desencadear o0 mecanismo de
acdo antianalgésico dos receptores kapa opidides proposto por PAN e

colaboradores em 1997.

Estudos eletrofisiologicos tém identificado em regides do tronco
cerebral relacionadas com o sistema de modulagdo da dor, populagdes de
neurdnios denominados de primdrios e secundarios € que esses neurOnios
estio associados aos receptores kapa e mu, respectivamente (PAN ef al., 1997,
VAUGHAN et al., 1999). Os neurbnios primarios contém serotonina e quando
ativados resultam em antinocicepcdo, entretanto, recebem impulsos inibitorios
dos neurdnios secunddrios (impulsos GABAérgicos) (PAN et al., 1993). Os
neurdnios secundarios facilitam a transmissdo da dor e podem ser diretamente
mibidos por agonistas de receptores mu opidides, 0 que consegiientemente

levaria a excitagdo dos neur6nios primarios, por minimizar o efeito inibitdrio

do sistema GABAérgico. (VAUGHAN et al., 1999; FIG. 11).

PAN et al., 1997, em um estudo comportamental (tail-flick -
estimulos térmicos) desenvolvido em ratos, demonstraram que O agonista
opibide kapa U69593 atenua significativamente a analgesia produzida pelo
agonista opidide mu DAMGO, pois além de inibir diretamente os neuronios

primarios, também reverte a desinibicio e analgesia produzida via receptor
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mu. Além disso, nesse mesmo trabalho em um estudo eletrofisiologico, fol

proposto que os neurdnios primarios podem ser hiperpolarizados pela ac¢do da

dinorfina.

Encefalina Dinorfina
TN

) /\H/\ @ K /\\\
' neurdnio | /[ neurbnio '
. secundério / N /= primério /

.~ GABA,
* DOR. Projecdes espinhais | DOR

v v

FIGURA 11. Sistema de intera¢fo oposta entre receptores agonistas
opidides mu e kapa..

FONTE: PAN et al., 1997, p. 384,

Entretanto, TERSHNER ef al., 2000, utilizando-se do mesmo
modelo comportamental (tail-flick) em ratos de ambos o0s sexos, encontraram
que nas fémeas a administracio do agonista opioide kapa 1U69593 além de nio
ser capaz de antagonizar o efeito antinociceptivo do DAMGO (agonista
seletivo para receptor mu), o potencializa. Porém, esses autores ndo
consideraram as fases do ciclo estral e decorrentes alteragbes hormonais, o que

seria de grande importincia, visto que experimentos tém demonstrado que ©
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efeito analgésico da morfina ¢ reduzido em ratas ovariectomizadas submetidas
a reposigdo hormonal com estrogeno e/ou progesterona (RATKA &
SIMPKINS, 1991; ALI ef al., 1995) e em ratas na fase de proestro (VINCLER
et al., 2001). Além disso, sabe-se que a expressdo dos receptores kapa € mu
pode ser influenciada pelas variagdes hormonais que ocorrem durante o ciclo

estral (CASULARI et al., 1987; MAGGI ef of., 1993; CHANG et al., 2000)

O fato de que o nimero de receptores opidides kapa (CHANG ef al.,
2000) e mu (CASULARI et al., 1987, MAGGI et al., 1993) é maior durante o
proestro e estro do que nas outras fases do ciclo estral, que no grupo de ffmeas
em estro ndo ha pico do LH (SMITH et al., 1975) e que o contetido de
dinofira esta associado a elevados niveis hormonais (MEDINA, 1993a e b),

poderia justificar uma maior sensibilidade a2 morfina nas fémeas em estro.

Entretanto, para comprovar como 0 sexo ¢ ciclo estral interferem na
sensibilidade a morfina, seria necessario um estudo complementar que
envolvesse diferentes concentragbes de morfina. Com isso, seria obtida uma

curva dose-resposta que permitiria uma analise quantitativa mais adequada.

De um modo geral, observamos que o teste da formalina na ATM ¢é
um modelo que permite detectar diferencas nociceptivas em fungfo do sexo e

do ciclo estral. Além disso, levando-se em consideracdo que os dados

74



encontrados na literatura a respeito das diferengas sexuais na dor sfo
provenientes de estudos direcionados & regifo de tronco € membros, o teste da
formalina na ATM surge como uma valida opgo para o desenvolvimento de
futuras pesquisas que visem esclarecer 0s mecanismos pelos quais o sexo e as
variacOes hormonais que ocorrem durante o ciclo estral interferem nos

processo de modulaco da dor orofacial.
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6. CONCLUSAO

= Este estudo mostrou que o teste da formalina na ATM permite detectar

diferengas na sensibilidade a dor em fungfo do sexo e do ciclo estral.

= As fémeas em estro s30 mais sensiveis ao teste da formalina na ATM.
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ANEXO 2

Analise de varidncia referente ao comportamento de cogar a regido orofacial.
Coeficiente de variacdo = 23%. Transformag¢do das observagbes: raiz
quadrada.

Causa da Soma de Quadrados Valer
Variagio GL Quadrados Médios der Fr>F
Tratamento 1 1449,83 1449,83 164,29 0,0001
Sexo/Ciclo Estral 2 96,24 48,12 5,45 0,0070

Trat.*Sexo/Ciclo
Estral 2 4491 22,46 2,54  0,0879
Residuo 54 476,54 8,83
Total corrigido 59 2067,53
ANEXO 3

Analise de varidncia referente ao comportamento levantar rapidamente a
cabeca. Coeficiente de variagdo = 85%.

Comis G gt Owis Vo
Sexo/Ciclo Estral 2 2808,87 1404,43 1,17 0,3268
Residuo 27 32522,6 1204,54

Total corrigido 29 35331,47
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ANEXO 4

Andlise de varidncia referente & soma dos comportamentos de cogar a regifio
orofacial e levantar rapidamente a cabeca. Coeficiente de variagio = 18%.
Transformagao das observagdes: raiz quadrada.

Causa da Soma de Quadrados Valor
Variacio GL Quadrados Medios deF Pr>F
Tratamento 1 1850,57 1850,57 296,98 0,0001
Sexo/Ciclo Estral 2 66,27 33,14 523  0,0078
- .
Trat.*Sexo/Ciclo 2 24.88 12,44 2,00 0,1457
Estral
Residuo 54 336,49 6,23
Total corrigido 59 2278,21
ANEXO S

Grupo morfina: andlise de varidncia referente 4 soma dos comportamentos de
cocar a regido orofacial e levantar rapidamente a cabecga. Coeficiente de
varia¢do = 6%. Transformacdo das observagGes: logaritmica.

Comds G g Qmnn v
Tratamento 1 5,49 5,49 53,68 0.00001
Sexo/Ciclo Estral 2 0,57 0,28 2,78  0.0070
Tmt';ssifﬂ"md" 2 1,40 0,70 6,85 00047
Residuo 24 2,45 0.1
Total corrigido 29 9,91
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APENDICE

Tabelas referentes aos valores individuais da amostra.

TABELA1. Efeito da administracio de formalina 1,5% ou NaCl 0,9%
(controle) na regifio ATM de ratos sobre o comportamento de cogar a regido
orofacial. Soma do periodo de tempo (s) que os animais gastaram cogando a
regido orofacial durante o periodo de observacgio de 45 minutos.

Fémeas em estro Fémeas em proestro Machos
Animais
Controle Formalina Controle Formalina Controle Formalina
1 37,22 404,8 23,41 267,94 76,25 146,49
2 23,84 309,64 18,04 162,1 70,46 460,5
3 77,12 303,97 80,87 321.8 51,91 276,57
4 66,96 629,62 69,03 430,13 35,19 225,39
5 77,18 437,88 94,32 269,27 132,57 281,51
6 172,18 49533 52,51 355,94 79,31 512,61
7 93,52 316,28 118,64 75,02 28,28 313,47
8 78,86 538,47 101,56 353,57 53,81 215,89
9 101,52 606,26 28,22 369,03 23,71 256,04
10 68,16 342,48 85,41 61,75 49.4 310,57
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TABELA 2. Efeito da administracdo de formalina 1,5% ou NaCl 0,9%
(controle) na regiio ATM de ratos sobre o comportamento levantar
rapidamente a cabeg¢a. Soma do nimero de vezes que 0s animais levantaram
rapidamente a cabega durante o periodo de observagfo de 45 minutos.

Fémeas em estro Fémeas em proestro Machos
Animais
Controle Formalina Controle Formalina Controle Formalina
1 0 24 0 31 0 50
2 0 36 0 94 0 33
3 0 77 0 2 0 23
4 0 | 8 0 69 0 75
5 0 6 0 35 0 4
6 0 10 0 32 0 5
7 0 4 0 49 0 70
8 0 5 0 29 0 95
9 0 27 0 7 0 72
10 0 76 0 144 0 34
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TABELA 3. Soma dos comportamentos de cogar a regido orofacial ¢ levantar
rapidamente a cabega.

Fémeas em estro Fémeas em proestro Machos
Animais

Controle Formalina Controle Formalina Controle Formalina
1 37,22 428.8 23,41 298,94 76,25 196,49
2 23,84 345,64 18,04 256,1 70,46 493,5
3 77,12 380,97 80,87 323.8 51,91 299,57
4 66,96 637,62 69,03 499,13 35,19 300,39
5 77,18 443,88 94,32 304,27 132,57 285,51
6 172,18 505,33 52,51 387,94 79,31 517,61
7 93,52 320,28 118,64 124,02 28728 383,47
8 78,86 543,47 101,56 382,57 53,81 310,89
9 101,52 633,26 28,22 376,03 23,71 328,04
10 68,16 41848 85,41 205,75 494 344,67
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TABELA 4. Grupos morfina e controle: soma dos comportamentos de cogar a
regido orofacial e levantar rapidamente a cabega.

Fémeas em estro Fémeas em proestro Machos
Animais

Controle Morfina Controle Morfina Controle Morfina
i 570,39 128,57 1571 169,96 401,75 229,62
2 556,95 94,01 333,73 180,46 25428 143,96
3 842,83 81,76 281,12 175,69 259,75 326,9
4 4252 121,76 243,59 140,38 438,58 135,84
5 346,77 215,62 263,25 94,07 447,59 191,68
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