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RESUMO

Dados anteriores de nosso laboratério demonstram que altos niveis
fisiologicos de estrégeno em ratas ou a administragéo de estrégeno ou progesterona
em ratas ovariectomizadas diminui a nocicep¢do da ATM. Em machos, embora a
orquidectomia nao afete, a administragdo de testosterona em machos
orquiectomizados diminui a nocicepcaoc da ATM. Os hormdnios sexuais podem
afetar a nocicepcdo através de dois mecanismos distintos: o mecanismo
organizacional - que ocorre durante os primeiros dias de vida e medeia a
diferenciagdo sexual do sistema nervoso - e 0 mecanismo ativacional - mediado pela
ativacao de receptores hormonais em um sistema nervoso totalmente desenvolvido.
Evidentemente, o efeito antinociceptivo do estrogeno e da progesterona na ATM de
fémeas e da testosterona na ATM de machos que observamos em nossos
experimentos anteriores & do tipo ativacional. No entanto, como existe um forte
carater sexo-especifico no efeito antinociceptivo de cada horménio, acreditamos que
a acgio organizacional, ou seja, durante os primeiros dias de vida, afete a nocicepgéo
da ATM e o efeito antinociceptivo dos hormoénios sexuais na ATM dos animais
adultos. Diante disso, 0 objetivo desse projeto & avaliar o envolvimento de
mecanismos organizacionais na nocicepcao e no efeito antinociceptivo dos
horménios sexuais em animais que receberam injecéo de formalina na ATM. Para
isso, a resposta nociceptiva e o efeito da administragdo dos horménios sexuais
serdo avaliados em fémeas que tiveram seu sistema nervoso organizado como o de
um macho (atraves de inje¢ao de testosterona no primeiro e segundo dias pos-natal)
¢ em machos que tiveram seu sistema nervoso organizado como o de uma fémea

(através da gonadectomia no primeiro dia pds-natal).



INTRODUCAO

Disfungdes Temporomandibulares (DTMs) séo condigbes dolorosas dos
musculos mastigatorios e da Articulacdo Temporomandibular (ATM, Dworkin et ai.
1990) com maior prevaléncia, severidade e duragdo no sexo feminino (LeResche
1997). Em nosso laboratdrio, trabalhamos com um modelo animal de dor na ATM,
utilizando a inje¢do experimental de formalina (Roveroni et al. 2001}, um agente
nociceptivo considerado altamente representativo da dor clinica (Le Bars et al.
2001). Atraves da utilizacao desse modelo experimental, demonstramos que a
injecdo de formalina (1,5%) na ATM induz uma resposta nociceptiva
significativamente maior em fémeas do que em machos (Clemente et al., 2004).
Diante de tais dados, passamos entédo a investigar o papel dos hormdnios sexuais
na nocicepgao da ATM. Verificamos que a injecao de formalina (1,5%) na ATM de
fémeas na fase diestro do ciclo estral induz uma resposta nociceptiva
significativamente maior que a observada em fémeas na fase proestro (Fischer et al.
2008). Uma vez que o diestro é a fase do ciclo estral com baixo e o proestro com
alto nivel de estrégeno circulante, esses dados sugerem que os altos niveis
fisiologicos de estrégeno reduzem a dor da ATM. E importante destacar que esse
resultado reproduz resultados clinicos que demonstram que a dor da ATM em
mulheres € mais intensa durante o periodo de baixo nivel de estrégeno do ciclo
menstrual (LeResche et al. 2003). A semelhanga entre esses estudos sugere que o
teste da formalina na ATM de ratos é um bom modelo experimental para o estudo
dos mecanismos através dos quais os horménios sexuais modulam a dor da ATM.
Dando continuidade ao estudo do papel dos horménios sexuais na dor da ATM nds
demonstramos recentemente que a injecdo de formalina na ATM de ratas

ovariectomizadas induz comportamento nociceptivo similar ao de ratas em diestro e
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gue esse comportamento é significativamente reduzido quando se administra
estrégeno ou progesterona (Fischer et al. 2008). Em machos, apesar de a
gonadectomia nao afetar a dor da ATM, a administra¢do de testosterona, mas néo
de estrogeno ou progesterona reduz significativamente a resposta comportamental

induzida pela administragéo de formalina na ATM (Fischer et al. 2007).

Os hormbdnios sexuais podem afetar a nocicepcado através de dois
mecanismos distintos: organizacional e ativacional (Kawata 1995). A agéo
organizacional dos hormdnios sexuais ocorre durante os primeiros dias de vida e
medeia a diferenciacdo sexual do sistema nervoso, induzindo mudangas
morfoloégicas permanentes gue irdo se refletir durante a vida adulta (Kawata 1995).
O mecanismo ativacional ¢ mediado pela ativagcdo de receptores especificos para
cada hormodnio sexual em um sistema nervoso totalmente desenvolvido e é
resultado da a¢do momentanea dos horménios sexuais com alto nivel circulante
(Kawata 1995). Evidentemente, o efeito antinociceptivo do estrégenc e da
progesterona na ATM de fémeas (Fischer et al. 2008) e da testosterona na ATM de
machos (Fischer et al. 2007} que observamos em nossos experimentos anteriores é
do tipo ativacional. No entanto, embora tenha sido descrito que a acgéo
organizacional dos hormonios sexuais afeta a nocicepcao (LaCroix-Fralish et al.
2005; Borzan and Fuchs 2006} e o efeito analgésico de opidides (Cicero et al. 2002;
Cataldo et al. 2005; Borzan and Fuchs 2006) nao se sabe se essa agao
organizacional afeta a nocicepcao da ATM e o efeito antinociceptivo dos horménios
sexuais na nocicepco da ATM. Um fato que reforga a hipdtese de que um
mecanismo organizacional possa contribuir para a expresséo do efeito
antinociceptivo dos horménios na vida adulta é a sexo-especificidade do efeito de

cada hormdnio, ou seja, ao contrario do que acontece nas fémeas, a administracao
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sistémica de estrdgeno ou de progesterona néo afeta a nocicepcdo da ATM em
machos gonadectomizados (Fischer et al. 2007). O efeito da testosterona também &
sexo-especifico, ou seja a administragdo de testosterona ndo afeta a nocicepcédo em
fémeas ovariectomizadas (Fischer et al. 2007). E dificil explicar esses achados em
termos de um efeito ativacional, pois tanto o estrogeno (Lombardi et al. 2001) quanto
a progesterona (Oettel and Mukhopadhyay 2004) em machos, assim como a
testosterona em fémeas (Forest 1983), exercem impontantes fungbes fisioldgicas
através da ativagéo de receptores especificos presentes em ambos os sexos na
ATM (Abubaker et al. 1993; Campbell et al. 1993; Yamada et al. 2003; Fang and Ma
2006) e em dreas do sistema nervoso que participam da transmisséo e modulagéo
da informagéo nociceptiva (Amandusson et al. 1995; Kastrup et al. 1999: Aloisi
2003). Conseqiientemente, acreditamos que a agao organizacional tenha um efeito
permissivo para a agéo ativacional dos horménios sexuais na nocicepgio da ATM,
ou seja, a agéo do horménio durante a vida adulta depende de sua agéo prévia na

formagéo do sistema nervoso masculino e feminino.

Se essa hipétese for verdadeira, a manipulagéo do efeito organizacional dos
horménios sexuais alteraria, no organismo masculino e feminino adulto, a resposta
nociceptiva e a resposta aos hormdnios sexuais, demonstrando que o papel dos
horménios sexuais na resposta nociceptiva depende de diferencas estruturais no
sistema nervoso de machos e fémeas que se estabelecem nos primeiros dias de
vida. Sabe-se que a testosterona, e nao os outros hormdnios gonadais, é o
horménio responsdvel pela diferenciacdo sexual do sistema nervoso, ou seja, a
presenga de testosterona induz a masculinizagéo do sistema nervoso, enquanto sua
auséncia leva o cérebro a se desenvolver passivamente como o de uma fémea

(MacLusky and Naftolin 1981; Amold and Gorski 1984). Sendo assim, a

11



gonadectomia do macho no primeiro dia pos-natal, reduz a secregdo de
testosterona, fazendo com que seu sistema nervoso se desenvolva como o de uma
fémea (Cicero et al. 2002; Cataldo et al. 2005; Borzan and Fuchs 2006). De forma
semelhante, a administragdo de testosterona nos primeiros dias pos-natal em
fémeas faz com que seu encéfalo se desenvolva como o de um macho (Cicero et al.

2002; Cataldo et al. 2005; LaCroix-Fralish et al. 2005).
Objetivos
Objetivo geral:

Testar a hipdtese de que a agao organizacional dos horménios sexuais afeta
a nocicepgdo e o efeito antinociceptivo ativacional dos horménios sexuais na ATM

de ratos machos e fémeas.
Objetivos especificos:

1- Testar a hipdtese de que a manipulagéo do efeito organizacional, através
da gonadectomia no primeiro dia pés-natal em machos afeta: A - a nocicepcao
induzida pela administragéo de formalina (1,5%) na ATM de machos. B - o efeito
antinociceptivo da testosterona. C —~ a sexo-especificidade do efeito do estrogeno e
da progesterona nas fémeas, ou seja, se em machos gonadectomizados no
primeiro dia pds-natal, ao contrario do que acontece naqueles gonadectomizados no

periodo pré-puberal, esses hormdnios induzem efeito antinociceptivo.

2- Testar a hipétese de que a manipulagio do efeito organizacional, através
da injecao de testosterona no primeiro e segundo dia pés-natal em fémeas afeta: A -
a nocicepgéo induzida pela administragdo de formalina (1,5%) na ATM de fémeas. B
- 0 efeito antinociceptivo do estrégenoc e da progesterona nas fémeas. C — a sexo-

especificidade do efeito da testosterona nos machos, ou seja, se em fémeas que
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receberam testosterona pés-natal, ao contrario do que acontece naquelas que nao a

receberam, a testosterona induz efeito antinociceptivo.

Justificativa

Entender os mecanismos através dos quais os horménios sexuais modulam a
dor da ATM & de extrema importdncia para o desenvolvimenio de futuras
modalidades terapéuticas que levem em conta o status hormonal do paciente e

assim, alcancem um maior indice de sucesso.

Apesar de mecanismos organizacionais influenciarem fortemente a resposta
aos horménios sexuais na vida adulta (Kawata 1995), pouco se sabe a respeito do
envolvimento desses mecanismos no efeito dos horménios sexuais sobre a
nocicepgao, pois a literatura nessa area ainda € escassa (Cicero et al. 2002; Cataldo
et al. 2005; LaCroix-Fralish et al. 2005; Borzan and Fuchs 2006). Determinar a
contribuicio dos mecanismos organizacionais no  efeito antinociceptivo dos
horm&nios sexuais contribuira para o entendimento de que os organismos feminino e
masculino respondem de forma diferente aos estimulos nociceptivos néo sé porque
tém uma fisiologia hormonal distinta, mas também porque s&o estruturalmente

distintos.
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DESENVOLVIMENTO

-Materiais e métodos
Animais

Para realizagédo dos experirﬁentos estédo sendo utilizados ratos e ratas Wistar
pesando entre 200 a 300 g. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de
Campinas e estdo de acordo com as diretrizes determinadas pelo Comité de Etica
da Associacao Internacional para Estudo da Dor (IASP), em animais conscientes

(Zimmermann 1983}.

Manipulacao do efeito organizacional

Tendo em vista que a testosterona, e ndo os outros horménios gonadais, é o
horménio responséavel pela diferenciagio sexual do sisterma nervoso {(MaclLusky and
Naftolin 1981; Amold and Gorski 1984}, a testosterona foi removida do organismo

dos machos, através da gonadecomia no primeiro dia pés-natal e foi administrada

em fémeas, através de injeg&o subcutdnea no primeiro e segundo dia pos-natal.

Orquidectomia no primeiro dia pos-natal — No primeiro dia apds o nascimento
todos 0s machos foram gonadectomizados ou submetidos a cirurgia “sham”. A
anestesia foi induzida e mantida através da inalacao de uma mistura gasosa de
oxigénio e halotano (2%). Uma pequena inciséo foi feita no abddmen e os testiculos
foram apenas expostos (grupos sham) ou expostos e removidos sem ligadura

(Cicero et al. 2002; Cataldo et al. 2005; Borzan and Fuchs 2006). Um ou dois
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pontos, com fio Vicryl 6-0, foram necessarios para suturar a incisdo abdominal

(Cicero et al. 2002).

Administracéo pos-natal de testosterona em fémeas - No primeiro e segundo
dia pés-natal todas as fémeas receberam injecGes de subcutédneas de testosterona

(0,5 mg) ou propilenoglicol (veiculo).

Qvariectomia

Durante a fase adulta (45 dias) todas as fémeas foram ovariectomizadas ou
submetidas a cirurgia “sham”, sob anestesia induzida pela administragdo
intramuscular de xilazina (0,img/kg) e ketamina (100mg/kg). A regido
correspondente ao ovdrio a ser removido foi depilada e apés anti-sepsia local, a pele
e a camada muscular foram incisionadas, o ovéario foi somente exposto (grupos
sham) ou exposto e removido cirurgicamente, apés ligadura com fio de sutura. Os
tecidos foram reposicionados e suturados em planos. Procedimento similar foi
realizado no lado oposto, na mesma sess&o cirlrgica (Waynforth and Flecknell

1992).

Determinacéo das fases do ciclo estral e avaliacido hormonal

As fémeas que receberam injegdo de propilenoglicol {veiculo da testosterona)
no primeiro e segundo dia pds-natal e que foram submetidas & cirurgia sham tiveram
as fases do ciclo estral determinadas através de esfregacos vaginais diarios por NO
minimo oito dias consecutivos. O material coletado foi observado a fresco através de
um microscopio optico (aumento 10x). A fase com predominio (> 70%) de células
epiteliais & caracterizada como proestro ¢ a fase com maior proporgao de leucdcitos

como diestro (Adler 1981; Cairns et al. 2002; Marcondes et al. 2002). As fases
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proestro e diestro foram escolhidas por representarem as fases de maior e menor
nivel hormonal, respectivamente (Butcher et al. 1974). As f{émeas foram submetidas
ao experimento imediatamente apds a caracterizagado da fase do ciclo estral,

aproximadamente aos 90 dias de idade.

A administrac&o de testosterona nos primeiros dias pos-natal em fémeas
altera seu ciclo hormonal durante a vida adulta levando a chamada sindrome
anovulatéria (Cataldo et al. 2005; LaCroix-Fralish et al. 2005). No entanto, ratas
“sham” ovariectomizadas gque receberam a injegao de testosterona nos primeiros
dias pos-natal foram submetidas a esfregagos vaginais didrios para a determinagao
das caracteristicas celulares do epitélio vaginal. Essas fémeas apresentaram ciclos
irregulares, marcados por inimeros dias em metaestro. Apesar de algumas fémeas
entrarem esporadicamente em estro e proestro, a diviséo dos animais em fases nao

pdde ser realizada, pois o ciclo se apresentava totalmente irregular.

Injectes na ATM

Para realizagdo das injecbes na ATM, o animal foi brevemente anestesiado
através da inalacio de halotano e uma agulha calibre 30, conectada a uma seringa
de microlitro Hamilton (50ul) por um tubo de polietileno P50 foi inserida na porgao
inferior da borda pdstero-inferior do arco zigomaético e avangada em diregao anterior
até contactar a regido péstero-lateral do céndilo (Roveroni et al. 2001). O volume
total de cada injecéo foi de 30 ul. Apés o término da analise comportamental o sitio
de injegédo foi confirado visualmente. Para isso, sob efeito anestésico, o corante
azul de Evans {1%; 5mg/Kg) foi injetado, intracardiacamente. Apds dez minutos, o
animal foi submetido a perfuséo cardiaca com soro fisiologico. Como o corante Azul

de Evans se liga as proteinas plasmaticas, o local da inje¢do pbde ser identificado
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visuaimente, de acordo com a localizagdo do corante extravasado (Haas et al.

1992).

Teste comportamental

Para a realizagdo das andlises comportamentais uma caixa de observagao
medindo 30x30x30 cm com base e 3 laterais espelhadas e frente de vidro foi
utilizada. As respostas comportamentais caracterizadas pelo ato de cogar a regido
orofacial com a pata dianteira ou traseira e pelo ato de levantar reflexamente a
cabeca foram quantificadas durante 45 minutos, divididos em 9 blocos de 5 min.
Considerando que o ato de levantar refiexamente a cabega segue um padrédo
uniforme de 1 s de duracgéo, a intensidade da resposta nociceptiva foi quantificada
somando-se esse comportamento ao tempo em segundos gue o animal dispende

cogando a regido injetada, como previamente padronizado (Roveroni et al. 2001 )-

Administracao hormonal

A administragdo hormonal foi realizada por meio de injegbes subcuténeas
didrias, de estrégeno (50ug/kg, (Gordon and Soliman 1994), progesterona (8mg/kag,
(Hau et al. 2004) ou testosterona (1mg, (Campos et al. 2003) durante sete dias. No
setimo dia de tratamento os animais foram submetidos ao experimento. Os grupos

controles receberam injegéo de veiculo.

Delineamento experimental

1- Machos:

a- Para determinar se mecanismos organizacionais afetam a resposta

nociceptiva de machos na fase adulta, formalina 1,5% foi administrada na ATM de
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machos (75 dias de idade) intactos, sham e gonadectomizados no primeiro dia pos

natal.

b- Para determinar se mecanismos organizacionais afetam o efeito
antinociceptivo da testosterona em machos na fase adulta (75 dias de idade),
formalina 1,5% foi administrada na ATM de machos gonadectomizados no primeiro
dia pos-natal e que receberam injecéo de testosterona ou de veiculo por sete dias

antes do experimento.

c- Para determinar se mecanismos organizacionais afetam a sexo-
especificidade do efeito antinociceptivo do estrégeno e da progesterona, formalina
1,5% foi administrada na ATM de machos (75 dias de idade) gonadectomizados no
primeiro dia pés-natal e que receberam injecdo de estrégeno, progesterona ou de

veiculo por sete dias antes do experimento.

Grupos de machos intactos, sham gonadectomizados, ou gonadectomizados
na fase adulta (45 dias de idade) recebendo ou néo injecdo de horménios ou veicuio
foram utilizados para comparagdo e avaliagdo do efeito organizacional da

testosterona.
2- Fémeas:

a- Para determinar se mecanismos organizacionais afetam a resposta
nociceptiva de fémeas na fase adulta (90 dias de idade), formalina 1,5% foi
administrada na ATM de fémeas que receberam injecio de testosterona ou de
veiculo no primeiro e segundo dias pés-natal. As fémeas que receberam injec&o de
veiculo foram submetidas ao experimento durante as fases diestro e proestro do
ciclo estral, o mesmo néo foi possivel para as fémeas que receberam injecio de

testosterona, pois esse procedimento induz ciclos anovulatérios.
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b- Para determinar se mecanismos organizacionais afetam o efeito
antinociceptivo do estrégeno e da progesterona em fémeas na fase adulta (90 dias
de idade), formalina 1,5% foi administrada na ATM de fémeas que receberam
injecéo de testosterona ou de veiculo no primeiro e segundo dias pds-natal, e que
apés gonadectomia (45 dias de idade) receberam injecdo de estrogeno, de

progesterona ou de veiculo por sete dias antes do experimento.

¢- Para determinar se mecanismos organizacionais afetam a sexo-
especificidade do efeito antinociceptivo da testosterona nos machos, formalina 1,5%
foi administrada na ATM de fémeas {90 dias de idade) que receberam injecéo de
testosterona ou de vefculo no primeiro e segundo dias pés-natal, e que apés
gonadectomia (45 dias de idade) receberam injegdo de testosterona ou de vefculo

por sete dias antes do experimento.

Grupos de fémeas que nio passaram por nenhuma intervengéo no primeiro e
segundo dias pods-natal serdo utilizados para descartar um possivel efeito da

administracéo de veiculo.

Andlise estatistica

A soma dos comportamentos nociceptivos registrados durante os 45 min de
observacédo, ou seja, o ato de levantar reflexamente a cabeca e de cogar a regido
orofacial foi utilizada nas andlises estatisticas. A comparagdo entre os diferentes
grupos de animais que receberam testosterona ou veiculo no primeiro e segundo dia
pos-natal foi realizada através do teste t (Figura 4, comparacdo entre pares).
ANOVA e o teste post-hoc de Tukey foram utilizados para comparar o efeito da
administragdo pos-natal de testosterona ou de veiculo em fémeas sham

ovariectomizadas (Figura 3) e o efeito da administracéo de veiculo ou dos horménios

19



nas fémeas OVX que receberam testosterona pds-natal. Os resultados estao

apresentados pela média + EPM e o nivel de significAncia de p < 0,05 foi utilizado.
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RESULTADOS

A resposta comportamental nociceptiva induzida pela injecdo de formalina
(1,5%) na ATM de machos orquiectomizados ou sham operados no primeiro dia pds-
natal foi semelhante a de machos orquiectomizados ou sham operados na fase
adulta (Figura 1, teste t, p > 0,05). A resposta comportamental nociceptiva induzida
pela injecéo de formalina na ATM de machos orguiectomizados no primeiro dia pos-
natal foi semethante a de machos intactos e sham operados (Figura 1, teste de

Tukey, p > 0,05).

Figura 1 - Efeito da gonadectomia no primeiro dia pés-natal ou na fase adulta

na resposta nociceptiva induzida pela inje¢éo de formalina 1,5% na ATM de machos.

=3 Intaclo A gonadectomia no
S50 [ - - - z =
o S e ale s PFiMeiro dia pés-natal ndo afetou
as0 ] a resposta nociceptiva induzida
w00 { pela injecao de formalina na ATM

de machos. Machos sham ou
orquiectomizados no primeiro dia
pos-natal apresentaram resposta
nociceptiva semelhante a de
machos sham ou
orquiectomizados na fase adulta
(teste t p > 0,05). Machos
Sham ORX orquiectomizados no primeiro dia

pbs-natal apresentaram resposta
ORX = Orguiectomizado nociceptiva semelhante a de
machos intactos e  sham
orquiectomizados no primeiro dia
pos-natal (teste de Tukey p >
0,05). Numeros entre paréntesis
se referem ao numero de animais
em cada grupo experimental.

Comprataments Naciseplivo (s}

(8]

A administragdo de testosterona ou de progesterona, mas nao de veiculo ou
de estrégeno em machos orquiectomizados no primeiro dia pds-natal aumentou

significativamente a resposta nociceptiva induzida pela injegao de formalina na ATM
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quando comparada a administragdo dos mesmos horménios ou de veiculo em
animais orquiectomizados na fase adulta (Figura 2, teste t, p < 0,05). A
administragdo de testosterona, mas n&doc de progesterona aumentou
significativamente a resposta nociceptiva quando comparada a administragao de
veiculo e estréogeno em machos orquiectomizados no primeiro dia pés-natal (Figura

2, teste de Tukey, p < 0,05).

Figura 2 - Efeito da administragdo de testosterona, estrogeno e progesterona
na resposta nociceptiva induzida pela injecéo de formalina 1,5% na ATM de machos

orguiectomizados no primeiro dia pos-natal ou na fase adulta.

o Conadctom no e da pés-vatal A administragao  de
testosterona e  progesterona
aumentou a resposta nociceptiva
induzida pela inje¢do de
formalina na ATM de machos
orquiectomizados no primeiro dia
pos-natal quando comparados a
machos orquiectomizados na
fase adulta, como indicado pelo
simbolo “*” (teste i, p < 0,05). A
5 resposta nociceptiva induzida
5y 18 y ) nj 15} _ P .
Ofix+V ORX+T  ORK4E  ORK+P pela inje¢ao de formalina na ATM
de machos orguiectomizados no
primeiro dia  pds-natal foi
significativamente maior
naqueles que receberam
administragdo de testosterona do
que naqueles que receberam
administragdo de veiculo e
estrogeno, como indicado pelo
simbolo “+” (teste de Tukey, p <
0,05).

+

Compartamanta Noclcaptive ()

ORX + V = Orquiectomizado tratado com
veiculo, ORX + T = Orquiectomizado
tratado com Testosterona, ORX + E =
Orquiectomizado fratado com estrégenc;
ORX + P = Orquiectomizado tratado com
progesterona
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A resposta comportamental nociceptiva induzida pela injecao de formalina
(1,5%) na ATM de fémeas sham ovariectomizadas que receberam testosterona pos-
natal foi semelhante a de fémeas em proestro e significativamente menor que aquela
de féameas em diestro que receberam propilenoglicol (veiculo) pés-natal {Figura 3,
teste de Tukey, p < 0,05). As ratas “sham” ovariectomizadas que receberam inje¢ao
de testosterona nos primeiros dias pos-natal apresentaram ciclos irregulares,
marcados por inimeros dias em metaestro, motivo pelo qual foram agrupadas em

um Uunico grupo.

Figura 3 - Efeito da administragao pos-natal de testosterona na resposta

nociceptiva induzida pela inje¢&o de formalina 1,5% na ATM de fémeas.

BQO 1

Foet Nat Tastoserons Fémeas que
receberam

administracao pos-natal
de testosterona
apresentaram  resposta
comportamental

nociceptiva semelhante
a de fémeas em proestro
e significativamente
menor que agquela de
fémeas em  diestro,

400 1

300

200 A

Nocicaptive Behavior (s)

100 1

Sham Sham Sham conforme indicado pelo

Diastrus Proestrus [T

simbolo (teste de
Tukey, p < 0,05).

A resposta comportamental nociceptiva induzida pela inje¢do de formalina
(1,5%) na ATM de fémeas OVX que receberam administragao pos-natal de
testosterona foi significativamente menor que aguela de fémeas OVX que receberam

administragdo pés-natal de veiculo (Figura 4, teste t, p < 0,05). A resposta
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comportamental nociceptiva foi semelhante em todas as fémeas OVX que
receberam administracdo pés-natal de testosterona, ou seja, a administragcao dos
hormonios estrégeno, progesterona e testosterona na fase adulta ndo afetou a
resposta nociceptiva nessas fémeas (One Way ANOVA, p > 0,05). Quando
comparadas as témeas OVX que receberam veiculo pés-natal e testosterona na
fase adulta, as fémeas que receberam testosterona pés-natal e na fase adulta

exibiram comportamento nociceptivo significativamente menor (teste t, p < 0,05).

Figura 4 - Efeito da administracéo de estrégeno, progesterona e testosterona
na resposta nociceptiva induzida pela injecdo de formalina 1,5% na ATM de fémeas

ovariectomizadas que receberam testosterona pds-natal.

O comportamento
ost Natal Vsticle nociceptivo  induzido pela
el Malal Testoslarona - .

injegdo de formalina na ATM
foi semeihante em todos os
grupos que receberam
administracdo pos-natal de
testosterona (barras pretas,
Anova, p > 0,05. A
comparagao entre os pares
demonstra que fémeas OVX
que receberam administracéo

500 -

Mociceptive Behavior (s)

5 @) ® o 0 s pds-natal de testosterona
OVE+ W Qv+ E CX + P OVX+T .
exibem comportamento
nociceptivo menor que
Abreviagdes: OvX + \Y = aquelas que  receberam

Ovariectomizada com administragdo de vefculo; administragdio pos-natal de
OVX + T = Ovariectomizada com administracdo veiculo (diferenga indicada
de Testosterona; OVX + E = Ovariectomizada pelo simbolo “”, duas
com administracdo de estrégeno; OVX + P = primeiras baras, teste t, p <
QOvariectomizada com  administragdo de 0,05). Fémeas OVX que

progesterona receberam administragao
pos-natal e na fase adulta de
testosterona exibem

comportamento  nociceptivo
menor que aquelas que
receberam administragdo
pés-natal de veiculo e de
testosterona na fase adulta
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(diferenga  indicada  pelo

i, n

simbolo  “+”, duas Ultimas
barras, teste t, p < 0,05).

O comportamento nociceptivo foi semelhante em fémeas naive e sham
ovariectomizadas em diestro (432.5 + 24.5 e 424.1 + 11.3, respectivamente) e em
proestro (256.0 + 29.9 e 348.8 + 8.0, respectivamente) que receberam injecio de
veiculo no primeiro e segundo dias pés-natal. O comportamento nociceptivo também
foi semelhante em fémeas OVX que receberam injecdo de veiculo no primeiro e
segundo dias pds-natal e que receberam ou nao administracédo de veiculo na fase

adulta (416.6 + 20.3 e 421.8 + 15.8, respectivamentie).
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CONCLUSAO

Nossos resultados parciais, obtidos com os grupos de machos, demonstram
que (a) a nocicepcdo induzida pela administragdo de formalina na ATM néo foi
afetada pela gonadectomia no primeiro dia pés-natal, (b) a testosterona perdeu seu
efeito antinociceptivo observado quando administrada em machos orquiectomizados
na fase adulta e passou a ter um efeito pro-nociceptivo quando administrada em
machos orquiectomizados no primeiro dia pds-natal, (¢} a progesterona, mas néo o
estrogeno perdeu seu efeito sexo-especifico, ou seja, ao contrario do que acontece
em machos orquiectomizados na fase adulta, nos quais ambos os hormédnios nio
afetam a nocicep¢do, em machos orquiectomizados no primeiro dia pés-natal a

progesterona passa a ter um efeito pré-nociceptivo, assim como a testosterona.

O fato de a gonadectomia, tantc no primeiro dia pés-natal quanto na fase
adulta (Fischer et al. 2007), nao afetar a nocicepcéo sugere que tanto os efeitos
organizacionais quanto os efeitos ativacionais da testosterona endégena nao afetam
a nocicepgéo da ATM em machos. Considerando que machos orquiectomizados na
fase adulta apresentam resposta nociceptiva induzida pela administragio de
formalina na ATM semelhante a de fémeas em proestro {fase do ciclo estral com
altos niveis hormonais) e menor que a de fémeas em diestro {fase do ciclo estral
com baixos niveis hormonais) (Clemente et al. 2004) e que machos
orquiectomizados no primeiro dia pds-natal tém seu sistema nervoso, a partir de
entao, organizado como o de uma fémea (Cicero et al. 2002; Cataldo et al. 2005;
Borzan and Fuchs 2006), poderiamos esperar que esses machos apresentassem
resposta nociceptiva semelhante a de fémeas em diestro. O fato de essa idéia nao
se confirmar poderia ser explicado por uma de duas possibilidades: Primeiro, a

gonadectomia no primeiro dia pds-natal pode néo ter sido efetiva em suprimir todos
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os efeitos organizacionais da testosterona. Embora esse seja um procedimento
amplamente utilizado para o estudo dos mecanismos organizacionais da
testosterona (Cicero et al. 2002; Cataldo et al. 2005; Borzan and Fuchs 2006), a
secre¢do desse horméOnio comega a aumentar no fim da vida intra-uterina do
embriao e seus efeitos organizacionais comegam a ser induzidos ja nesse periodo
(Weisz and Ward 1980). Além disso, mesmo que esses machos tenham seu sistema
nervoso estruturado como o de uma fémea, eles ndo sofrem a influéncia da mais
marcante caracteristica da fisiologia reprodutiva feminina, as flutua¢des hormonais.
Sabe-se que a dor da ATM, em muiheres, € exacerbada durante os periodos de
rapidas flutuagbes dos niveis de hormdnios ovarianos (LeResche et al. 2003) e
essas flutuagcoes hormonais poderiam contribuir para a maior sensibilidade dolorosa

observada em fémeas em diestro quando comparadas acs machos.

Um achado intrigante nesse estudo foi de que o efeito ativacional da
testosterona, quande administrada em machos orguiectomizados no primeire dia
pos-natal foi oposto ao seu efeito observado quando ela é administrada em machos
orquiectomizados na fase adulta, ou seja, quando o efeito organizacional da
testosterona é suprimido pela gonadectomia no primeiro dia pés-natal, a
administragao de testosterona no animal adulto tem um efeito prd-nociceptivo gue
contrasta com o efeito antinociceptivo induzido pela sua administragdo em animais
que foram orquiectomizados na fase adulta (Fischer et al. 2007}, quando o sistema
nervoso ja esta totalmente formado. Esse resultado sugere nao sd que o efeito
antinociceptivo ativacional da testosterona depende de sua agao organizacional nos
primeiros dias de vida pds-natal, mas também que a testosterona pode exercer um
efeito ativacional pré-nociceptivo em uma situagao em que seu efeito organizacional

foi suprimido através da gonadectomia no primeiro dia pos-natal. Durante os

27



primeiros dias de vida pds-natal a auséncia ou presenga de testosterona induz
mudangas estruturais permanentes no sistema nervoso (MacLusky and Naftolin
1981; Arnold and Gorski 1984}, na auséncia de niveis fisiolégicos de testosterona,
como € o caso dos animais orquiectomizados tanto na fase adulta como no primeiro
dia pés-natal, essas mudancas estruturais parecem nac afetar diretamente a
nocicepcao da ATM, como demonstrado pelo comportamento nociceptivo
semelhante observado nesses animais. No entanto, a administragcao de testosterona
exerce efeito anti ou pré-nociceptivo dependendo da estruturacdo do sistema
nervoso. E dificil explicar os possiveis mecanismos envolvidos nesse efeito oposto
da testosterona sobre a nocicepcao da ATM, pois véarias alteracdes estruturais,
como por exemplo, na expressdo dos receptores hormonais (McAbee and
DonCarlos 1999), no nimero e tamanho das células neuronais (Breedlove and
Amold 1981}, na formagao de sinapses e estruturagao de circuitos neuronais
(McEwen 1999) e na distribuicdo de neuropeptideos (Rugarn et al. 1999) e

neurotransmissores (Davis et al. 1999) poderiam contribuir.

A semelhanca do que aconteceu com a administragdo de testosterona, a
administragdo de progesterona tambem aumentou a resposta nociceptiva em
machos orquiectomizados no primeiro dia pds-natal quando comparados aos
machos orquiectomizados na fase adulta. Isso poderia ser explicado pelo fato de
gue parte da progesterona é convertida em testosterona (Welsh et al. 1982; Zimniski
et al. 1991) o que poderia resultar em um efeito indireto da progesterona sobre 0s
receptores androgénicos. Por outro lado, a administracao de estrégeno em machos
orquiectomizados no primeiro dia pés-natal ndo afetou a nocicepgao. Esse resultado
da um suporte adicional a idéia de que o efeito pré-nociceptivo da testosterona é

mediado pela ativacdo de receptores androgénicos, pois grande parte da

28



testosterona € convertida em estrégeno pela agéo da enzima aromataSe {Lombardi
et al. 2001} e consequentemente, parte do efeito pré-nociceptivo da testosterona
poderia ser mediado pela ag&o do estrégeno proveniente de sua aromatizacio, fato

que nao se confirma diante da falta de efeito do estrégeno.

Diante dos resultados expostos conclui-se que a supressdo dos efeitos
organizacionais da testosterona no inicio da vida pés-natal de machos néo afeta o
comportamento nociceptivo induzido pela injegéo de formalina na ATM. No entanto,
o efeito antinociceptivo ativacional da testosterona, demonstrado pela administragéo
desse horménio em machos orquiectomizados na fase adulta, parece depender de
mecanismos organizacionais, pois quando esses mecanismos s&o suprimidos pela
gonadectomia no primeiro dia pés-natal, o efeito antinociceptivo ativacional da
testosterona nao ¢é observado. Ao contrario, observa-se um efeito pré-nociceptivo. A
administragao de progesterona, mas nao de estrégeno também induziu efeito pro-
nociceptivo. Como parte da progesterona é convertida em testosterona e parte da
testosterona € convertida em estrégeno, esse resultado sugere que o efeito pré-
nociceptivo observado é dependente da ativagdo de receptores androgénicos e

independente da ativacio receptores estrogénicos.

Os resultados apresentados confirmam nossa hipétese de que a manipulagao
do efeito organizacional, através da injecéo de testosterona no primeiro e segundo
dia pds-natal em fémeas afeta a nocicepgdo induzida pela administragdo de
formalina na ATM e o efeito antinociceptivo do estrégeno e da progesterona. No
entanto, os resultados ndo nos permitem concluir que essa manipulagéo do efeito

organizacional afeta a sexo-especificidade do efeito da testosterona.

As fémeas que receberam testosterona pés-natal nao apresentam ciclo estral
caracterfstico ou regular, o que impossibilita a separagio desses animais em grupos
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nas fases diestro e proestro, impossibilitando também a comparacéo direta entre os
grupos de fémeas sham ovariectomizadas que receberam veiculo ou testosterona
pos-natal. No entanto, duas observagbes importantes suportam a idéia de que a
manipulagdo do efeito organizacional, através da masculinizacdo dessas fémeas
diminui & nocicepgao da ATM. Primeiro, se a masculinizacao altera o ciclo estral e
portanto essas fémeas nao passam normaimente pela fase diestro, que é a fase em
que a resposta nociceptiva esta exacerbada (Fischer et al. 2008), pode-se concluir
gue a masculinizacéo tende a diminuir a nocicepg¢ao ao impedir que essas fémeas
sofram a exacerbacgéo da resposta nociceptiva caracterfstica da fase diestro do ciclo
estral. Evidentemente, esse efeito pode ser conseqiiéncia de uma agéo sobre o
sistema reprodutor € ndo sobre as alteragbes organizacionais no sistema nervoso
durante a diferenciagdo sexual. Segundo, quando as fémeas nas fases diestro e
proestro sao reunidas em um Wnico grupo, a resposta nociceptiva desse grupo é
maior que aquela do grupo de fémeas que recebeu testosterona pos-natal (teste t, p
< 0,05, dados nao mostrados). Além disso, a resposta nociceptiva das fémeas que
receberam testosterona pos-natal € semelhante 4 de machos (teste t, p > 0,05,
dados n&o mostrados). Portanto, esses dados sugerem que fémeas que tiveram o
sistema nervos organizado como o de um macho no periodo pds-natal, passam a
responder aos estimulos nociceptivos de forma semelhante a machos, ndo sé pela
semelhanga na magnitude da resposta nociceptiva, mas também pela auséncia de
variagdo da resposta nociceptiva em decorréncia das flutuagbes hormonais

caracteristicas do sexo feminino.

Recentemente demonstramos que a administragdo de estrégeno ou
progesterona em fémeas OVX reduz a nocicepgio da ATM e que fémeas QVX

apresentam resposta nociceptiva semelhante a de fémeas em diestro (baixos niveis
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hormonais) e significativamente maior que a de fémeas em proesiro (altos niveis
hormonais) (Fischer et al. 2008). Os resultados do presente trabalho demonstram
que fémeas ovariectomizadas que receberam testosterona poés-natal apresentam
resposta nociceptiva significativamente menor que aquelas que receberam apenas
vejculo pds-natal, ou seja, apods o tratamento pés-natal com testosterona, as fémeas
QOVX passam a exibir comportamento nociceptivo semelhante ao das fémeas em
proestro {teste t, p > 0.05, dados ndo mostrados). Juntos, 0s resultados obtidos com
as fémeas sham ovariectomizadas (Figura 3) e OVX (Figura 4) suportam a hipotese
de que o efeito organizacional dos horménios sexuais durante a diferenciacéo sexual
pés-natal do sistema nervoso induz alteragdes permanentes que podem contribuir

para a maior sensibilidade do sexo feminino a dor.

A administracdo de estrégeno ou progesterona, durante a fase adulta, em
fameas OVX que receberam testosterona pés-natal nao afeta a nocicepcio da ATM,
ou seja, animais que receberam os hormonios apresentam nocicepgdo semelhante
aos animais que receberam veiculo (Figura 4). Se considerarmos que, em animais
ndo submetidos a nenhum procedimento pos-natal, o estrégeno e a progesterona
reduzem a nocicepgao da ATM apenas em fémeas OVX (Fischer et al. 2008), mas
nao machos gonadectomizados (Fischer et al. 2007), podemos concluir mais uma
vez que as fémeas masculinizadas pela testosterona pos-natal passam a responder
de forma semelhante a machos, ou seja, ndo se observa efeito antinociceptivo dos
horménios femininos nessas fémeas. Portanto, esse resultado confirma nossa
hipétese de que o efeito antinociceptivo ativacional dos hormdnios femininos
depende de suas agdes organizacionais duranie a diferenciagao sexual do sistema
nervoso. Embora a comparagdo entre fémeas gue receberam testosterona na fase

adulta e veiculo ou testosterona pos-natal revele gue as Ultimas apresentam
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resposta nociceptiva significativamente menor (teste t, p< 0,05, Figura 4), ¢
importante salientar que néo ha diferenga ha resposta nociceptiva entre fémeas que
receberam testosterona pés-natal e veiculo ou testosterona na fase adulta (Anova,
p> 0,05, Figura 4). Portanto, esse dado ndo nos permite concluir que a manipulagao
do efeito organizacional dos horménios sexuais através da masculinizagao de

fémeas afete a sexo-especificidade do efeito antinociceptivo da testosterona.

Em resumo os resultados desse estudo sugerem que o efeito organizacional
dos horménios sexuais durante a diferenciagéo sexual pds-natal contribui para a
marcante diferenca na sensibilidade dolorosa entre os sexos. Essa idéia é suportada
pelos dados que demonstram que fémeas masculinizadas através da administragdo
pés-natal de testosterona passam a responder de forma semelhante a machos nao
s6 quanto a magnitude da resposta nociceptiva, mas também com relagéo ao efeito

antinociceptivo ativacional dos hormonios femininos.
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