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Resumo

As disfuncdes temporomandibulares (DTM) sdo condi¢cdes dolorosas que
envolvem a articulacdo temporomandibular (ATM) e os miusculos mastigatorios,
apresentam maior prevaléncia, severidade e duragdo no sexo feminino e sdo comumente
associadas a inflamacdo. Apesar das drogas antiinflamatdrias nio esteroidais (AINEs)
serem frequentemente utilizadas no controle de dores inflamatdrias, muitos pacientes
podem apresentar intolerancia ao tratamento prolongado e nem todos os pacientes com
dor inflamatéria na ATM respondem aos efeitos de tais medicamentos. Sabe-se que a
dor inflamatéria possui um componente simpético que pode predominar em casos com
menor sensibilidade aos AINEs. Assim, os objetivos deste trabalho foram: 1- investigar
a presenca de RNAm de adrenoceptores 3, no ginglio trigeminal, 2 - verificar se a
administragdo de agonistas de receptores 3, na regiéo da articulagdo temporomandibular
induz dor e 3 — verificar se a dor induzida pela ativacdo de adrenoceptores 3, na ATM
seria mediada por um mecanismo indireto. Para quantificacdo do RNAm de receptores-
B>, uma hora apds a injecdo de Carragenina ou salina nas duas ATMs os ginglios
trigeminais foram dissecados, foi realizada a extracdo do RNAm e procedimentos de
Real-Time PCR. Com o intuito de avaliar a participacdo desses receptores da
nocicep¢do da ATM foram administrados na ATM de ratos machos agonistas de
adrenoceptores ff,, com ou sem o antagonista seletivo desses receptores ou
antiinflamatdrio glicocorticéide. Foi verificada a presenca de RNAm de receptores-f3,
no ganglio trigeminal sugerindo a presenca desses adrenoceptores na regiao da ATM. O
comportamento nociceptivo resultante da administracdo de agonistas de adrenoceptores
> Salbutamol ou Metaproterenol foi similar a resposta nociceptiva induzida pelo teste
da formalina. Co-administracdo do antagonista de adrenoceptores 3, ICI 118.551 ou do

antiinflamatério esteroidal Dexametasona reduziu significativamente a nocicep¢ao
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induzida por Salbutamol ou Metaproterenol na ATM. Estes resultados sugerem que
adrenoceptores 3, na regido da ATM modulam a nocicep¢do através de um mecanismo
direto das catecolaminas atuando em receptores [, presentes na fibra aferente primdria,
e através de um mecanismo indireto pela ligacdo em adrenoceptores B, localizados na

membrana de células inflamatodrias.

Palavras-chave: Articulacio Temporomandibular, nocicepcdo, adrenoceptores beta 2,

antiinflamatdrio nao-esteroidal.



Abstract

Temporomandibular disorders (TMD) are pain conditions that affect the
temporomandibular joint (TMJ) and masticatory muscles. These conditions present
higher prevalence, severity and duration in females and appear to be associated with
inflammation. Although non-steroidal anti-inflammatory drugs have been frequently
used in the control of inflammatory pains, many patients may be intolerant to the
prolonged treatment and some of them may not respond to the effect of these
medications. It is already known that temporomandibular joint receives rich sympathetic
innervations that may predominate in the cases less sensitive to the non-steroidal anti-
inflammatory drugs. Therefore, in this study we investigated: 1- the presence of [,-
adrenoceptors mRNA in the trigeminal ganglion; 2- whether ,-adrenoceptors in male
rat TMJ modulates temporomandibular nociception; and 3- whether the nociception
resulting of B,-adrenoceptors agonists injection into this joint would be mediated by an
indirect mechanism. To quantify the PB,-adrenoreceptors mRNA, 1 hour after the
Carrageenan or saline injection in both TMIJ the trigeminal ganglion was dissected,
mRNA was extracted and Real-Time PCR was realized. To evaluate these
adrenoreceptors in the TMJ nociception [3,-adrenoreceptors agonists were administrated
with or without selective [,-adrenoceptors antagonists or glucocorticoid anti-
inflammatory agent. The presence of P,-adrenoreceptors mRNA was found in the
trigeminal ganglion suggesting the presence of these adrenoreceptors in the TMJ region.
Nociceptive behavior from the administration of B,-adrenoceptors agonists Salbutamol
ou Metaproterenol in the rat TMJ was similar to the nociceptive response in the
formalin test. Co-administration of the selective P,-adrenoceptors antagonists ICI

118.551 or the glucocorticoid anti-inflammatory agent Dexamethasone significantly
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reduced Slabutamol or Metaproterenol-induced temporomandibular joint nociception.
These findings indicate that B,-adrenoceptors in the temporomandibular joint region
modulate temporomandibular joint pain by a direct action of the catecholamines in the
primary afferent neuron and by an indirect action biding in B,-adrenoreceptors located

in the inflammatory cells membrane.

Keywords: Temporomandibular joint, nociception, beta 2 adrenoceptors, non-steroidal

anti-inflammatory drugs;
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Introducao

As disfungdes temporomandibulares (DTMs) sdo condi¢des dolorosas que
envolvem a articulagdo temporomandibular (ATM) e os musculos mastigatorios, e
afetam mais de 12% da populacdo (Carlsson, 1999; Dworkin et al., 1990; Von Korff et
al., 1988), com maior prevaléncia, severidade e duracdo no sexo feminino (Riley and
Gilbert, 2001). Essas condicdes resultam principalmente de trauma agudo, desarranjo
interno ou artrites, € sdo comumente associadas a inflamacdo aguda ou crdnica
(Alstergren and Kopp, 2000; Suzuki et al., 2003).

DTMs podem resultar em alodinia e hiperalgesia da ATM, ou seja, um aumento
da sensibilidade a estimulos nociceptivos causando dor excessiva e exagerada. Tanto a
alodinia quanto a hiperalgesia resultam da sensibiliza¢do periférica dos nociceptores
locais (Alstergren and Kopp, 2000; Kopp, 2001; Nordahl et al., 2000; Oliveira et al.,
2005; Raja et al., 1988) e sensibilizacdo central de neurdnios nociceptivos no complexo
do ganglio trigeminal (Dubner and Ren, 2004; Iwata et al., 1999; Sessle, 2000). Os
processos de sensibilizacdo periférica e central sdo caracterizados por um aumento da
excitabilidade da membrana neural por mediadores inflamatérios liberados no local da
lesao (Alstergren and Kopp, 2000; Kopp, 2001; Suzuki et al., 2003) e liberacdo de
neuropeptideos e aminodcidos excitatérios no ganglio trigeminal (Bakke et al., 1998;
Bereiter and Benetti, 1996; Cairns et al., 2001; Yu et al., 1996), respectivamente.

Sabe-se que a dor inflamatdria possui um componente simpético (Levine et al.,
1986; Nakamura and Ferreira, 1987) que pode predominar em casos com menor
sensibilidade aos antiinflamatérios nao esteroidais (AINESs).

Dados publicados recentemente (Nackley et al., 2007), demonstram que a
inibicdo da enzima catecol-o-metil-transferase (COMT), que metaboliza as

catecolaminas, induz hiperalgesia mecénica e térmica na pata de ratos semelhante a



induzida pela administracdo do agente inflamatorio carragenina. Esse efeito induzido
pela inibicdo da COMT foi bloqueado pela administragdo conjunta de antagonista de
receptor adrenérgico B, e B3, mas ndo de [B;. Esses dados, juntamente com dados
previamente publicados (Khasar et al., 1999a; Khasar et al., 1999b; Aley et al., 2001)
indicam o envolvimento do adrenoceptor , em estados hiperalgésicos e demonstram
pela primeira vez a participacdo dos receptores 33 na hiperalgesia.

Ha alguns anos nosso laboratério tem se dedicado ao estudo do envolvimento
dos B-adrenoceptores na hiperalgesia da ATM. Por exemplo, demonstramos que as
aminas simpatomiméticas sdo liberadas no local da lesdo articular onde contribuem com
o desenvolvimento de hiperalgesia na ATM de ratos através da ativacdo de
adrenoceptores 3, localizados nessa regido, mas nao de adrenoceptores ; (Rodrigues et
al., 2006). Isto se baseia no fato de a deplecio dos estoques intracelulares de
norepinefrina ou o bloqueio dos adrenoceptores [3, articulares previamente ao
desenvolvimento do processo inflamatdrio atenuar a hiperalgesia da ATM. Em outro
trabalho demonstramos que durante a inflamacdo na ATM de ratos a ativacdo de
adrenoceptores [;, mas ndo P localizados na regido da ATM, induz a sensibilizagdo
necessdria para ocorréncia de dor pelo fator de crescimento neural (Pelegrini-da-Silva et
al., 2008). No entanto, ndo se sabe se os [-adrenoceptores contribuem com a dor
instalada da ATM, como, por exemplo, a nocicep¢ao induzida pela administracdo de
agonista de adrenoceptores na ATM de ratos.

Clinicamente, a utilizacdo de beta bloqueadores no tratamento da dor na ATM é
um alvo em potencial, uma vez que a ATM possui rica inervagdo simpdtica (Widenfalk
and Wiberg, 1990; Yoshino et al., 1998; Kido et al., 2001), e a modulacdo da dor por
esta via iria contribuir para o tratamento de pacientes que apresentam dor inflamatdria

nessa regido e que ndo respondem bem ao uso dos AINEs (Ta and Dionne, 2004).



Recentemente, um estudo clinico demonstrou que mulheres com DTM ou fibromialgia
podem apresentar funcdo adrenérgica desregulada, o que contribui com a severidade de
dor corporal. Essas mulheres com DTM ou fibromialgia apresentaram uma diminui¢ao
do ndmero de sitios dolorosos espalhados pelo corpo, uma diminuicio da dor
proveniente dessas regides e uma diminui¢do da dor induzida por isquemia do braco
ap6s a administracdo endovenosa de beta-bloqueador ndo seletivo propranolol
indicando a participacdo dos adrenoceptores 3; e/ou 3, na dor clinica em geral (Light et
al., 2009). No entanto, o estudo ndo avaliou se o propranolol reduz especificamente a
dor da ATM.

Os B-bloqueadores ja sdo vastamente utilizados no tratamento da enxaqueca. A
enxaqueca e a dor da ATM apresentam algumas caracteristicas em comum, como por
exemplo, tanto a enxaqueca (O'Brien et al., 1994; Stewart et al., 1994; Rasmussen,
1995) quanto a dor da ATM (Dworkin et al., 1990; LeResche, 1997) apresentam maior
prevaléncia, severidade e duracdo em mulheres, durante o periodo reprodutivo (Stewart
et al.,, 1992), o que sugere que talvez os beta-bloqueadores possam ser utilizados

também com sucesso no tratamento da dor na ATM.



Objetivos

1- Investigar a presenca de RNAm de adrenoceptores P, no ganglio
trigeminal;
2- Caracterizar a resposta nociceptiva induzida pela ativacdo de

adrenoreceptores [, na ATM;

1.1.  Realizacdo de curvas dose resposta de agonistas de
adrenoceptores 3, administrados na regido da articulacdo temporomandibular
(ATM);

1.2.  Investigar a seletividade dos efeitos induzidos por agonista de
adrenoceptores [,, verificando para isso se a co-administragio de doses
crescentes de um antagonista seletivo de adrenoceptores B, com o agonista na
regido da ATM reverte o efeito do mesmo;

1.3.  Verificar se o efeito desencadeado pela administracio de
agonistas de adrenoceptores P, na regidgo da articulagdo temporomandibular é
realmente local, através da administragdo da maior dose utilizada do antagonista
na ATM contralateral que receberd a maior dose do agonista;

3- Verificar se a dor induzida pela ativagdo de adrenoceptores 3, na ATM é
mediada por um mecanismo indireto. Para isso serd testada a hipdtese de que a co-

administracdo de dexametasona com agonista de adrenoceptor 3, reduz a dor na ATM.



Justificativa

Consideramos que a proposta do estudo € relevante, pois o entendimento dos
mecanismos periféricos envolvidos na dor da ATM, especialmente os que envolvem a
participacdo de beta adrenoceptores, poderd contribuir com o tratamento da dor
associada a disfuncdo temporomandibular, principalmente no que diz respeito ao
tratamento de pacientes que nao respondem bem ao tratamento com antiinflamatérios
ndo esteroidais. O trabalho proposto dd continuidade a trabalhos previamente
desenvolvidos no laboratério de dor e inflamag¢do da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba - UNICAMP. O conhecimento sobre a participa¢do dos adrenoceptores 3, na
dor da ATM, assim como os mecanismos envolvidos nessa resposta € essencial para o
estabelecimento de um tratamento diferenciado, que permitird manejar a influéncia da
inervagao simpdtica sobre a sintomatologia dolorosa do paciente com DTM e com isso

alcancar um maior indice de sucesso no tratamento dessas condigdes.



Materiais e métodos

Animais

Para realizagdo deste trabalho foram utilizados ratos machos Wistar pesando
entre 200 a 300g, provenientes do CEMIB e mantidos no Biotério da FOP - UNICAMP.
Os animais foram mantidos em gaiolas plésticas (5 por gaiola) contendo maravalha, em
ambiente com controle de luminosidade (ciclos claro/escuro de 12h) com alimentacgao e
dgua, ad libitum.

Os procedimentos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica de
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Campinas (protocolo nimero:
2014-1) e estio de acordo com as diretrizes determinadas pelo Comité de Etica da
Associacdo Internacional para Estudo da Dor (IASP), em animais conscientes
(Zimmermann, 1983). Em particular, a duragdo dos experimentos foi a menor possivel
(45 minutos) e o ndimero de animais usados foi mantido ao minimo necessario

(aproximadamente 6 por grupo).

Drogas
- Carragenina (100ug, Oliveira et al., 2005);
- Formalina 1,5% (solu¢do aquosa a 37% de formaldeido) (Clemente et al.,
2004);
- Agonista de adrenoceptores B, Salbutamol 10ug, 40ug ¢ 120ug (Diaz et al.,
1996);
- Agonista de adrenoceptores [, Metaproterenol 0,3ug, 09ug, 2,7ug e 8,1ug

(Pascual et al., 1993);



- Antagonista seletivo de receptores adrenérgicos 3, ICI 118.551 (hydrochloride
((#)-1-[2,3-(dihydro-7-methyl-1H-inden-4-y)oxy]-3-[(1-methylethyl)amino]-2-butanol
hydrochloride)) 0,1ug, 0,3ug e 0,9ug (Vandenput et al., 2002);

- Antiinflamatério Esteroidal Dexametasona Sug (Yang et al., 1997);

Todas as drogas foram utilizadas em um volume de 15uL, diluidas em solucao

salina a 0,9% e adquiridas da Sigma—SP, Brasil.

Delineamento experimental

Com o objetivo de verificar a presenca de RNAm de adrenoceptores [, no
ganglio trigeminal foram realizados os seguintes grupos:

- administragdo de salina na ATM e disseca¢do do ganglio apés 1 hora para
procedimentos de Real-Time PCR;

- administracdo de Carragenina na ATM e dissecacdo do ganglio apés 1 hora
para procedimentos de Real-Time PCR;

Com o objetivo de verificar se a administragdo de agonistas para adrenoceptores
B> na regidgo da ATM induz nocicepgio realizamos os seguintes grupos experimentais:

- agonista de adrenoceptores [, Salbutamol;

- agonista de adrenoceptores 3, Metaproterenol;

Para comprovar a seletividade do agonista [, adrenérgico na dose efetiva
utilizada, verificamos se o antagonista seletivo de adrenoceptores 3, ICI 118.551 reverte
o efeito desencadeado pelo agonista:

- Salbutamol (dose efetiva) + o antagonista seletivo do adrenoceptores 3, ICI

118.551;



- Metaprotereno (dose efetiva) + o antagonista seletivo do adrenoceptores [, ICI
118.551;

Para comprovar se o efeito do antagonista P, adrenérgico na dose efetiva é
realmente periférico e local, o antagonista de adrenoceptor B, ICI 118.551 foi
administrado na ATM contralateral a que recebeu a administracdo do agonista de
adrenoceptores 2 Salbutamol:

- Salbutamol (dose efetiva) + ICI 118.551 na ATM contralateral;

- Metaproterenol (dose efetiva) + ICI 118.551 na ATM contralateral;

Com o objetivo de determinar se a dor induzida pela atividade de adrenoceptores
B> na ATM € mediada por um mecanismo indireto foi co-administrada Dexametasona
com os agonistas de adrenoceptores [3;:

- Salbutamol (dose efetiva) + Dexametasona.

- Metaproterenol (dose efetiva) + Dexametasona.

Administracao de drogas na regiao da ATM

Os animais foram brevemente anestesiados por inalacdo de Isoflurano. A seguir,
uma agulha calibre 30, conectada a uma seringa de microlitro Hamilton, por um tubo de
polietileno P50, foi inserida na porcdo inferior da borda poéstero-inferior do arco
zigomdtico, sendo avancada em direcao anterior até contactar a regido pOstero-lateral do

condilo (Roveroni et al., 2001). O volume de injecdo foi de 15ul por droga.

Teste comportamental
As sessoes de teste foram realizadas durante a fase clara entre 9h e 17h em sala
silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25°C. Durante o teste os animais nao

N N

tiveram acesso a dgua ou a comida. Para minimizar o estresse durante as sessdes



experimentais, os animais foram previamente manipulados pelo pesquisador por um
periodo de 7 dias. Para a realizacdo das andlises comportamentais uma caixa de
observacdao medindo 30x30x30 cm com base e 3 laterais espelhadas e frente de vidro foi
utilizada. Cada animal foi inicialmente colocado e mantido na caixa por 10 minutos para
habituar-se ao ambiente de experimentacdo e minimizar o estresse.

Imediatamente apds a injecdo periarticular o animal ja consciente foi recolocado
na camara de observagdo e as respostas comportamentais caracterizadas pelo ato de
cocar a regido injetada 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 minutos. O tempo em segundos que o animal permaneceu cocando a regidao
orofacial foi quantificado através da utilizagdo de um cronémetro, € o nimero de vezes
que o animal levantou reflexamente a cabeca foi quantificado por um contador de
células (Roveroni et al., 2001). Considerando que o ato de levantar reflexamente a
cabeca segue um padrdo uniforme de 1 s de duracdo, a intensidade da resposta
nociceptiva foi quantificada somando-se esse comportamento ao ato de cogar a regido

injetada, como previamente padronizado (Roveroni et al., 2001).

Confirmacao do local da injeciao

Apo6s o término de cada andlise comportamental foi feita a confirmacao visual
do local de administracao das drogas (pos-mortem). Para isso, apds induc@o anestésica
através da administracdo intraperitoneal de uma mistura de uretano e «-cloralose
(100mg/kg e 50mg/kg, respectivamente), o corante azul de Evans (1%; 5Smg/Kg) foi
injetado, intracardiacamente. Apés dez minutos, o animal foi submetido a perfusao

cardiaca com soro fisiolégico. Como o corante Azul de Evans se liga as proteinas



plasmdticas, o local da injecdo pode ser identificado visualmente, de acordo com a

aparéncia do corante extravasado (Haas et al., 1992).

Dissecacao dos ganglios trigeminais e extracio do RNAm

Uma hora apds a injecdo de Carragenina ou salina nas duas ATMs, foi feita
anestesia do animal através da inalacdo de Isoflurano e sua decapita¢do. O cérebro foi
removido e os ganglios trigeminais dissecados do 0sso petroso na base da fossa mediana
do cranio. Os ganglios foram irrigados com solucdo salina fria e estéril e
acondicionados em tubos contendo solucdo para evitar a degradacdio do RNA
(RNAlater® Ambion Inc., Austin, TX) a -70°C. O RNA total foi extraido dos ganglios
pelo método do reagente TRIZOL (Gibco BRL, life Technologies, Rockvill, MD, USA)
seguindo as recomendacdes do fabricante, descritas brevemente como segue: a solugdo
de RNAlater foi aspirada e 3ml de reagente TRIZOL adicionado ao tubo com os
ganglios, agitado por 30 segundos e incubado por 5 minutos em temperatura ambiente.
Ap0s este periodo, 0,6ml de cloroférmio (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi adicionado
ao tubo, agitado (vortex) e centrifugado (10.000 rpm por 15 minutos a 4°C). A por¢ao
aquosa foi transferida para outro tubo ao qual foi adicionado 1,5ml de isopropanol,
agitado, incubado por 20 minutos a uma temperatura de -20°C e centrifugado da mesma
forma que descrito acima. O “pellet” foi lavado com etanol gelado a 75% e seco em
temperatura ambiente. As amostras de RNA foram resuspendidas em 50ml de dgua
tratada com dietilpirocarbonato e armazenadas a -70°C. A concentragdo de RNA foi
determinada com a utilizacdo de um espectrofotdometro (Eppendorf AG, Hamburg,

Germany).
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“Real-Time” PCR (RT-PCR)

Transcricao reversa: o0 RNA total foi tratado para eliminacao de qualquer residuo
de DNA da amostra (DNA-freeT, Ambion Inc., Austin, TX, USA), e 1mg da mostra foi
utilizado para a sintese de cDNA. Para isso, as reacOes foram realizadas utilizando-se o
kit “first-strand” cDNA synthesis (Roche Diagnostic Co., Indiandpolis, IN, USA),
seguindo as recomendacdes do fabricante para um volume final de 20 ml. As amostras
foram incubadas por 10 minutos a 25°C e entdo por 60 minutos a 42°C. Concluido o
segundo ciclo de incubacdo, as amostras foram incubadas por 5 minutos a 99°C e entdo
incubadas por 5 minutos a 4°C para resfriamento. Os reagentes utilizados e suas
respectivas concentracdes foram: solucdo tampdo (1X), MgCl, (5mM), mistura de
deoxinucleotideos (1mM), “primers” randomizados — p[dN]6 (3,2mg), inibidor de
RNAse (50U) e transcriptase reversa — AMV (20U).

Desenho dos “primers”: os “primers” para GAPDH (gene de referéncia) e para
adrenoceptores [, foram desenhados com auxilio de um programa desenvolvido
especificamente para desenhar “primers” para o LightCycler (Roche Diagnostic GmbH,
Mannheim, Germany). Todos os “primers” foram verificados quanto a sua
especificidade através da verificacdo da curva de Melting (obtida apds a corrida no
LightCycler) e correndo gel para verificacao dos produtos.

Otimizacdo das reagOes: a eficiéncia das reagOes para cada “primer” foi
otimizada anteriormente ao inicio das reagOes propriamente ditas. Concentracdes
variando de 2 a SmM de MgCl, e de 0,2 a 0,5mM de cada “primer” foram utilizadas
para se determinar em quais condicOes a reacdo teve a melhor eficiéncia. Condigoes
essas sugeridas pelo fabricante do equipamento.

Reagdes de RT-PCR: as reagdes de RT-PCR foram realizadas com o sistema

LightCycler (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), utilizando-se o kit
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"FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostic Co.)". O perfil das reacdes
foi determinado seguindo as recomendacdes do fabricante do equipamento. Para cada
uma das "corridas", a dgua foi utilizada como controle negativo, e o produto das reagdes
foi quantificado utlilizando-se o programa do préprio fabricante (LightCycler Relative
Quantification Software - Roche Diagnostics GmbH). GAPDH foi utilizado como o

gene de referéncia ("housekeeping") para a normalizagdo dos valores.

Analise estatistica

Os comportamentos nociceptivos registrados durante os 45 minutos de
observacdo foram somados e utilizados em todas as andlises estatisticas. Dados com
homogeneidade de variancia foram analisados pelo teste t ou ANOVA e as comparagoes
multiplas foram realizadas pelo teste de Tukey. Os resultados foram apresentados pela

média = epm e o nivel de significincia de p<0.05 fo1 utilizado.
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Resultados

Expressdo de RNAm de adrenoceptores [ no Ganglio Trigeminal

Com o intuito de verificar se adrenoceptores [, estdo presentes no Génglio
Trigeminal, Carragenina ou seu veiculo salina foram administrados na regido da ATM
de ratos machos 1 hora antes da remocdo do cérebro para dissecacdo de ambos os
ganglios trigeminais direito e esquerdo para serem utilizados na andlise quantitativa de
Real-Time PCR. A expressdao de RNAm para adrenoceptores [, no Ganglio Trigeminal
foi significativamente maior quando administrada Carragenina comparando-se com seu
veiculo (p<0,05, teste de Tukey, Fig. 1), sugerindo a presenca desses adrenoceptores

nesta regiao.

Efeito da administracdo de Salbutamol e de Metaproterenol na ATM de ratos

Com o intuito de verificar se adrenoceptores [, contribuem na inducdo da
nocicep¢do da ATM, agonistas seletivos para adrenoceptores [, Salbutamol ou
Metaproterenol foram administrados na ATM de ratos. Salbutamol e Metaproterenol
apresentaram de forma dose dependente um comportamento nociceptivo

significativamente similar aquele apresentado no teste da formalina (p>0.05, pds-teste

de Tukey, Fig. 2 e 3).

Efeito do antagonista de adrenoceptores [, no comportamento nociceptive
induzido por Salbutamol ou por Metaproterenol

Com o intuito de verificar se a participagdo de adrenoceptores [, na nocicepgao
ocorre de forma seletiva, o antagonista de adrenoceptores B, ICI 118.551 foi co-
administrado com a maior dose de Salbutamol ou Metaproterenol na ATM de ratos. A

maior dose de ICI 118.551 reduziu significativamente a resposta nociceptiva induzida
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pelo Salbutamol ou Metaproterenol (p<0.05, pés-teste de Tukey, Fig. 4 e 5). ICI
118.551 ndo afetou a nocicep¢do induzida pelo Salbutamol ou Metaproterenol quando
administrado na ATM contralateral (Fig. 4 e 5, p>0.05, t test), confirmando sua a¢do
local. Co-administragdao de ICI 118.551 com NaCl 0,9% ndo apresentou resposta
nociceptiva por si s6 sendo similar aquela induzida pela injecao de NaCl 0,9% na ATM

(Fig. 45, p>0.05, teste t).

Efeito do antiinflamatorio glicocorticéide Dexametasona no comportamento
nociceptivo induzido pelo Salbutamol ou Metaproterenol

Com o intuito de verificar se células inflamatdrias contribuem com a nocicep¢ao
induzida pelo Salbutamol ou Metaproterenol, antiinflamatério Dexametasona foi co-
administrado com a maior dose de Salbutamol ou Metaproterenol (120ug e 8,1ug,
respectivamente) na ATM de machos. A menor dose de Dexametasona (5,0ug)
diminuiu significativamente a resposta nociceptive induzida pelo Salbutamol ou
Metaproterenol em machos (p< 0.05, teste de Tukey, Fig. 6 e 7). Dexametasona nao
afetou a nocicep¢do induzida pelo Salbutamol ou Metaproterenol quando aplicada na
ATM contralateral (Fig. 6 e 7, p>0.05, teste t), confirmando seu efeito local e
periférico. Co-administracdo de Dexametasona com NaCl 0,9% ndo apresentou resposta
nociceptiva por si s6 sendo a resposta similar aquela induzida pela injecdo de apenas

NaCl 0,9% na ATM (Fig. 6 e 7, p>0.05, teste t).
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Discussao

Neste estudo demonstramos a presenca de RNAm de adrenoceptores [, no
Ganglio Trigeminal embora RNAm desses adrenoceptores nao tenham sido detectados
no Ganglio da Raiz Dorsal (Nicholson, 2005). Este dado sugere que a acdo da
nocicep¢do na ATM através da ativagdo de adrenoceptores 3, é provavelmente mediada
por mecanismos periféricos no ganglio trigeminal além dos mecanismos intrinsecos na
medula espinhal (Bondok, 1988; Peng, 1993; Nicholson, 2005; Han et al, 2007).

Neste estudo pudemos demonstrar que a administracio de agonistas de
adrenoceptores [, Salbutamol ou Metaproterenol induz um comportamento nociceptivo
semelhante aquele provocado pela administracio de Formalina na ATM; este
comportamento nociceptivo provocado pelo Salbutamol ou Metaproterenol foi
significativamente reduzido pela administracdo concomitante de antagonista de
adrenoceptores B, ICI 118.551, demonstrando a seletividade destes adrenoceptores.
Com relacdo a participacdo das catecolaminas em estados hiperalgésicos tem sido
demonstrado que a inibicdo da catecol-o-metil-transferase (COMT), que metaboliza as
catecolaminas, induz hiperalgesia mecénica e térmica na pata de ratos semelhante a
induzida pela administracdo do agente inflamatorio carragenina. Esse efeito induzido
pela inibicdo da COMT foi bloqueado pela administragdo conjunta de antagonista de
receptor adrenérgico B, e B3, mas ndo de ;. Esses dados, juntamente com dados
previamente publicados (Khasar et al., 1999a; Khasar et al., 1999b; Aley et al., 2001)
indicam o envolvimento do adrenoceptor , em estados hiperalgésicos e demonstram
pela primeira vez a participacdo dos receptores 3 na hiperalgesia; na regido da ATM,
demonstramos que as aminas simpatomiméticas sao liberadas no local da lesdo articular
onde contribuem com o desenvolvimento de hiperalgesia na ATM de ratos através da

ativa¢do de adrenoceptores [, localizados nessa regiao, mas nao de adrenoceptores B;
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(Rodrigues et al., 2006). Em outro trabalho demonstramos que durante a inflamacdo na
ATM de ratos a ativacdo de adrenoceptores 3, mas ndo P;, localizados na regido da
ATM, induz a sensibilizacdo necessdria para ocorréncia de dor pelo fator de
crescimento neural (Pelegrini-da-Silva et al., 2008). Estes dados juntamente com os
dados encontrados neste trabalho demonstram que adrenoceptores 3, participam tanto
da hiperalgesia quanto da dor ja instalada da ATM; desta forma, os mecanismos que
medeiam a hiperalgesia podem ser tanto separados e distintos daqueles que medeiam a
nocicep¢do (Taiwo and Levine, 1991; Waldron and Sawynok, 2004; Oliveira et al.,
2007), quanto mecanismos comuns podem estar envolvidos. Nossos resultados
demonstrando que a ativagdo de adrenoceptores [3, articulares aumentam
significativamente a nocicep¢cao da ATM indicam que catecolaminas contribuem para o
desenvolvimento da nocicep¢ao através da ativagdo de adrenoceptores presentes na
regido da ATM. Este resultado é consistente com a densa inervagdo simpatica da ATM
por fibras vindas de células do ganglio cervical superior (Widenfalk and Wiberg, 1990;
Yoshino et al., 1998; Kido et al., 2001) de onde provavelmente as catecolaminas sao
liberadas. Este componente simpético da inflama¢ao da ATM pode estar predominando
em alguns pacientes que apresentam dor na ATM e talvez explique porque alguns
desses pacientes nao respondem ao tratamento analgésico com AINES.

Estdo crescendo as evidéncias de que o inicio de Desordens Idiopaticas
Dolorosas (Idiopathic Pain Disorders - IPDs), como as DTMs, estd associado com
fatores fisicos e psicoldgicos que iniciariam uma amplificagdo da dor e do estresse
psicolégico. No entanto, cada individuo desenvolve estas condicdes com diferentes
probabilidades, as quais sdo definidas através de uma interacdo complexa entre os
fatores genéticos e a extensdo da exposi¢do a eventos ambientais especificos

(Diatchenko et al., 2006). Atualmente, novas evidéncias sugerem a existéncia de bases
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genéticas para a participacdo de adrenoceptores beta no desencadeamento das DTMs.
Em um estudo prospectivo do desenvolvimento de DTM, estudou-se 3 variantes
genéticos (haplotipos) para a codificacdo genética da enzima Catecol-O-
methyltransferase (COMT), enzima responsavel pela metaboliza¢do das catecolaminas,
entre elas a Norepinefrina, Epinefrina e a Dopamina. O haplotipo ligado a menor
atividade da COMT foi associado com a maior sensibilidade dolorosa e o maior risco de
desenvolvimento de DTM (Diatchenko et al., 2006). Isto se deve a diferentes
combinacdes de alelos comuns observados na regido que codifica o gene da COMT em
humanos, afetando significativamente a estrutura secundaria do RNAm correspondente,
0 que por sua vez causa alteragdes dramaticas na eficiéncia da enzima alterando suas
funcdes essenciais (Nackley, 2010).

Clinicamente, tem sido demonstrado que mulheres com DTM possuem fung¢dao
adrenérgica desregulada (Light et al., 2009) o que sugere que tanto a desregulacdo
positiva ou negativa na func¢do de adrenoceptores , aumentam a vulnerabilidade para o
desenvolvimento desta condi¢do (Diatchenko et al., 2007). Em outro estudo, mulheres
que apresentavam fibromialgia (Light et al., 2009) ou DTM (Tchivileva, 2010)
apresentaram uma diminui¢cdo do nimero de sitios dolorosos espalhados pelo corpo,
uma diminui¢cdo da dor proveniente dessas regides € uma diminuicdo da dor induzida
por isquemia do braco apds a administracdo endovenosa de beta-bloqueador ndo
seletivo propranolol indicando a participacdo dos adrenoceptores ; e/ou B, na dor
clinica em geral (Light et al., 2009).

Neste estudo também demonstramos que a ativagdo de adrenoceptores [, da
regido da ATM por agonistas de receptores [, induz a nocicepcdo desta regido através
da liberacdo de mediadores inflamatérios. Enquanto a presengca de RNA de beta

adrenoceptores ou sitios de ligagdo em neurdnios nociceptivos trigeminais ou ganglios
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trigeminais poderiam suportar a hipétese de que as catecolaminas contribuem para a
nocicep¢do induzida pelo agonista de receptores f, na ATM através de uma acdo direta
dessas aminas no terminal nociceptivo aferente primario, a expressao de adrenoceptores
beta em macréfagos (Barnes, 1993; Tan, 2007), mondcitos, linfocitos T (Johnson,
2002), eosindfilos, mastdcitos, neutréfilos (Barnes, 1993; Johnson, 2002), linfécitos,
(Barnes, 1993) e baséfilos (Perper et al., 1972) suportam a hipétese de uma acgdo
indireta dessas aminas no terminais nociceptivos aferentes primdrios.

Assim, os resultados presentes sugerem que adrenoceptores 3, da ATM de ratos
participam na modulagdo da dor inflamatdria. A ativacdo desses adrenoceptores resulta
em um comportamento nociceptivo da ATM em ratos machos e quando co-
administrado com antagonistas de adrenoceptores B, ocorre supressdo desta resposta.
Clinicamente, os P-bloqueadores ja sdo vastamente utilizados no tratamento de
enxaqueca. A enxaqueca e a dor da ATM apresentam algumas caracteristicas em
comum como, por exemplo, tanto a enxaqueca (O'Brien et al., 1994; Stewart et al.,
1994; Rasmussen, 1995) quanto a dor da ATM (Dworkin et al., 1990; LeResche, 1997)
apresentam maior prevaléncia, severidade e duracdo em mulheres, durante o periodo
reprodutivo (Stewart et al., 1992). Assim, tendo em vista as evidencias de que muitos
pacientes sdo intolerantes ao tratamento prolongado com AINEs e nem todos os
pacientes respondem aos efeitos de tais medicamentos, estes resultados sugerem que
antagonistas de beta adrenoceptores poderiam ser uma alternativa no tratamento de

dores relacionadas as Disfun¢des Temporomandibulares.
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Figuras e legendas
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Fig. 1 — Expressdo de RNAm de adrenoceptores 3, no Ganglio Trigeminal de ratos
machos.

Administragdo de Carragenina 100pg na ATM de ratos machos induziu a expressdo de
RNAm de adrenoceptores 3, no Ganglio Trigeminal significativamente maior que a
administracdo de seu veiculo. O simbolo “*” indica uma resposta significativamente
maior que aquela causada pela salina. O nimero de ratos utilizados estd entre parénteses

(p<0.05, teste de Tukeyt).
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Figura 2
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Fig. 2 — efeito de diferentes concentracoes de Salbutamol na ATM de ratos machos.

Administracdo de Salbutamol nas concentragdes de 10ug, 40ug e 120ug na ATM de
ratos  machos.  Salbutamol 120ug induziu  comportamento  nociceptivo
significativamente similar ao do teste da Formalina (p>0.05, teste de Tukey). O simbolo
“*” indica uma resposta significativamente menor que a resposta apresentada pela
injecdo de Formalina e Salbutamol 120ug (p<0.05, ANOVA poés-teste de Tukey). O

nimero de animais utilizados estd entre parénteses.
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Figura 3
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Fig. 3 — efeito de diferentes concentracoes de Salbutamol na ATM de ratos machos.

Administracdo de Metaproterenol nas concentracdes de 0,3ug, 0,9ug, 2,7ug e 8,1ug na
ATM de ratos machos. Metaproterenol 8,1ug induziu comportamento nociceptivo
significativamente similar ao do teste da Formalina (p>0.05, teste de Tukey). O simbolo
“*” indica uma resposta significativamente menor que a resposta apresentada pela
injecdo de Formalina e Metaproterenol 8,1ug (p<0.05, ANOVA pés-teste de Tukey). O

nimero de animais utilizados estd entre parénteses.
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Figura 4

400+

300+

200+

1009 *

Comportamento Nociceptivo (S)

03 09 0,9 (ct) NaCl (6)
|
ICI 118.551 (ug) |

Salbutamol 120ug (6)

Fig. 4 — Efeito da administracdo local na ATM de antagonista de adrenoceptores [,
ICI118.551 no comportamento nociceptivo induzido por Salbutamol em machos.

Co-administracdo de ICI118.551 nas concentracdoes de 0,1ug, 0,3ug e 0,9ug com
Salbutamol 120ug reduziu significativamente a nocicepg¢ao induzida por Salbutamol em
machos. O simbolo “*” indica uma resposta significativamente menor que a resposta
apresentada pela injecdo de Salbutamol 120ug (p<0.05, ANOVA pés-teste de Tukey).
Co-administracdo de ICI118.551 (0,9ug) com NaCl 0.9% ndo teve efeito por si sé
(p>0.05, teste t). Administracao de ICI118.551 (0,9ug) na ATM contralateral (ct) nao

afetou o comportamento nociceptivo induzido por Salbutamol (p>0.05, teste t).
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Fig. 5 — Efeito da administracdo local na ATM de antagonista de adrenoceptores [,
ICI118.551 no comportamento nociceptivo induzido por Metaproterenol em machos.

Co-administracdo de ICI118.551 nas concentracdoes de 0,1ug, 0,3ug e 0,9ug com
Metaproterenol 8,lug reduziu significativamente a nocicep¢do induzida por
Metaproterenol em machos. O simbolo “*” indica uma resposta significativamente
menor que a resposta apresentada pela injecio de Metaproterenol 8,1ug (p<0.05,
ANOVA pos-teste de Tukey). Co-administragdo de ICI118.551 (0,9ug) com NaCl 0.9%
ndo teve efeito por si s6 (p>0.05, teste t). Administracdo de ICI118.551 (0,9ug) na
ATM contralateral (ct) ndo afetou o comportamento nociceptivo induzido por

Metaproterenol (p>0.05, teste t).
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Figura 6
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Fig. 6 — Efeito da administracdo local na ATM de antiinflamatério glicocorticoide
Dexametasona na nocicep¢do induzida pelo Salbutamol em machos.

Co-administracdo de Dexametasona (Spug) com Salbutamol 120pug reduziu
significativamente o comportamento nociceptivo induzido por Salbutamol em machos.
O simbolo “*” indica uma resposta significativamente menor que a resposta apresentada
pela injecdo de Salbutamol 120ug (p<0.05, ANOVA poés-teste de Tukey). Co-
administracdo de Dexametasona (Sug) com NaCl 0.9% ndo demonstrou efeito (p>0.05,
teste t). Administracdo de Dexametasona (5ug) na ATM contralateral (ct) nao afetou o

comportamento nociceptivo induzido por Salbutamol (p>0.05, teste t).
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Figura 7
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Fig. 7 — Efeito da administracdo local na ATM de antiinflamatério glicocorticoide
Dexametasona na nocicep¢do induzida pelo Metaproterenol em machos.

Co-administracio de Dexametasona (Sug) com Metaproterenol 8,1ug reduziu
significativamente o comportamento nociceptivo induzido por Metaproterenol em
machos. O simbolo “*” indica uma resposta significativamente menor que a resposta
apresentada pela injecdo de Metaproterenol 8,1ug (p<0.05, ANOVA pos-teste de
Tukey). Co-administracdo de Dexametasona (Sug) com NaCl 0.9% niao demonstrou
efeito (p>0.05, teste t). Administracdo de Dexametasona (5ug) na ATM contralateral
(ct) ndo afetou o comportamento nociceptivo induzido por Metaproterenol (p>0.05,

teste t).
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Conclusoes

O presente trabalho demonstrou que adrenoceptores 3, estdo presentes na regiao
da Articulacdo Temporomandibular e participam da nocicep¢do da ATM de ratos. Estes
adrenoceptores modulam a dor na ATM através de um mecanismo direto das
catecolaminas atuando diretamnete em neurdnios aferentes primérios, € por meio de um
mecanismo indireto através da ligacdo de catecolaminas a adrenoceptores 3, presentes
na membrana de células inflamatérias. Os dados obtidos sugerem que os beta-
bloqueadores, em especial aqueles seletivos para adrenoceptores [, podem ser uma
alternativa interessante no tratamento de pacientes com dor da ATM que apresentam
intolerancia ao tratamento prolongado com antiinflamatérios ndo esteroidais ou que

simplesmente ndo respondem aos seus efeitos.
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Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 2014-1, sobre "Papel dos adrenoceptores beta

na nocicepcdo induzida por formalina na ATM de ratos"”, sob a

responsabilidade de Profa. Dra. Claudia Herrera Tambeli / Nadia Cristina

| Favaro Moreira, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo

\ Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA),

| tendo sido aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais —
CEUA/Unicamp em 27 de novembro de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 2014-1, entitled “Role of beta adrenoceptores in

the nociception induced by formalin in rats'TMJ", is in agreement with the

Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian College for
Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -

Unicamp) on November 27, 2009.

Campinas, 27 de novembro de 2009.
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Presidente Secretaria Executiva
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Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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