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RESUMO

O efeito dos hormonios sexuais na modulacao da dor orofacial ¢
ainda pouco compreendido. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
investigar o efeito das alteragdes hormonais decorrentes da gravidez e do
antagonista de receptor k-opioide (kapa-opioide) sobre a sensibilidade ao teste
da formalina na articulacdo temporomandibular (ATM) de ratas. Inicialmente
as fémeas em estro e as prenhas no 19° dia de gestacdo (n==8), receberam
injecdo de 50ul de formalina 1,5 % na ATM direita. Posteriormente o
antagonista seletivo de receptor k-opidide, nor-BNI (nor-Binalthorphimine)
(200 e 400ug), foi co-administrado (25ul) com a formalina 3% (25ul) na
ATM de ratas em estro e prenhas. A seguir, foram realizados grupos
adicionais, que receberam o antagonista de receptor kapa (200ug) ou NaCl
0,9% (controle) 24 horas antes da administracdo periarticular de formalina
(1,5%) em ratas prenhas, e (1%) em ratas na fase de estro. Para investigar um
possivel efeito sistémico do nor-BNI, o0 mesmo foi administrado (200ug/ 25ul)
na regido da ATM contralateral a da administracdo de formalina (1,5%/ 50pul).
Apos os diferentes tratamentos, as respostas comportamentais nociceptivas
sinalizadas nos animais, caracterizadas pelo ato de cocar a regido orofacial
(CO) e levantar rapidamente a cabeca (LC) foram quantificadas durante 45
minutos. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, ¢ o teste
de Tukey foi aplicado para identificar diferencgas significativas (p<0,05). As
respostas comportamentais utilizadas como indice de dor orofacial foram
analisadas conjuntamente pela soma das mesmas. Os resultados deste trabalho

mostraram que as fémeas prenhas apresentaram uma reducao estatisticamente



significativa da nocicepcdo ao teste da formalina na ATM, em relagcdo as
fémeas em estro. Além disso, o antagonista de receptor k-opioide, nor-BNI,
quando administrado 24 horas antes da formalina, induziu um aumento dos
comportamentos nociceptivos somente nas fémeas prenhas. O nor-BNI,
quando aplicado na ATM contralateral, ndo alterou a resposta nociceptiva
induzida pela formalina, mostrando um efeito periférico da droga. Os
resultados obtidos permitem concluir que: 1) O aumento dos niveis de
hormonios sexuais decorrentes da gravidez indulzem uma reducdo da
nocicep¢ao ao teste da formalina na ATM; 2) a ativacdo de receptores k-
opidide periféricos pela liberagdo de agonistas opidides endogenos, estd

envolvida na analgesia induzida pela gravidez no teste da formalina na ATM.



ABSTRACT

The effect of sex hormones in relation to orofacial pain modulation
1s poorly understood.Therefore, the aim of fhis work was to investigate the
effect of hormonal changes as result of pregnancy and from the kappa opioid
receptor antagonist over the sensibility to the formalin test in the female rats
temporomandibular joint (TMJ). Initially the animals received a 50ul formalin
(1.5%) injection at the right TMJ, female rats at estrus (n=8) and pregnant
females on day 19 of pregnancy (n=8). Then, the selective kappa opioid
receptor antagonist nor-Binaltorphimine (nor-BNI), had been co-administered
(25ul) with the formalin 3% (25ul) at the female rats TMJ at estrus and
pregnants, at different concentrations (200 and 400ug). Next, aditional groups
were made, which received the kappa (200ug) receptor antagonist or 0.9%
NaCl (contralateral) 24 hours prior to the periarticular injection of formalin
(1.5%) in pregnant female rats, and (1%) in female rats, estrous cycle phase.
In order to investigate a possible sistemic effect of nor-BNI, the same was
administered (200ug/ 25ul) at the TMJ region contralateral to the formalin
(1.5%/ 50ul) administration). After the different treatments, the nociceptive
behavioral responses signaled in the animals, characterized by rubbing the
orofacial region and flinching the head quickly were quantified during 45
minutes. The data obtained were submitted to analysis of variance, and the test
of Tukey was applied to identify significant differences (p<0,05). The
behavioral responses used as orofacial pain index were analysed in

conjunction with their somation.The results of this work demonstrated that



pregnant females showed a reduction statistically significant of nociceptive
responses to the TMJ formalin test than female rats at estrus. Moreover, the
selective kappa opioid receptor antagonist, nor-BNI, when administered 24
hours before the formalin, enhances the nociceptive behavioral responses just
in pregnant females. When applied into contralateral TMJ, nor-BNI did not
affect the magnitude of the nociceptive response induced by formalin. It can
be concluded that: 1) The increase of the sex hormone levels as result of
pregnancy, induces a reduction of nociceptive behavioral responses to the
TMJ formalin test; 2) the peripherally kappa opioid receptor activation, by
endogenous opioid agonists release, is involved in the antinociception induced

by pregnancy, to TMJ formalin test.



1 INTRODUCAO

A dor pode ser definida como uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel, que pode (ou ndo) estar associada a dano real ou
potencial nos tecidos, podendo ser descrita tanto em termos destes danos,
quanto por ambas as caracteristicas (Mersky, 1986).

A dor, portanto, ¢ uma experiéncia complexa, que pode ser
influenciada por fatores endogenos (biopsiquicos) e exdgenos (sécio-
culturais), podendo ser mais bem descrita como uma experiéncia
multidimensional.

Portanto, a unicausalidade nao retrata isoladamente o fenomeno da
dor. A multidimensionalidade ¢ o que permeia e determina o processo
doloroso.

Por tras dos mais variados tipos de dor estdo fatores como o trauma,
sedentarismo, as posturas alteradas e o estresse.

Cerca de 15 a 30% da populacao dos paises industrializados sofre de
algum tipo de dor, o que gera problemas de ordem pessoal, social e econdmica
para a sociedade em geral (Aghabeigi, 1992).

Particularmente a dor orofacial, destaca-se das outras dores
somaticas devido a sua grande intensidade e freqiiente ocorréncia, o que
impede muitas vezes que um individuo mantenha as suas atividades de vida
diaria.

Dentre as  estruturas craniomandibulares, a  articulacdo
temporomandibular (ATM) ¢ considerada uma das principais fontes

desencadeantes de dor na regido orofacial.



A dor na regido temporomandibular ¢ encontrada principalmente,
em jovens ¢ adultos de meia-idade (18-44 anos), sendo mais incidente em
mulheres, na referida faixa etaria (Steenks & Wijer, 1996).

As diferencas sexuais na percep¢ao da dor tém recebido atencdo
especial por parte da comunidade cientifica. Porém, as afirmacdes de uma
maior prevaléncia de desordens craniomandibulares entre homens e mulheres
ainda ¢ desconhecida (Bereiter, 2001).

Além das diferengas sexuais no processamento da dor, variacoes
também sdo encontradas na analgesia a agentes opiodides endogenos e
exogenos.

Varios autores t€ém demonstrado que o sistema de analgesia no sexo
feminino ¢ mais sensivel que o masculino quando sdo utilizados analgésicos
Kk-opidide (receptor opidide kapa) (Gear et al., 1996).

Discussoes relevantes t€m sido realizadas no ambito da influéncia
de hormonios sexuais femininos sobre as respostas dolorosas em humanos e
em animais experimentais. Condigdes como a gestagdo e o parto, tém sido
constantemente associadas com uma analgesia opidide. Acredita-se portanto,
que os hormoOnios sexuais femininos sejam responsaveis pelo menos em parte,
por ativar um sistema k-opioide/dinorfina na medula espinhal (Sander et al.,
1989).

A analgesia induzida pela gravidez tem sido relatada por varios
autores (Whipple er al., 1990; Ratka & Simpkins, 1991) evidenciando um
aumento no limiar de sensibilidade aos estimulos dolorosos em mulheres
gravidas.

A atual compreensao dos varios mecanismos que envolvem ¢

influenciam o processamento do estimulo doloroso, somente tornou-se



possivel a partir do desenvolvimento de modelos experimentais, tanto em
animais quanto em humanos, nas diversas areas de interesse do estudo da dor.
E extenso o nimero de trabalhos que procuram elucidar a influéncia
dos hormonios sexuais no processamento da dor, em diversas regides do
corpo, por meio da utilizacdo de testes nociceptivos tanto em humanos quanto
em outras espécies (Fillingim & Ness, 2000). Entretanto, na regido da ATM,
pouco se sabe a respeito dos efeitos dos hormonios sexuais femininos, € 0
possivel envolvimento do receptor k-opidide, no processamento ¢ modulacao

periférica da percepcao dolorosa.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MECANISMOS NEUROBIOLOGICOS BASICOS DA DOR
OROFACIAL

Para que ocorra o fendmeno sensitivo-doloroso, uma série de
eventos sao necessarios, até que os estimulos ambientais sejam transformados
em potenciais de a¢do a partir dos receptores periféricos e através das fibras
neurais, a fim de que sejam conduzidos ao sistema nervoso central (SNC)
(Lund et al., 2002).

A dor é considerada uma das formas de sensibilidade somestésica,
sendo que para cada uma das formas de sensibilidade existe um receptor
especifico.

Os receptores sensoriais especificos responsaveis pela captagdo de
estimulos nocivos sdo as terminagdes nervosas livres, que sao conhecidas
como nociceptores (ou algioreceptores), sensiveis a diversas formas de
estimulos: mecanicos, térmicos ou quimicos.

Os nociceptores estdo presentes em varios tecidos orofaciais, tais
como a pele, mucosa oral, polpa dental, periodonto, periosteo, articulagdao
temporomandibular e musculos (Aghabeigi, 1992).

Quando ativados, os nociceptores desencadeiam um potencial
gerador, que caso atinja o limiar de excitabilidade da fibra, promove a
formacao do potencial de agao.

Uma vez gerado o potencial de acdo, determina-se sua propagacao

através das fibras nervosas aferentes, enviando informagdes para que o SNC,



onde sera identificada a intensidade, qualidade, localizacdo e duracdo do

estimulo (Sessle, 2000).

A intensidade e duracdo do estimulo nociceptivo sdo determinadas
pela freqliéncia e pelo tempo de excitacao da fibra aferente nociceptiva. A
qualidade do estimulo estd relacionada com o padrdo de resposta da fibra
aferente a um estimulo nocivo particular. J& a localizagdo do estimulo depende
de uma caracteristica periférica importante que ¢ o campo receptivo da fibra
(area da pele, mucosa ou tecido profundo a partir do qual uma fibra aferente
ou neurdnio central e os receptores com que estdo associados podem ser

excitados por um estimulo limiar) (Sessle, 2000).

As fibras aferentes, que conduzem os estimulos nociceptivos podem
ser classificadas segundo o seu didmetro. Portanto, quanto maior for o

diametro da fibra nervosa, maior serd sua velocidade de conducao.

Para o caso da transmissdao dolorosa, Dubner & Benett (1983),
classificaram as fibras nociceptivas em trés tipos principais: 1) Fibras A delta
(Ad) mecanotérmicas, que respondem a estimulos térmicos e mecanicos
intensos; 2) Fibras polimodais C, que sdo sensiveis a estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos intensos; 3) Fibras A beta (Af) mecanoreceptivas de alto
limiar de excitabilidade, que respondem melhor a estimulos mecénicos
intensos. Essas fibras estdo envolvidas no processo de modula¢ao do estimulo

doloroso (Dubner & Bennett, 1983).

As fibras Ad e C transportam a informagdo neural por meio do
ganglio trigeminal, onde os corpos celulares dos aferentes trigeminais
primarios estdo localizados, e entdo para dentro do tronco cerebral, onde

ocorre a primeira retransmissdo sindptica da informacgdo. Os aferentes
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cutaneos e trigeminais intra-orais, bem como os aferentes primarios que
inervam tecidos mais profundos (por exemplo, ATM e musculos da lingua e
maxilares) e alguns aferentes dos nervos cranianos VII, IX e X e de nervos
cervicais superiores, se projetam para o complexo trigeminal do tronco
cerebral (Fricton & Dubner, 2003). O complexo trigeminal do tronco cerebral
pode ser subdividido em principal, ou nicleo sensorial principal, e nicleo do
trato espinhal. Este ultimo € constituido por trés subnucleos: oral, interpolar e

caudal (Sessle, 1996).

O subnucleo caudal ¢ o subnucleo que estd localizado na porcao
mais inferior do ntcleo do trato espinhal, estendendo—se até o corno dorsal da
medula espinhal cervical, fundindo-se com a mesma. E a principal estagdo de
transmissdo da informagdo nociceptiva proveniente da regido orofacial

(Fricton & Dubner, 2003).

Estudos anatomicos tém demonstrado que o subnucleo caudal
possui uma estrutura laminar semelhante aquela do corno dorsal da medula
espinhal. As fibras nervosas de pequeno diametro do tipo C e Ao, terminam
nas laminas I, II, V e VI (laterais) do subntcleo caudal, ja as fibras AP

terminam nas laminas I1I e IV (mediais).

O subnucleo caudal possui dois tipos de neurénios nociceptivos: 0s
especificos, que recebem impulsos das fibras C e A delta e respondem
somente a estimulos nocivos, € 0s convergentes ou multirreceptivos, que
recebem aferéncias das fibras tipo A de pequeno e grande calibre, e das fibras
do tipo C, e podem ser excitados por estimulos nocivos € nao nocivos (tateis).
Ambos os neurOnios estdo concentrados nas laminas superficiais (I e II) e

profundas do subnucleo caudal (V, VI) (Lund et al., 2002).
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Os neurdnios nociceptivos do subntcleo caudal apresentam uma
extensa convergéncia de fibras nervosas aferentes, sendo estas provenientes da
pele e da mucosa (tecidos superficiais), ¢ da ATM, musculos mastigatorios,
lingua e da dura-mater (tecidos profundos). Essa convergéncia de fibras da
ATM e musculos mastigatorios para os neurdnios nociceptivos superficiais
pode explicar pelo menos em parte, a dificuldade na localizacdo exata de
estimulos nocivos profundos, ¢ a dor referida que freqiientemente estd

associada a esses tecidos (Lund et al., 2002).

As semelhancas morfoldgicas e funcionais, entre o subnicleo
trigeminal caudal e o corno dorsal da medula espinhal, ressaltam a

importancia do subnucleo caudal nos mecanismos nociceptivos trigeminais.

Apesar do papel crucial nos mecanismos orofaciais nociceptivos ter
sido descrito para o subntcleo caudal, estudos recentes também incluiram os
componentes rostrais do complexo trigeminal do tronco cerebral nos
mecanismos orofaciais nociceptivos (Fricton & Dubner, 2003). As lesdes
dentro ou adjacentes ao subntcleo caudal ndo necessariamente eliminam por
completo todos os reflexos ou respostas comportamentais aos estimulos
orofaciais nocivos; em contrapartida, as lesdes rostrais podem interferir com
comportamento de dor provocado por estimulos nocivos térmicos ou
mecanicos aplicados aos tecidos periorais ou intra-orais. Além disso, a polpa
dentaria, bem como os aferentes cutdneos nociceptivos, podem terminar nos
componentes rostrais, € neurdnios nociceptivos foram encontrados no
subnucleo interpolar e oral. Os locais de projecdo das regides rostrais sdao
também algumas das mesmas regides em que estao os locais de projecao dos

neurdnios caudais, e muitos desses locais estdo implicados na transmissao da

12



dor ou seu controle. Além disso, muitos dos neurdnios que recebem entradas
aferentes trigeminais, e estdo localizados dentro ou adjacentes aos
componentes rostrais do complexo trigeminal, podem servir como
interneurdnios reflexos na multiddo de respostas reflexas que podem ser
provocadas por estimulos orofaciais nociceptivos. Tal evidéncia aponta
claramente para o papel desses componentes tanto rostrais como caudais na
nocicep¢do, porém mais pesquisas sao necessarias para esclarecer a
importancia relativa e o papel nos mecanismos de dor orofacial dos

componentes rostrais ¢ caudais do complexo trigeminal do tronco cerebral.

Apos serem processadas no nucleo do tracto espinhal, as
informagdes dolorosas sdo retransmitidas para diversas areas do SNC, como
talamo posterior, cerebelo, substidncia cinzenta periaquedutal, formacao
reticular do tronco cerebral, nicleo parabraquial pontino ¢ medula espinhal,
como também para as regides rostrais do complexo trigeminal do tronco

cerebral, como o subnucleo oral (Fricton & Dubner, 2003).

Algumas dessas areas retransmitem a informacao orofacial sensorial
que receberam do subnucleo caudal para centros cerebrais mais altos,
enquanto outros utilizam essa informag¢do do subntcleo caudal (ou outras
partes do complexo trigeminal do tronco cerebral) para modular a transmissao
somato-sensorial. Sinapses com a formagao reticular e estruturas adjacentes no
tronco cerebral sdo determinantes para o desencadeamento de respostas
autonomicas reflexas perante estimulos nocivos, tais como alteragdes na

freqiiéncia respiratoria e cardiaca, e alteracdes na pressao arterial (Sessle,

2000).
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Aghabeigi (1992), sugere que a projecao espinotalamica ao tdlamo
medial e deste para o cortex frontal, estd relacionada com o componente
afetivo e motivacional da dor. Enquanto que a projecdo para o talamo
ventrobasal, e deste para o cortex somato-sensorial, ¢ responsavel pelo

componente sensorio-discriminativo da dor.

Apesar do grande nimero de intercomunicagdes existentes entre
todo o complexo trigeminal e dreas adjacentes no tronco cerebral, a principal
area de projecdo do complexo trigeminal do tronco cerebral, ¢ o tdlamo
contralateral. Depois de entrar no subnucleo caudal, no nucleo sensorial

principal ha sinapse para o lado oposto e dai ascendem para o talamo.

A regido talamica ventrobasal ¢ a responsdvel por receber e
transmitir informagdes somatossensoriais provenientes dos tecidos orofaciais
(Sessle, 1996). Essa regido contém neurdnios nociceptivos especificos e
convergentes, funcionalmente similares aos do subnucleo caudal, que ao se
projetarem para areas especificas do cortex cerebral, determinam o carater

multidimensional da experiéncia dolorosa (Sessle, 2000; Lund et al., 2002).

Acredita-se que os neur6nios nociceptivos que se projetam para a
regido do coértex somato-sensorial primdria SI desempenham papel na
localizacdo e discriminagdo do estimulo doloroso, enquanto que os que se
projetam para outras areas como hipotdlamo e cortex cingulado anterior

determinam o componente motivacional e afetivo da dor (Sessle, 2000).

A origem da sensacao dolorosa, desde a captacdo do estimulo
nocivo até a sua interpretagdo, pode resultar de varios fatores, incluindo
mudangas funcionais nos tecidos periféricos € no sistema nervoso central

(SNC), juntamente com interpretacdes psicossociais disfuncionais dos
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estimulos periféricos. Ao ocorrer uma lesao tecidual, imediatamente uma série
de respostas sdo desencadeadas pelo organismo por intermédio da liberagao de
substancias, tais como: acido latico, bradicinina (BK), prostaglandinas (PG),
substancia P (SP), ions potéssio, serotonina, histamina, fator de crescimento
neural (NGF), peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), ions
hidrogénio, ATP, citocinas, 6xido nitrico (NO) e outras, levando a alteragdes

neuroplasticas periféricas e centrais (Swift et al., 1998).

A maioria dos estudos tem avaliado a capacidade dos estimulos
nocivos, aplicados a uma regido do corpo, de modular os reflexos nociceptivos
e a percepcao da dor, originaria de uma area do corpo distante provocada por
estimulos experimentais. Poucos estudos examinaram a influéncia das

alteragdes hormonais sobre a modulagao da dor.

2.2 ALTERACOES HORMONAIS RELACIONADAS A DOR

Existem poucas pesquisas com respeito as diferentes respostas
relacionadas ao género frente a vdrias aflicdes sensoriais, incluindo a
experiéncia dolorosa. As diferencas entre homens e mulheres, quanto ao
metabolismo, estrutura fisica, e variagdes hormonais podem influenciar os
mecanismos bioldgicos da transmissao dolorosa, da sensibilidade dolorosa, ¢

da percepg¢ao a dor (Unruh, 1996).

Tem sido indicado que as mulheres reportam dores mais severas,

mais freqiientes e de maior duracdo do que os homens. Interessantemente, as
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condi¢des dolorosas que afetam com mais freqiiéncia as mulheres se

expressam ao nivel da cabega e pescogo (Unruh, 1996).

As maiores discussoes com relacdo a modulacao da dor tém sido
feitas no ambito da influéncia de hormodnios sexuais femininos sobre as
respostas dolorosas em humanos e em ratos. Principalmente com respeito a
gestacdo e ao parto, condicOes estas constantemente associadas com uma
analgesia opiodide (Sander et al., 1989). Assim, ¢ valida uma revisao sobre as
variagdes hormonais durante o ciclo ovariano da mulher (ciclo menstrual), da

rata (ciclo estral) e dos eventos ocorridos na gravidez.

O ciclo ovariano da mulher dura em média 28 dias e pode ser
dividido em trés fases: fase folicular (ou fase po6s-menstrual), fase ovulatoria e

fase lutea (ou fase pré-menstrual) (Guyton, 1992; Berne & Levy, 1996).

A fase folicular ¢ o periodo que precede a ovulagdo (comega com o
inicio da menstruagdo). Precocemente, na fase folicular, os niveis de FSH
(hormonio foliculo estimulante) e de LH (hormodnio luteinizante) comegam a
subir. Durante a menstruagdo, as concentragdes de FSH sdo 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). A fase folicular
¢ dominada pelo estrégeno cujos niveis aumentam gradativamente, enquanto
que a progesterona permanece relativamente baixa até momentos antes da
ovulagdo. Durante a segunda metade da fase folicular, os niveis de FSH caem
modestamente, enquanto que os de LH continuam a subir lentamente. Ao
mesmo tempo, a secre¢do de estrogeno aumenta rapidamente, atingindo o seu

pico imediatamente antes da ovulacao (Guyton, 1992; Berne & Levy, 1996).
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A ovulagdo se segue ao surto de secrecao de estrogeno, no fim da
fase folicular: tal surto exerce efeito de feedback positivo sobre a secrecao de
FSH e de LH, pela hipofise anterior. Os niveis de estrogeno diminuem apos a

ovulagdo, mas irdo aumentar durante a fase lutea (Costanzo, 1999).

Na fase lutea, a progesterona aumenta bruscamente, enquanto que as
concentragdes de LH e de FSH, comecam a declinar até atingirem os niveis
mais baixos proximo do final do ciclo. Se ndo ocorrer fecundacao, o ciclo
menstrual termina quando os niveis dos esterdides sexuais atingirem seus
valores mais baixos, ¢ os niveis de FSH comecarem novamente a subir, até

ocorrer a menstruacdo (Berne & Levy, 1996).

Se houver fecundacao, o 6évulo fertilizado se divide em blastocisto e
implanta-se no endométrio. A receptividade do endométrio ao oOvulo ¢
dependente de baixa propor¢ao de estrégeno/progesterona, ¢ corresponde ao
periodo de maior secre¢do de progesterona pelo corpo amarelo. O blastocisto ¢
constituido por uma massa interna de células, que vai formar o feto, e por um
revestimento externo, chamado trofoblasto. No primeiro trimestre de gestacao,
o trofoblasto ird se transformar na placenta, € comecara a secretar
gonadotropina coridénica humana (HCG). A HCG do trofoblasto (placenta)
“resgata” o corpo amarelo de sua regressdo, pois sem a fertilizagdo, e a
estimulacdo pela HCG, o corpo amarelo regredira doze dias apds a ovulagao, e
a partir dai se seguira a menstruagao. Com acao semelhante a do LH, a HCG
estimula a producdo pelo corpo amarelo, de estrogeno e progesterona. Os
niveis de HCG atingem o maximo na nona semana. O segundo e terceiro
trimestres de gravidez, sdo sustentados pelos hormoénios esterdides da

placenta.
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Nas ratas o ciclo ovariano € constituido por quatro fases: proestro,

estro, metaestro (ou diestro 1) e diestro (ou diestro II) (Smith et al., 1975).

Os niveis de LH, FSH e prolactina permanecem baixos durante
quase todo o ciclo estral, aumentando somente na tarde do proestro. O
aumento da secre¢do de estrégeno tem inicio no metaestro, atinge o pico no
proestro e retorna aos valores basais no estro. J4 o padrdo de secrecdo da
progesterona ¢ caracterizado por dois picos principais. O primeiro comega na
tarde do metaestro e estende-se até a manha do diestro, enquanto que o
segundo pico somente ocorre no final da tarde e noite do proestro (Marcondes

et al., 2002).

Com a distin¢cdo das variagdes hormonais durante o ciclo menstrual
e o ciclo estral, varios estudos relacionados a dor puderam ser desenvolvidos.
No entanto, ainda existe uma grande variabilidade de resultados encontrados

na literatura, que relacionam os sistemas nociceptivo, opiodide e hormonal.

Com relagdo aos opioides, eles sao conhecidos por atuarem em trés
principais tipos de receptores opidides: mu (p), delta (8) e kapa (k). Estes
receptores estdo distribuidos no organismo de forma heterogénea, e de acordo

com a sua funcao.

Evidéncias mostraram a existéncia de substancias endogenas
similares a morfina, com agdo nesses receptores opidides. Essas substincias
sao chamadas de peptideos opidides endogenos, e sdo classificadas em:
encefalinas (que sdo derivadas da pré-encefalina) e as endorfinas, a beta-
endorfina (derivada da pro-melanocortina) e a dinorfina (derivada da pro-

encefalina beta). A dinorfina estd presente na substancia negra, estruturas do
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sistema limbico, e substancia cinzenta periaquedutal do mesencéfalo, além de

possuir alta afinidade pelo receptor k (Clark, 1987).

Esta bem estabelecido pela literatura, que os receptores opidides
estdo implicados na modulagao da resposta dolorosa. O sistema de modulagao
opidide ndo ¢ exclusivamente central, apresenta componentes periféricos.
Foram encontrados receptores opidides nos macrofagos, mastdcitos, nos
ganglios trigeminais e espinhais, e nas fibras sensitivas que inervam
nociceptores (Binder, 2001). Além disso, sabe-se que o efeito antinociceptivo
produzido pela administracdo de morfina na ATM de ratos sugere a presenga
de receptores opidides funcionais na ATM (Bakke et al., 1998; Cai et al.,
2001). No entanto, ndo se sabe qual o tipo de receptor opioide existente, uma

vez que a morfina ndo ¢ seletiva para nenhum tipo especifico de receptor.

Hé4 ainda uma série de discussdoes a respeito da variacdo das

respostas analgésicas com relagdo as variagdes hormonais.

Alguns autores tém encontrado maior sensibilidade a dor na fase

ovulatéria da mulher (Unruh et al., 1996; Fillingim et al., 1997).

A analgesia induzida pela gravidez foi relatada em mulheres por
varios estudos. Em um desses estudos, foi observado a presenga de um
mecanismo enddgeno responsavel por atenuar a dor, ativado quando o colo
uterino se dilata, durante o parto (Whipple et al., 1990). Um outro estudo
também demonstrou um nitido aumento nos limiares dolorosos de mulheres
gravidas (Ratka & Simpkins, 1991). Em contraste, os limiares de mulheres
ndo-gravidas, testados em paralelo, permaneceram constantes. Estudos em
animais demonstraram que o limiar de dor em ratas ¢ aumentado quando os

niveis de hormodnios ovarianos estdo elevados (como durante a gravidez) e que
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esta reducdo de sensibilidade € abolida quando se administra o antagonista
opiodide naltrexone, sugerindo que este sistema ¢ opidide-dependente (Gintzler

& Bohan, 1990).

Acredita-se, portanto, que os hormdnios sexuais femininos sejam
responsaveis pelo menos em parte, por ativar um sistema k-opidide

(k)/dinorfina da medula espinhal (Sander et al., 1989).

Em animais, observou-se um aumento da sensibilidade a dor durante
as fases do ciclo estral: proestro (Chang et al., 2000; Vincler et al., 2001),
estro (Kaiser et al., 1996; Chang et al., 2000).

Também em animais, foi demonstrado que a reposi¢do hormonal,
em ratos gonadectomizados, causa alteracdes no limiar de dor, podendo

aumenta-lo (Liu & Gintzler, 2000).

Embora ratos de ambos os sexos, quando tratados com estrogeno e
progesterona, apresentem respostas antinociceptivas andlogas, o substrato
neurobioldgico € o mecanismo envolvido nesse processo apresentam
diferencgas significativas. Nas ratas, o efeito antinociceptivo ¢ dependente da
ativacdo simultanea do sistema opidide xk e o, sendo potencializado pela
ativacdo de receptores alfa 2 (a2) noradrenérgicos. Nos ratos, o efeito
antinociceptivo depende da ativagao de receptores k-opidide e mu, que agem

independentemente e aditivamente (Liu & Gintzler, 2000).

Atualmente, por meio de modelos experimentais em animais, tem-se
conseguido, cada vez mais, adquirir informagdes a respeito dos mecanismos
neurofisiologicos da dor. No entanto, a maioria dos estudos que relacionam

modulacao opidide ¢ variagdes hormonais, tem utilizado a administragao de
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agonistas de receptor opidide exdgenos, o que ndo permite avaliar a ativagao

endogena das redes inibitorias da dor.

Tem sido relatado, que os receptores k-opidide e delta opiodide, sao
os responsaveis pela antinocicep¢ao induzida pela gravidez, e que o estrogeno
e a progesterona sao os responsaveis por modular esses receptores, como
também a concentracdo da dinorfina (k-opidide endégeno) na medula espinhal

(Dawson-Basoa & Gintzler, 1996, 1998).

2.3 TESTE DA FORMALINA NA ATM

O teste da formalina ¢ considerado um modelo experimental de dor
inflamatoria tonica, e sensivel a varias classes de drogas analgésicas
(Hunskaar & Hole, 1987; Tjolsen et al., 1992). Atualmente, este teste vem
sendo utilizado e adaptado para estudos em diferentes regides do corpo de
ratos.

O modelo foi descrito originalmente por Dubuisson & Dennis
(1977), a partir da administragao subcutanea de formaldeido a 37% diluido em
solucdo salina (que ¢ a formalina) no dorso da pata traseira de ratos. Em
seguida, os comportamentos nociceptivos estereotipados, caracterizados pelos
atos de lamber e levantar rapidamente a pata eram observados. Foi observado
que esses comportamentos obedeciam a um padrio de respostas bifasico
(Wheeler-Aceto et al., 1990; Rosland, 1991), com um periodo inicial de dor
intensa ¢ de curta duracdo (primeiros 5 minutos) € uma segunda fase de dor
moderada e persistente (entre 10 a 60 minutos apds a injecdo). Entre a

primeira e a segunda fase, existe um curto periodo de laténcia denominado de
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interfase. A interfase ¢ considerada um periodo de baixa atividade
comportamental, que ¢ atribuido a redu¢do momentdnea da atividade das
fibras nervosas aferentes (Puig & Sorkin, 1996; Mccall et al., 1996) e a agao
de mecanismos inibitorios descendentes (Franklin & Abbott, 1993).

Hunskaar & Hole (1987) sugeriram que a primeira fase ¢ decorrente
da estimulagdo quimica direta dos nociceptores, e que a segunda fase seria
provocada pelo desenvolvimento do processo inflamatorio local e pela
sensibilizagdo dos neurdnios nociceptivos no SNC (Coderre et al., 1990;
Tjolsen et al., 1992).

Entretanto, a comprovacao experimental de que na primeira fase ha
participacdo de mediadores enddgenos, como a bradicinina, histamina,
serotonina e substancia P, levantaram davidas quanto a essa idéia (Parada et
al.,2001).

Contudo, a sensibilizagdo central desencadeada pelos impulsos da
primeira fase da formalina pode ndo ser suficiente para manter as respostas
comportamentais nociceptivas na segunda fase. A administracao local de um
derivado quaterndrio da lidocaina hidrofilica (QX-314) 10 minutos apds a
administragdo de formalina na pata € capaz de inibir as respostas da segunda
fase, sugerindo, portanto, a participacdo do componente periférico (Taylor et
al., 1995).

Clavelou et al. (1989) apresentaram uma modificagdo no teste da
formalina, a fim de adaptd-lo para o estudo da dor orofacial. Os autores
observaram, que a inje¢cdo de formalina no labio superior de ratos, foi capaz de
induzir respostas comportamentais nociceptivas, tais como o ato de cogar a
regido orofacial com as patas dianteiras, ¢ algumas vezes com a pata traseira

ipsilateral. Assim como no teste da formalina na pata, foram observados dois

22



periodos, denominados de primeira fase (0-3 minutos) e segunda fase (entre
18 a 42 minutos apos a inje¢ao).

Roveroni et al. (2001) propuseram o teste da formalina na ATM. A
administragdo de formalina na ATM de ratos desencadeia os comportamentos
nociceptivos de cogar a regido orofacial, de levantar rapidamente a cabeca e o
de tombar a cabeca para o lado injetado. Esses comportamentos foram
reduzidos pela administracdo de morfina (4mg/Kg, i.p.) 30 minutos antes da
inje¢do da formalina, e também pela co-administracdo de lidocaina (QX-314,
2%) com a formalina. Diferentes concentracdes de formalina foram testadas
nesse modelo (0,5%, 1,5%, 2,5% e 5,0%) ¢ os resultados mostraram que as
respostas comportamentais foram significativamente maiores a partir de 1,5%

e que acima disso, as respostas nao diferiram entre si.

Roveroni et al. (2001) sugeriram ainda que as respostas
comportamentais nociceptivas, como o ato de cogar a regido orofacial e de
levantar rapidamente a cabeca, que ocorrem de forma alternada, devem ser
avaliadas conjuntamente para serem utilizadas como um indice de dor
orofacial. Assim como descrito na literatura, a simples soma de mais de um
comportamento seria a forma mais adequada de avaliar as respostas
comportamentais induzidas pela administracdo de formalina, uma vez que
pode haver uma integracdo entre os comportamentos (Wheele-Aceto &

Cowan, 1993; Abbott et al., 1995).

23



3 PROPOSICAO

O proposito deste trabalho foi o de verificar: 1) a influéncia das
alteragdes hormonais decorrentes da gravidez na sensibilidade ao teste da
formalina na ATM e 2) um possivel envolvimento do receptor k-opidide na
modulagdo periférica da dor, induzida pela formalina na ATM de ratas

prenhas e na fase estro.

24



4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica
na Experimentagdo Animal, do Instituto de Biologia/UNICAMP (CEEA -
protocolo n° 389-1) (Anexo).

A experimentagdo animal seguiu as diretrizes propostas pelo Comité
para Pesquisa e FEtica, da Associacdo Internacional para o Estudo da Dor

(IASP) em animais conscientes (Zimmermann, 1983).

Para a realizagdo deste trabalho foram submetidos ao teste da
formalina na ATM (Roveroni et al., 2001) ratas Wistar, (n=85), pesando entre
200 e 350g com 3 a 4 meses de idade, provenientes da ANILAB / Paulinia —
SP.

Os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, UNICAMP, em gaiolas plasticas (5 animais por
gaiola) contendo maravalha, em ambiente controlado (temperatura de + 23°C;
ciclos claro/escuro de 12 h). Durante esse periodo receberam 4gua e ragdo a

vontade.
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4.2 DETERMINACAO DAS FASES DO CICLO ESTRAL E INDUCAO
DA GRAVIDEZ

Foram selecionadas fémeas em estro (baixos niveis hormonais) e
fémeas prenhas no 19° dia de gravidez (altos niveis hormonais). A
determinacao das fases do ciclo estral era feita diariamente, entre 12:00 e
13:00 h, pelo método modificado do esfregaco vaginal (Figura 1) (Marcondes
et al., 2002) e somente as ratas que apresentaram ciclos regulares de 4 ou 5

dias, foram utilizadas (Smith ez al ., 1975).

Durante no minimo oito dias consecutivos os animais foram levados
para a sala de analise comportamental e a secre¢do vaginal foi coletada com o
auxilio de uma pipeta com ponteira plastica contendo 10ul de soro fisioldgico
(Figura 1 a e b). Para a andlise do material, foi utilizado um microscopio

optico (aumento de 10 vezes) e observado a fresco (Figura 1 c).

A partir da proporcao entre o nimero de células queratinizadas,
epiteliais e leucocitos, as ratas eram classificadas de acordo com as fases do

ciclo estral (Marcondes et al., 2002), (Figura 2).

A fase de estro foi identificada pela presenga em maior propor¢ao de

células queratinizadas (Bereiter, 2001).
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Figura 1 - Esfregago vaginal. a) coleta do fluido vaginal; b) pipeta utilizada
para coletar o fluido vaginal; ¢) observacdo do material coletado,
com o auxilio de um microscopio de luz.

PROESTRO ESTRO

METAESTRO DIESTRO

Figura 2 - Fotomicrografia da secre¢do vaginal de ratas nas
diferentes fases do ciclo estral: proestro, estro,
metaestro e diestro.
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Para a inducdo da gravidez, fémeas em estro foram colocadas em
contato com ratos machos por um periodo de 24 horas, para o acasalamento
(duas fémeas para cada macho/por gaiola).

Nos dias subseqiientes, era realizado o esfregaco vaginal. As ratas
consideradas prenhas mantinham-se em metaestro por cinco dias
consecutivos, onde era identificada uma propor¢do semelhante dos trés tipos

celulares (células epiteliais, queratinizadas e leucocitos).

4.3 SOLUCOES UTILIZADAS

e Formalina 1,5% e 1%: consiste na dilui¢do de formaldeido a 37%
em NaCl 0,9%
- Solucdo de cloreto de sodio (NaCl 0,9%) - HALEXISTAR®
- Formaldeido a 37% - (Formaldehyde - SIGMA®; F-1635)
e NOR-Binaltorphimine (nor-BNI) - SIGMA®; N-1771)
e Uretano — (Urethane Ethyl Carbamate - SIGMA®; U2500)
e Alfa Cloralose — (alfa chloralose B-anomer 20% - SIGMA®;
C0128)
e Halothano® - CRISTALIA

e Azul de Evans® - (SIGMA®; E - 2129)
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4.4 ANALISE COMPORTAMENTAL

Os procedimentos experimentais foram realizados durante o periodo
da tarde (13:00 as 18:00), (Labrecque et al., 1984) em sala silenciosa e com
temperatura mantida em aproximadamente 23°C (Rosland, 1991). Durante o

teste comportamental, os animais ndo tiveram acesso a 4gua ou a comida.

Para a andlise comportamental, foi utilizada uma camara de
observacao (30x30x30cm) com base e laterais espelhadas e frente de vidro
(Figura 3). Primeiramente, cada animal foi mantido nessa camara por 10
minutos, para familiarizar-se ao ambiente (Aloisi et al., 1994). Apds esse
periodo de adaptagdo, o animal foi retirado da caixa e anestesiado com

halotano para administracao de drogas na regido da ATM.

Figura 3 - Camara de observagdo espelhada, utilizada
para a analise das respostas
comportamentais.

29



A administra¢do das solucdes na ATM foi realizada através de uma
canula (agulha 0,4 mm x 13 mm ligada a um tubo de polietileno P50)
conectada a uma seringa Hamilton (50ul) (Figura 4). A borda postero-inferior
do arco zigomatico era palpada e a agulha inserida na por¢do inferior da
mesma, sendo avangada em direcdo anterior até contactar o condilo (Roveroni

etal.,2001).

Figura 4 - Administragdo da droga na ATM do animal: posi¢do de inser¢do
da agulha hipodérmica calibre 30 que esta conectada a uma
seringa de microlitro Hamilton por meio de uma canula de
polietileno P50.

ApOs a injecao periarticular de formalina, o animal era colocado na
camara de observagdo e as respostas comportamentais caracterizadas pelo ato
de cocar a regido orofacial (CO), e pelo ato de levantar rapidamente a cabeca
(LC), eram quantificadas utilizando-se respectivamente um crondmetro € um
contador de células (Figura 5).

O periodo de observagdo era de 45 minutos, divididos em 15 blocos de
3 minutos (Figura 6). O comportamento CO foi quantificado em segundos, € o
comportamento LC, em nUmero de vezes que ocorria, ao longo do

experimento.
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CONTADOR DE
CELULA

Figura 5 - Contador de célula e crondmetro —
utilizados para quantificar as
respostas comportamentais.

DATA: /] HORARIO:
GRUPO:
PESO: g
0-3 |3-6 6-9 9-12 12-15 | 15-18 | 18-21 | 21-24 | 24-27 | 27-30 | 30-33 | 33-36 | 36-39 | 39-42 | 42-45
(6[0)
LC

CO: comportamento de cogar a regido orofacial (segundos)

LC: comportamento de levantar rapidamente a cabega (niimero de vezes)

Figura 6 - Ficha utilizada para quantificar as respostas comportamentais induzidas pela
administracdo de drogas na regido da ATM de ratos, durante o periodo de
observagao de 45 minutos.
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Os comportamentos nociceptivos, induzidos pela administracdo de formalina
na regido da ATM, foram analisados conjuntamente pela soma do periodo de
tempo em que os animais apresentaram o comportamento de cogar (CO), com
o numero de vezes que os animais apresentaram o comportamento de levantar

a cabeca (LC) ao longo do periodo de observagao (Figura 7).

CO (segundos)
LC (n° de vezes) 1LC = 1seg
Soma

Figura 7 - Indice de dor orofacial, utilizado para quantificar as
respostas comportamentais analisadas
conjuntamente pela soma das mesmas.

4.5 CONFIRMACAO DO LOCAL DE APLICACAO DA FORMALINA

Apdés o término de cada andlise comportamental, foi feita a
confirmagao visual do local de administragdo da formalina (pos-mortem).
Para esse procedimento o animal foi anestesiado com co-administracdo de
Uretano (1g/Kg) e Alfa cloralose (50mg/Kg) intraperitonealmente, em
seguida, o corante azul de Evans foi injetado, intracardiacamente, na
concentracao de 1% (5mg/kg). Apds dez minutos, foi realizada a perfusao
cardiaca do animal com soro fisioldgico, para facilitar a visualizacao da regido

da ATM.

Como o azul de Evans tem a capacidade de se ligar as proteinas

plasmaticas, provenientes do extravasamento plasmatico induzido pela
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formalina, tornou-se possivel a confirmacgao visual do sitio de aplicacao (Hass

et al., 1992) (Figura 8).

Figura 8 - Visualizagdo do sitio de inje¢do da droga: ATM
dissecada apds o sacrificio, confirmando o local
de administracdo da droga (contraste visual
devido ao corante Azul de Evans).
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4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para a realizacao deste trabalho, foram utilizados no total, 85 ratas
Wistar. Esses animais foram divididos nos diferentes grupos experimentais, a

seguir:

4.6.1 EFEITO DAS ALTERACOES HORMONAIS
DECORRENTES DA GRAVIDEZ SOBRE O COMPORTAMENTO
NOCICEPTIVO INDUZIDO PELA ADMINISTRACAO DE
FORMALINA NA ATM DE RATAS

Inicialmente para verificar se havia influéncia das alteracoes
hormonais decorrentes da gravidez, sobre as respostas comportamentais
nociceptivas, a formalina 1,5% (50ul) foi administrada na ATM direita de
fémeas em estro e de fémeas prenhas no 19° dia de gestagdo (n=8) (Dawson-

Basoa, 1996) (Tabela 1).

Tabela 1
Administracao de formalina
GRUPOS ANIMAIS TRATAMENTO n
1 fémeas em estro ~ formalina 1,5% (50 ul) 8
2 fémeas prenhas formalina 1,5% (50 pul) 8

34



4.6.2 EFEITO DA CO-ADMINISTRACAO DO
ANTAGONISTA ESPECIFICO DE RECEPTOR k-OPIOIDE, NOR-BNI
SOBRE O COMPORTAMENTO NOCICEPTIVO INDUZIDO PELA
APLICACAO DE FORMALINA NA ATM DE RATAS

Nesta etapa, para verificar o possivel envolvimento do receptor k-
opidide na sensibilidade nociceptiva, o antagonista seletivo de receptor «-
opiodide, nor-BNI, foi co-administrado (25u1) com a formalina 3% (25ul) na
regido da ATM de ratas na fase de estro e de ratas prenhas no 19° dia de
gestacdao nas concentragdes de (200 e 400ug, (n=8)). Foram utilizados como
controles do nor-BNI, os mesmos animais do experimento anterior (fémeas
em estro e fémeas prenhas no 19° dia de gestagdo) que receberam formalina
1,5% (50ul) que corresponde a administracao de formalina 3% (25ul) + NaCl
0,9% (25ul) (Tabela 2).

Tabela 2
Co-administracao de nor-BNI + formalina

GRUPOS ANIMAIS TRATAMENTO n

3 fémeas em estro  nor-BNI 200ug (25ul) e
formalina 3% (25ul)
4 fémeas em estro  nor-BNI 400ug (25ul) e 8
formalina 3% (25ul)
5 fémeas prenhas  nor-BNI 200ug (25ul) € 8
(19°) formalina 3% (25ul)
6 fémeas prenhas  nor-BNI 400ug (25ul) € 8
(19°) formalina 3% (25ul)
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4.6.3 EFEITO DA PRE-ADMINISTRACAO DO
ANTAGONISTA DE RECEPTOR k-OPIOIDE, NOR-
BINALTORPHIMINE, NA ATM DE RATAS, 24 HORAS ANTES DA
ADMINISTRACAO DE FORMALINA

O antagonista seletivo de receptor k-opidide, nor-BNI (200ug, 25ul)
(n=7), ou salina (NaCl 0,9 %, 25ul) (n=6), foram administrados na regido da
ATM de ratas prenhas no 18° dia de gravidez, 24 horas antes da administra¢ao
de formalina 1,5% (50 ul) (Tabela 4).

Em um grupo de fémeas em estro, foi administrado a formalina 1%
(50ul) na ATM, e avaliadas as respostas comportamentais nociceptivas
(Tabela 3).

A seguir, o antagonista de receptor k-opidide, nor-BNI (200pg,
25ul) (n=6), ou salina (NaCl 0,9 %, 25ul) (n=6), foram administrados na
regido da ATM de fémeas em estro, 24 horas antes da administracao de

formalina 1% (50ul) (Tabela 4).

Tabela 3
Administracao de formalina
GRUPOS ANIMAIS TRATAMENTO n
7 fémeas prenhas (18°) formalina 1% (50 pl) 6
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Tabela 4

Pré-administracao de nor-BNI (24h antes) e formalina

GRUPO ANIMAIS TRATAMENTO n
. nor-BNI 200ug (25ul) e
8 fémeas em estro formalina 1% (S0y1) 6
. NaCl 0,9% (25ul) e
? fémeas em estro formalina 1% (50ul) 6
10 fémeas prenhas nor-BNI 200ug (25ul) e 7
(18°) formalina 1,5% (50ul)
11 fémeas prenhas NaCl 0,9% (25ul) e 6
(18°) formalina 1,5% (SOHI)

4.6.4 EFEITO DA PRE-ADMINISTRACAO DO
ANTAGONISTA DE RECEPTOR «x-OPIOIDE, NA ATM
CONTRALATERAL DE RATAS PRENHAS

Em um grupo de ratas prenhas no 18° dia de gestacdo, o antagonista
de receptor k-opidide, nor-BNI (200ug (25ul ; n=6)) foi administrado 24 horas
antes da formalina 1,5% (50ul) na ATM contralateral (Tabela 5).

Tabela 5
Pré-administracao de nor-BNI (24h antes) na ATM contralateral e formalina
na ATM ipsilateral
GRUPOS ANIMAIS TRATAMENTO n

nor-BNI 200ug (25ul) e

12 femeas prenhas (I8%) " lina 1,5% (50ul)
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA). Na presenca de significancia (p<0,05), o teste de Tukey foi

aplicado para a identificacdao de diferengas significativas entre as médias.

As respostas comportamentais nociceptivas, caracterizadas pela
exacerbacao do ato de cocgar a regido orofacial (CO), e pelo ato de levantar
rapidamente a cabega (LC), utilizada como indice de dor orofacial para o teste
da formalina na ATM de ratas, foram analisadas em conjunto pela soma das

mesmas.

Os resultados foram apresentados como a média + E.P.M. Os

calculos estatisticos foram realizados utilizando-se o programa Sigma Stat.
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S RESULTADOS

5.1 EFEITO DAS ALTERACOES HORMONAIS
DECORRENTES DA GRAVIDEZ, SOBRE O COMPORTAMENTO
NOCICEPTIVO INDUZIDO PELA ADMINISTRACAO DE
FORMALINA 1,5% NA ATM DE RATAS.

A analise de variancia revelou que houve diferenca entre as médias
da soma dos comportamentos, quando comparadas fémeas prenhas com
fémeas na fase de estro. O comportamento nociceptivo foi estatisticamente
reduzido pela administragdo de formalina 1,5% (50ul) na ATM de fémeas
prenhas quando comparado as fémeas em estro, sugerindo que as fémeas
prenhas sdo menos sensiveis ao teste da formalina (p< 0,05); (Tabela 6 ¢

Figura 9).

Tabela 6

Comportamento nociceptivo induzido pela administragdo de formalina 1,5% na ATM de
ratas prenhas e na fase de estro. Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste de

Tukey
GRUPOS Resposta Comportamental (s)
Fémeas em estro (formalina 1,5%; n= 8) 475,56 £ 31,06 A
Fémeas prenhas (formalina 1,5%; n=8) 300,78 + 40,43 B *




600 T

500 +

400 +

300 + BFormalina 1,5%

200 +

100 +

Soma dos Comportamentos (s)

ESTRO PRENHA

Figura 9 - Comportamento nociceptivo induzido pela administragdo
de formalina 1,5% na ATM de ratas prenhas e na fase de
estro (média; E.P. M). * Indica diferenga estatistica
significativa em relacdo ao grupo em estro (p<0,05).

5.2 EFEITO DA CO-ADMINISTRACAO DO ANTAGONISTA
ESPECIFICO DE RECEPTOR k-OPIOIDE , nor-BNI SOBRE O
COMPORTAMENTO NOCICEPTIVO INDUZIDO PELA
APLICACAO DE FORMALINA NA ATM DE RATAS.

A andlise de variancia ndo revelou indicios de que exista diferencga estatistica
significativa entre as médias do comportamento nociceptivo, entre as diferentes doses
usadas na co-administracdo do antagonista de receptor k-opidide, nor-BNI (200 e 400ug /
25ul) e formalina 3%, (25ul) na ATM de ratas na fase de estro e em prenhas (p>0,05;
Tabelas 7 ¢ 8) e (Figura 10).
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Tabela 7

Comportamento nociceptivo induzido pela co-administragao de nor-BNI com a formalina

em ratas na fase de estro (B>0’052

GRUPOS Resposta Comportamental (s)
fémeas estro (formalina 1,5% / 50ul;n= 8) 475,56 £ 31,06
fémeas estro (formalina 3% / 25l + nor- 400,55 £ 34,81
BNI 200pg / 25ul; n= 8)
fémeas estro (formalina 3% /25ul + nor-BNI 377,18 £ 45,89
400pg / 25ul ; n=18)

Tabela 8

Comportamento nociceptivo induzido pela co-administragdo de nor-BNI com a formalina

em ratas Erenhas (E<0’052

GRUPOS Resposta Comportamental (s)
fémeas prenhas (formalina 1,5% / 50ul; n=8) 300,78 + 40,43
fémeas prenhas (formalina 3% /25ul + nor- 299,40 + 27,07
BNI 200pg / 25ul ; n= 8)
fémeas prenhas (formalina 3% / 25ul + nor- 338,41 £ 22,99
BNI 400pg / 25ul ; n=8)

600
0 i
o 500 +
@ i
g :
£ 400 -+
*g i @ Formalina
2 300 + mnor-BNI (200ug) + F
3 } Onor-BNI (400ug) + F
o 200 +
o |-
T i
1] L
£ 100 ¢
s i
3 ¥

0 - —
ESTRO PRENHA
Figura 10 - Comportamento nociceptivo induzido pela co-
administracdo de nor-BNI com a formalina
(p>0,05).
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5.3 EFEITO DA PRE-ADMINISTRACAO DO
ANTAGONISTA DE RECEPTOR x-OPIOIDE NA ATM DE RATAS, 24
HORAS ANTES DA ADMINISTRACAO DE FORMALINA

Foi observado que ratas prenhas que receberam formalina 1,5%,
apresentaram 0 mesmo comportamento nociceptivo que as ratas em estro, que
receberam formalina 1%, portanto nao houve diferenga estatistica significativa
entre os grupos (p>0,05; Tabela 9 e Figura 11). Sendo assim, ficou
determinado que para a realizacdo dos grupos subseqiientes, seria utilizado

formalina 1,5% para ratas prenhas e formalina 1% para ratas em estro.
p p p

Tabela 9
Comportamento nociceptivo induzido pela administragcao de formalina 1,5% em ratas
prenhas e 1% em ratas em estro. Dados expressos como média + E.P.M. (p>0,05; Teste de

Tukez)

GRUPOS Resposta Comportamental (s)

fémeas prenhas (formalina 1,5%; n=8) 300,78 + 40,43
fémeas em estro (formalina 1%; n=6) 384,27 + 35,80
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B Formalina 1,5%
B Formalina 1%

Soma dos Comportamentos (s)

PRENHA ESTRO

Figura 11 - Comportamento nociceptivo induzido pela administragdo de

formalina 1,5% em ratas prenhas e 1% em ratas em estro
(p>0,05).

O nor-BNI teve um efeito importante nas fémeas prenhas, induzindo
um aumento estatisticamente significativo das respostas comportamentais, o
que nao ocorreu com o grupo de fémeas em estro (Tabela 10 e Figura 12).
Pdde-se demonstrar, portanto, a especificidade da acdo do receptor k-opidide,
na redugdo dos efeitos antinociceptivos induzidos pela formalina em ratas
prenhas. Este dado foi evidenciado quando o antagonista de receptor k-
opidide, (nor-BNI), administrado 24h antes, apresentou uma maior
seletividade a esse receptor (Wettstein & Grouhel, 1996), conseguindo reverter

os efeitos antinociceptivos induzidos pela formalina.
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Tabela 10
Comportamento nociceptivo induzido pela pré-administragao de nor-BNI 24 horas antes da
injecdao de formalina em ratas prenhas e em fase de estro. Dados expressos como média +
E.P.M. Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey.

GRUPOS Resposta Comportamental (s)
fémeas prenhas (nor-BNI 200ug e formalina 565,38 £ 55,96 A * +
1,5%; n="7)
fémeas prenhas (NaCl 0,9% e formalina 398,22 £ 18,59 B
1,5%; n=6)
fémeas estro (nor-BNI 200ug e formalina 404,35+ 15,86 B
1%; n=6)
fémeas estro (NaCl 0,9% e formalina 1%; n= 384,79 £32,40 B
6)
700 T
— i ¥
N L
< 600
] r
& 500 |
g . @ nor-BNI200ug / 24h
g 4001 BNaCl 0,9% / 24h
£ 300 7 DOnor-BNI 200ug / 24h
© ; BNaCl 0,9% / 24h
8 200 |
1] L
g 100 +
n L
0 L
PRENHA ESTRO
Figura 12 - Comportamento nociceptivo induzido pela pré-

administracdo de nor-BNI 24 horas antes da inje¢do
de formalina na ATM de ratas prenhas e na fase estro.
* Indica diferenga estatisticamente significativa em
relacdo as ratas prenhas que receberam NaCl 0,9%
(p<0,05). + Indica diferenga estatisticamente
significativa em relagdo as ratas em estro (p<0,05).
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5.4 EFEITO DA PRE-ADMINISTRACAO DO
ANTAGONISTA DE RECEPTOR k-OPIOIDE, nor-BNI NA ATM
CONTRALATERAL DE RATAS PRENHAS

As ratas prenhas que receberam 200upg de nor-BNI, diferiram
estatisticamente das ratas prenhas que receberam NaCl 0,9%, e das ratas
prenhas que receberam o nor-BNI no lado contralateral da ATM (p<0,05),
sendo que este ultimo nao diferiu do grupo de ratas prenhas tratadas com NaCl
0,9% (Tabela 11 e Figura 13).

A auséncia de efeito do antagonista de receptor k-opidide na ATM
contralateral & administracdo de formalina, evidencia o efeito periférico local
deste antagonista, o que descarta a possibilidade de um efeito sistémico desta

droga.

Tabela 11

Comportamento nociceptivo induzido pela pré-administragdo de nor-BNI 24 horas antes da
injecdo de formalina na ATM contralateral. Dados expressos como média £ E.P.M. Médias
com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey

GRUPOS Resposta Comportamental (s)

fémeas prenhas (nor-BNI 200ug/ ipsilateral 565,38 £ 55,96 A *
e formalina 1,5%; n="7)

Fémeas prenhas (NaCl 0,9%/ ipsilateral e 398,22 + 18,59 B
formalina 1,5%; n=6)

fémeas prenhas (nor-BNI 37497 £ 14,04 B
200pg/contralateral e formalina 1,5%; n=6)
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Figura 13 - Comportamento nociceptivo induzido pela pré-

administracao de nor-BNI 24 horas antes da injecao
de formalina na ATM contralateral. * Indica diferenga
estatisticamente significativa em relagdo as ratas
prenhas que receberam NaCl 0,9% , e nor-BNI na
ATM contralateral (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

A utilizagdo das fases do ciclo estral das ratas como meio de
investiga¢do da influéncia das variagdes hormonais na percep¢ao dolorosa tem

gerado dados conflitantes.

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 et al., 1996; Vincler et al., 2001), estro (Martinez-Gémez et al.,
1994; Giamberardino et al., 1997; Bradshaw et al., 1999) e diestro (Leer et al.,
1988; Bradshaw et al., 1999). Esses resultados também parecem variar de

acordo com o estimulo doloroso empregado e com o método de avaliacao.

Sao poucos os trabalhos que comparam as diferencas sexuais na
sensibilidade a dor induzida pela administragao de agentes irritantes na regiao
da ATM. Dados obtidos em nosso laboratorio demonstram que fémeas em
estro sdo mais sensiveis ao teste da formalina na ATM do que machos. Por
outro lado, fémeas em proestro sio menos sensiveis a administracdo de
formalina 1,5% na regido da ATM do que as fémeas em estro e as castradas,
que nao diferem entre si (Arsati et al., 2003; Jorge et al., 2003). Esses dados
estdo de acordo com os de outros autores que encontraram diferenca na
percepcao dolorosa entre machos e fémeas (Aloisi et al., 1994), sendo que
entre as fémeas a maior sensibilidade foi observada durante a fase estro
(Martinez-Gomez et al., 1994) e a menor na fase proestro (Drury & Gold,
1978; Frye et al., 1992; Martinez-Gomez et al., 1994).
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Por outro lado, as fémeas castradas com reposi¢do de estrogeno
apresentaram menor sensibilidade ao teste da formalina na ATM, indicando

que a reposi¢ao hormonal teve um efeito antinociceptivo (Jorge et al., 2003).

Outros autores também verificaram que a reposicdo hormonal em
ratas castradas diminuiu a sensibilidade dolorosa (Drury & Gold, 1978;
Martinez-Gomez et al., 1994). Receptores de estrogeno foram encontrados na
ATM (Abubaker et al., 1996) e em neurdnios sensoriais na lamina I e I do
subnucleo caudal trigeminal, uma estacdo critica de processamento da
informacao dolorosa da regido orofacial, que também expressam receptores de
estrogeno (Amandusson et al., 1999). Tem sido reportado que o estrogeno
pode modular as propriedades do campo receptivo das fibras aferentes

primarias trigeminais (Bereiter & Barker, 1975, 1980).

Cairns et al. (2002) também detectaram maior sensibilidade
dolorosa das fémeas em estro em relacdo aos machos. Os autores
demonstraram que as fémeas em estro apresentam um aumento da atividade
eletromiografica em resposta a administragdo de glutamato na ATM,
significativamente maior que os machos. Entretanto, os resultados obtidos
com a castragdo e a reposi¢ao hormonal foram opostos aos obtidos por Jorge
et al. (2003), onde as fémeas castradas apresentaram menor sensibilidade

dolorosa que era revertida pela reposi¢cao hormonal.

Trabalhos realizados com machos mostraram que a orquidectomia
também causou redu¢do do limiar de nocicepgdo, que foi restituido com a
reposicdo do hormoénio testosterona e reduziu a analgesia opidide e ndo
opidide induzida por estresse (Mogil et al., 1993), evidenciando o

envolvimento dos hormoénios sexuais na modulagao da resposta dolorosa.
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Observa-se também que o limiar de dor em ratas estd aumentado,
quando os niveis de hormoénios ovarianos estdo elevados (como durante a
gravidez) e que esta redugdo de sensibilidade ¢ abolida quando se administra o
antagonista opidide naltrexone, sugerindo que este sistema ¢ opiodide

dependente (Gintzler & Bohan, 1990).

Os resultados deste trabalho demonstram que as ratas prenhas,
quando submetidas ao teste da formalina na ATM, no 19° dia de gravidez,
apresentaram uma redugdo estatisticamente significativa das respostas
comportamentais nociceptivas em relacdo as fémeas em estro (Tabela 6 e
Figura 9). Esses resultados reforcam a hipotese sugerida por outros autores
(Drury & Gold, 1978; Frye et al., 1992; Martinez-Gomez, et al., 1994) de que
os niveis hormonais aumentados caracteristicos da fase proestro sdo de algum
modo, os responsaveis pela diminui¢dao da sensibilidade dolorosa. Além disso,
o fato da reposicdo de 17B-estradiol em ratas castradas ter aumentado o limiar
de sensibilidade dolorosa na ATM (Arsati et al., 2003) sugere que esse
hormoénio possa estar envolvido na modulacdo da nocicep¢do nas fémeas

prenhas, durante o teste da formalina na ATM.

Acreditamos que os baixos niveis de hormonios ovarianos durante a
fase estro (Smith et al., 1975) sejam os responsaveis pela maior freqiiéncia do
comportamento nociceptivo durante esta fase. Muitas especulagdes tém sido
feitas com relagdo ao papel dos esterdides sexuais, nos processos de
nocicepcdo e antinocicepcdo. Entretanto, os mecanismos pelos quais esses
processos interagem com o sexo € com as diferentes fases do ciclo menstrual

ou estral ainda ndo estdo bem definidos (Fillingim & Ness, 2000).
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Tem sido relatado que em situagdes como a gravidez, sdo o0s
receptores kapa e delta opidide, os responsaveis pela antinocicep¢do € que o
estrogeno e a progesterona sdo os responsaveis por modular esses receptores,
como também a concentracdo de dinorfina (agonista k-opidide enddégeno) na
medula espinhal (Medina et al., 1993; Dawson-Basoa & Gintzler, 1996 ¢
1998). Além disso, recentemente foi demonstrado que o tratamento

prolongado de machos com estrogeno e progesterona produz antinocicepg¢ao

(Liu & Gintzler, 2000).

A administracdo exdgena de estrogeno e progesterona em ratas
induz um aumento no limiar aos estimulos dolorosos, sendo esse efeito
antinociceptivo dependente da ativagdo simultdnea dos sistemas opioides kapa
e delta, e potencializado pela ativacao de receptores o 2 noradrenérgicos (Liu

& Gintzler, 2000).

Entretanto, o envolvimento de receptores kapa na modulagdo
opidide ¢ extremamente complexa e pode tanto inibir, como estimular a
nocicepcdo dependendo da via neural e da sub-populagdo de neurdnios
ativados no nucleo ventromedial rostral da medula espinhal ou no subnucleo
caudal. Segundo Ackley et al. (2001), nem todos os neur6nios primarios que
ativam o sistema supressor de dor possuem receptores kapa, de forma que
existe uma distribui¢do diferencial destes receptores nas células primarias que
modulam a resposta nociceptiva. Tem sido demonstrado que a efetividade de
agonistas kapa em modular a nocicep¢ao ¢ dependente da natureza quimica do

estimulo nociceptivo aplicado (Leighton ef al., 1988).

Por outro lado, Fang & Proudfit (1998) sugerem que diferentes

populacdes de neurdnios na medula espinhal, que modulam a nocicepgao,
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podem ser ativadas dependendo do local de origem e do estimulo nociceptivo.
Desta forma, pode ser que em uma determinada via, os neurénios de segunda
ordem recebam fibras aferentes que possuam receptores k-opioide, de forma
que podem ser inibidos pré-sinapticamente por agonistas kapa, levando a

antinocicepcao por ativagdo do sistema supressor de dor.

Uma hipotese para explicar a menor sensibilidade a dor nas fémeas
prenhas ¢ a interacdo dos hormoénios sexuais com o sistema enddgeno de

modulagao da dor.

Amandusson et al. (1999) demonstraram que ratas castradas
apresentam uma acentuada redugdo, na expressdo do precursor de encefalina
na medula espinhal, e que a reposi¢ao hormonal de estrégeno induz um rapido

aumento desse precursor opidide.

Como se sabe, os neuronios encefalinérgicos da lamina superficial
da medula espinhal e ao nivel do complexo trigeminal do tronco encefalico
sdo importantes componentes do sistema de modulacdo endogeno da dor. Eles
realizam inibicdo pré-sindptica e pos-sindptica nos neurdnios de transmissao
da dor e sdo ativados por fibras aferentes primdrias nociceptivas € nao
nociceptivas, além de fibras provenientes de regides do encéfalo relacionadas

a modulacao da dor (Amandusson et al., 1999).

Dawson-Basoa & Gintzler (1996) verificaram que os niveis
plasmaticos elevados de estrogeno e progesterona sdo capazes de induzir
analgesia pela maior liberagdo de dinorfina, um agonista k-opioide, importante

peptideo enddgeno relacionado com a modulagao da dor.
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Por outro lado, Chang et al. (2000) comprovaram que a populacao
de receptores k-opidide na medula espinhal de ratos varia conforme a fase do
ciclo estral sendo mais expressiva na fase de proestro (altos niveis hormonais).
Essas informagdes podem explicar como os niveis aumentados de estrogeno e
progesterona, podem contribuir para a menor sensibilidade apresentada pelas
fémeas prenhas no teste da formalina na ATM. Da mesma forma, as fémeas
em estro apresentaram maior sensibilidade dolorosa que as fémeas prenhas,
provavelmente  por  apresentarem  baixos niveis  hormonais, €
conseqiientemente menor produgdo de peptideos opidides enddgenos e/ou de

receptores opidides importantes para a modulagdo da dor.

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que o aumento dos
niveis hormonais decorrente da gravidez podem modular a nocicep¢ao, uma
vez que a administragdo do antagonista k-opidide 24 horas antes do teste da
formalina na ATM, teve um efeito algésico induzindo um aumento
estatisticamente significativo das respostas comportamentais nociceptivas nas
fémeas prenhas, porém, ndo alterou a sensibilidade dolorosa em fémeas na
fase de estro, (Tabela 10 e Figura 12), demonstrando que o nor-BNI,

antagoniza a analgesia induzida pela gravidez.

Entretanto, quando o antagonista de receptor k-opidide, nor-BNI
(200 e 400ug) foi co-administrado com a formalina, ndo ocorreu alteragao na
nocicepgao (Tabelas 7 e 8; Figura 10 ), comprovando que a seletividade do
nor-BNI para os receptores k-opioide se desenvolve algumas horas apds a sua
administra¢do, como tem sido sugerido também por outros autores (Spanagel

& Shoaib, 1994; Wettstein & Grouhel, 1996).
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Como foi demonstrado, a administracdo de formalina 1% nas
fémeas em estro, (maior sensibilidade dolorosa) desencadeou comportamentos
nociceptivos similares aos da administracdo de formalina 1,5% nas fémeas
prenhas, (menor sensibilidade dolorosa) (Tabela 9 e Figura 11). Além disso,
foi observado que a administracdo de formalina 1,5% nas fémeas em estro,
elevou substancialmente as respostas comportamentais nociceptivas,
demonstrando que o limite maximo de respostas neste tipo de teste, pode ter
sido atingido. Por esse motivo, optamos pela utilizagdo de formalina 1% nas
fémeas em estro, conseguindo assim, avaliar e comparar melhor a
sensibilidade desses grupos, ao efeito algésico do antagonista de receptor k-

opidide, o nor-BNI.

A administracdo do nor-BNI na ATM contralateral a administragao
de formalina ndo alterou a sensibilidade dolorosa nas fémeas prenhas (Tabela
11 e Figura 13). Esse fato evidencia, um efeito algésico periférico do
antagonista k-opioide, quando administrado previamente a formalina na ATM

ipsilateral, e descarta a possibilidade de um efeito sistémico dessa droga.

Considerando que os receptores k-opidide encontram-se distribuidos
nao somente no sistema nervoso central, como também nos neurdnios dos
ganglios trigeminais (Li et al., 1998) e nas terminagdes periféricas das
aferéncias somaticas (Fields et al., 1980; Coggeshall et al., 1997), foi proposto
que o agonista desses receptores pode atuar perifericamente nos aferentes

primarios, produzindo antinocicepcao (Ferreira ef al., 1991; Stein et al., 1993).

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram a importancia dos
mecanismos periféricos na modulagdo da dor. O fato da administragdo local

do antagonista k-opidide ter aumentado significativamente o comportamento
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nociceptivo nas fémeas prenhas, sugere que a liberacdo endogena (periférica)
de agonista de receptor k-opidide esteja envolvida na analgesia induzida pela

gravidez.

E importante ressaltar que, além dos agonistas do receptor k-opiodide
exdgenos, produzirem efeitos antinociceptivos locais (Machelska et al., 1999;
Ko et al., 2000; Binder et al., 2001) eles também induzem uma melhor
resposta analgésica em ratas (Binder et al., 2001), assim como em mulheres
(Gear et al., 1996, 1999) e a dose otima desses agonistas para mulheres ¢
menor do que a preconizada (Gear et al., 1999).

Desta forma, a redug¢do da sensibilidade dolorosa relacionada ao
aumento dos niveis circulantes de hormonios sexuais decorrentes da gravidez,
pode estar relacionada a: 1) uma elevacdo nos niveis de dinorfina (kx-opiodide
endogeno) como sugerido por Dawson-Basoa & Gintzler (1998) e/ ou; 2) um
aumento da sensibilidade ou da populacdo dos receptores «-opidide.
Entretanto, Clemente et al. (2003) demonstraram a existéncia de receptores K-
opiodide funcionais na ATM de ratos, e verificaram que a ativacdo destes
receptores, suprime a resposta nociceptiva induzida pela formalina na ATM, e
que as fémeas em diestro (baixos niveis hormonais) foram mais sensiveis aos
efeitos antinociceptivos do agonista de receptor k-opiodide, que as fémeas em

proestro (altos niveis hormonais).

Portanto, o efeito algésico do nor-BNI evidenciado apenas nas ratas
prenhas, pode ndo estar relacionado a um aumento da sensibilidade, ou da
populagdo de receptores k-opidide na ATM. Isso sugere que o aumento de
agonistas de receptor k-opidide endogenos como a dinorfina, seja de

primordial importancia na analgesia induzida pela gravidez.
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Embora as diferengas quanto aos tipos e locais dos receptores
opidides tenha grande importancia funcional, dados a respeito de
neurotransmissores naturais (endogenos) que se ligam a esses receptores sao
ainda muito imprecisos, sendo que, a grande maioria dos trabalhos
relacionados @ modulagdo opidide, investigam o efeito da administragao

exdgena de agonistas opioides.

Os resultados apresentados no presente estudo demonstraram pela
primeira vez, o envolvimento de opidides enddgenos na modulagdo periférica

da dor proveniente da ATM.

Apesar de ndo restarem dividas sobre a influéncia dos hormonios
sexuais na percep¢do dolorosa, os dados encontrados na literatura ainda sdo
muito contraditérios, provavelmente por envolverem complexos mecanismos
e fatores psicossociais relacionados ao sistema de modulacdo do fendmeno

doloroso.

A interacdo entre os hormdnios sexuais, € a percep¢ao dolorosa ¢ de
relevancia para o estudo de sindromes dolorosas craniofaciais. Tem sido
demonstrado, que os hormonios sexuais tém um papel relevante no
desenvolvimento e manutencao das condi¢des dolorosas craniofaciais agudas
e cronicas, como as desordens temporomandibulares (DTM’s) que parecem
ser mais prevalentes em mulheres do que nos homens. (Leresche et al., 1997,
Dao & Leresche, 2000; Cairns et al., 2001). No entanto, apesar da alta
incidéncia das condi¢des dolorosas da ATM em mulheres, e da maior eficacia
analgésica dos agonistas dos receptores k-opidide no sexo feminino (Gear et
al., 1999) quase nada se sabe sobre o papel desses receptores na modulagao da

dor proveniente da ATM.
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Os resultados deste trabalho evidenciam o envolvimento do receptor
k-opidide periférico (da ATM) e a liberacdo de opidides enddgenos na
analgesia induzida pela gravidez. Esses dados podem ser de grande valia para
a melhor compreensdo dos mecanismos neurobioldgicos envolvidos nas
condi¢cOes dolorosas da ATM e da inter-relacdo entre hormodnios sexuais,

nocicepg¢ao e analgesia.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

. O aumento dos niveis de hormonios sexuais decorrentes da
gravidez, induzem a uma reducdo da nocicepcdo ao teste da formalina na
ATM;

. A ativagdo de receptores «k-opidide periféricos pela
liberagdo de agonistas opioides enddgenos, estd envolvida na analgesia

induzida pela gravidez no teste da formalina na ATM.
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APENDICE
Tabelas referentes aos valores individuais da amostra.

Efeito da administragdo de formalina a 1% e 1,5% na ATM de ratas na fase de
estro e prenhas.

ANIMAIS FEMEAS EM ESTRO FEMEAS EM ESTRO FEMEAS PRENHAS

formalina (1,5%) formalina (1%) formalina (1,5%)
1 434,78 325,31 173,95
2 370,80 549,26 300,40
3 433,76 418,26 264,90
4 468,29 344,36 331,25
5 463,73 332,37 440,54
6 462,48 336,11 134,89
7 498,12 462,61
8 672,51 297,777
Médiat E.P.M. 47556 + 31,06 384,27 + 35,80 300,78 + 40,43

Efeito da co-administragdo de nor-BNI e formalina, na ATM de ratas na fase
de estro e prenhas.

FEMEAS EM FEMEAS EM FEMEAS FEMEAS
ANIMAIS ESTRO ESTRO PRENHAS PRENHAS

nor-BNI (200pg)  nor-BNI (400png)  nor-BNI (200pg)  nor-BNI (400pg)
+Formalina (3%) +Formalina (3%) +Formalina (3%) +Formalina (3%)

1 524,22 247,87 232,76 337,33
2 381,35 420,84 349,69 372,07
3 392,64 441,63 317,68 428,49
4 294,41 475,94 239,17 239,07
5 555,43 444,42 248,01 373,63
6 330,02 548,40 240,67 266,46
7 430,79 247,97 453,73 300,46
8 295,55 190,42 313,50 389,78

Média £ E.P.M. 400,55 £34,81 377,18 £45,89 299,40 £27,07 338,41 £22,99
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Efeito da pré-administracio de nor-BNI, ou NaCl, 24 horas antes da
administracao de formalina na ATM de ratas em estro

FEMEAS EM ESTRO FEMEAS EM ESTRO
ANIMAIS
nor-BNI (200ug) e Formalina (1%) NaCl (0,9%) e Formalina (1%)
1 464,76 355,12
2 432,38 292,42
3 389,50 500,27
4 361,99 343,13
5 406,24 463,01
6 371,23 354,80
Média + E.P.M. 404,35 + 15,86 384,79 £ 32,40

Efeito da pré-administragdo de nor-BNI, ou NaCl, 24 horas antes da
administragdo de formalina na ATM ipsilateral ou contralateral de ratas

Erenhas. _

FEMEAS PRENHAS FEMEAS PRENHAS FEMEAS PRENHAS

ANIMALIS

nor-BNI (200ug) e NaCl (0,9%) e nor-BNI (200pg/ct) e
Formalina (1,5%) Formalina (1,5%) Formalina (1,5%)

1 263,48 418,11 324,19

2 476,10 396,36 402,51

3 610,18 465,38 397,18

4 638,26 409,01 341,23

5 667,11 331,05 379,26

6 651,53 369,42 405,50

7 651,01

Média £ E.P.M. 565,38 £ 55,96 398,22 £ 18,59 374,97 + 14,04
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