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1. RESUMO

A maior prevaléncia e severidade das condigbes dolorosas da articula¢éo
temporomandibular (ATM) no sexo feminino sugere que 0$ hormdnios sexuais
modulam a dor da ATM. Estudos recentes demonstram que o estrégeno tem efeito
antinociceptivo mediado por um mecanismo n&o genémico no sistema nervoso
periférico. Dados obtidos em nosso laboratério, também sugerem um papel
antinociceptivo do estrégeno, uma vez que ratas com altos niveis sistémicos de
estrogeno exibem menor comportamento nociceptivo induzido pela inje¢ao
experimental de formalina na ATM. Adicionalmente, as fémeas com altos niveis de
estrogeno necessitam de uma maior dose local de inibidor da Guanilato ciclase
(ODQ) para expressar um aumento nessa resposta nociceptiva. O objetivo desse
estudo foi investigar os mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo do
estrogeno na ATM de ratas. Para isso testou-se a hipétese de que o estrogeno
reduz a dor na ATM através de um mecanismo n&o gendmico no sistema nervoso
periférico, envolvendo a liberagao enddégena do segundo mensageiro Guanosina
Monofosfato ciclico (GMPc). Os resultados demonstraram que a co-administragao
de formalina (1,5%) e estrégeno sozinho ou conjugado com albumina plasmatica
na ATM de ratas ovarectomizadas (OVX) induziu uma resposta nociceptiva
significativamente menor que aquela observada com a administragao de formalina
e propilenoglicol (veiculo do estrogeno). O efeito antinociceptivo do estrégeno foi
revertido pela administragao do anfagonista de receptores estrogénicos e do
inibidor da guanilato ciclase. Esses dados sugerem que a ativagdo de receptores
estrogénicos de membrana localizados na regido da ATM reduz a dor da ATM

através de um mecanismo mediado pela liberagao endégena de GMPc.



2. INTRODUGAO

A maior prevaléncia e severidade das condigbes dolorosas da articulagao
temporomandibular (ATM) no sexo feminino (Riley e Gilbert 2001) sugere que 0s
horménios sexuais modulam a dor da ATM. O estrégeno, principal hormdnio
sexual feminino, tem um papel complexo envolvendo quase todas as estruturas do
corpo (McEwen 2001). Suas agbes incluem a modulagdo da expressao génica
(Amandusson et al. 1999; Holland et al. 1908; Priest et al. 1995), de sistemas de
segundos mensageiros (Moss et al. 1997; Kelly et al, 1999) e da atividade de vias
neurais (Mermelstein et al. 1996; Chaban et al. 2003) em areas do sistema
nervoso que reconhecidamente participam da transmissdo e modulacdo da
informagdo nociceptiva. Além de seus receptores nucleares classicos, gue
regulam a expressdo génica (McEwen 2001), recentemente foi demonstrada a
existéncia de receptores de estrégeno localizados na membrana plasmatica, com
farmacologia idéntica aos receptores nucleares (Razandi et al. 1999; Ma et al.
2005), porém responsaveis por efeitos rapidos, incompativeis com uma fesposta
gendmica (Simoncini and Genazzani 2003). A ativagio desses receptores de
membrana esta associada a um efeito antinociceptivo mediado pela modulagao
direta da atividade da fibra nociceptiva aferente primaria, através da inibicao de
canais de cdlcio (Lee et al. 2002; Chaban et al. 2003; Ma et al. 2005). Dados
obtidos em nosso laboratério reforgam a idéia de que o estrogeno desempenha
um papel antinociceptivo, uma vez que os altos niveis fisiologicos desse horménio,
observados durante a fase proestro do ciclo estral (Clemente et al. 2004), ou a
reposicdo exodgena em ratas ovariectomizadas (OVX, dados ndo publicados)
diminui a nocicepgao induzida pela inje¢do experimental de formalina na ATM.
Adicionaimente, dados obtidos recentemente em nosso laboratério demonstram
que as fémeas em proestro necessitam de uma maior dose local do inibidor da
Guanilato ciclase, 1H-(1,2,4)-oxadiasolo (4,2-a)quinoxalin-1-one (ODQ), para
expressar um aumento nessa resposta nociceptiva, quando comparadas as
fameas em diestro. Como o proestro e o diestro sdo as fases do ciclo estral com

altos e baixos niveis de estrégeno respectivamente, esse dado sugere que o



mecanismo pelo qual os altos niveis de estrégeno presentes no proestro reduzem
a dor da ATM poderia ser mediado pelo menos em parte, por uma aumento da
producdao de GMPc. No entanto, no caso do proestro o estrégeno poderia estar
atuando tanto em mecanismos gendmicos quanto nao gendmicos e em diferentes
niveis do processamento da informacao nociceptiva. Apesar de existirem
receptores de estrogeno na ATM (Aufdemorte et al. 1986; Abubaker et al. 1993,
Yamada et al. 2003) e na membrana de neurdnios nociceptivos primdrios (Chaban
and Micevych 2005), ndo se sabe se © efeito antinociceptivo induzido pelo
estrégeno na ATM de ratas é mediado, por uma acdo periférica, através de um
mecanismo nao gendmico que leve ao aumento na produgao de GMPc. Para
avaliar essa possibilidade o estrégeno, conjugado ou ndo com albumina
plasmatica, foi co-administrado com formalina (1,5%) na ATM de ratas OVX. Na
seqliéncia, estrégeno foi co-administrado com formalina e o antagonista de

receptores estrogénicos ou o inibidor da guanilato ciclase na ATM de ratas OVX.
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3. DESENVOLVIMENTO
3.1. MATERIAIS E METODOS

3.1.1. Animais

Para realizagdo deste trabalho foram utilizados ratos e ratas Wistar
pesando enfre 150 a 250 g, provenientes do CEMIB e mantidos no Biotério da
FOP - UNICAMP. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas (5 por gaiola)
contendo maravalha, em ambiente com controle de luminosidade (ciclos
clarofescuro de 12h) com alimentagao e agua, ad libitum.

Os procedimentos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica de
Experimentagao Animal da Universidade Estadual de Campinas e estao de acordo
com as diretrizes determinadas pelo Comité de Etica da Associag&o Internacional
para Estudo da Dor (IASP), em animais conscientes (Zimmermann 1983). Em
particular, a duragdo dos experimentos foi a menor possivel (45 minutos) e ©

numero de animais usados foi mantido ac minimo necessario (aproximadamente 6

por grupo).
3.1.2. Drogas

Formalina — 1,5%, solugao de formaldeido a 37% diluida em NaCl 0,9%.

Estrogeno- 1,2 ug (Vandenput et al. 2002).

1] 182-780- antagonista seletivo de receptores de estrogeno 6 g
(Vandenput et al. 2002).

Estrégeno conjugado & albumina (estrogeno BSA)- 1,2 pg de estrégeno
mais BSA.

0DQ (1H-(1,2,4)-oxadiasolo (4,2-a)quinoxalin-1 -one} 80pug, inibidor da

guanilato ciclase (Cunha et al. 1999).
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Todas as drogas foram adquiridas da Sigma—SP, Brasil, exceto IC1182-780
adquirido da TOCRIS. . Os estrogenos foram dissolvidos em propilenoglicol, o
ICI182-780 e o ODQ foram dissolvidos em dimetil sulféxido (DMSO).

3.1.3. Administracéo de drogas na regido da ATM

Os animais foram brevemente anestesiados por inalagéo de Halotano. A
seguir, uma agulha calibre 30, conectada a uma seringa de microlitro Hamilton,
por um tubo de polietileno P50, foi inserida na porgao inferior da borda péstero-
inferior do arco zigomatico, sendo avangada em diregéo anterior até contactar a
regido postero-lateral do condilo (Roveroni et al. 2001). O volume de injec&o foi de

15ul por droga.

3.1.4. Teste comportamental

As sess@es de teste foram realizadas durante a fase clara entre Sh e 17h
em sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25°C. Durante o teste os
animais nao tiveram acesso a agua 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 realizagdo das analises
comportamentais uma caixa de observagao medindo 30x30x30 cm com base e 3
laterais espelhadas e frente de vidro foi utilizada. Cada animal foi iniciaimente
colocado e mantido na caixa por 10 minutos para habituar-se ao ambiente de
experimentagio e minimizar o estresse.

Imediatamente apds a injegdo periarticular o animal ja consciente, foi
recolocado na camara de observacdo e as respostas comportamentais
caracterizadas pelo ato de cogar 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 cogando a regido orofacial foi quantificado através da utilizagdo de
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um cronémetro, e o numero 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 cabega segue um padréo
uniforme de 1 s de duragéo, 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).

3.1.5. Confirmacéao do local da injegéo

Apos o término de cada andlise comportamental foi feita a confirmacao
visual do local da administragdo da formalina (pos-mortem). Para isso, apoés
indugdo anestésica através da administragao intraperitoneal de uma mistura de
uretano e a-cloralose (100mg/kg e 50mg/kg, respectivamente), o corante azul de
Evans (1%; 5mg/Kg) foi injetado, intracardiacamente. Apos dez minutos, o animal
foi submetido a perfusao cardiaca com soro fisiolégico. Como o corante Azul de
Evans se liga as proteinas plasmaticas, o local da injecao foi identificado
visualmente, de acordo com a aparéncia do corante extravasado (Haas et al.

1992).

3.1.6. Ovarectomia

Foi realizada aos 21 dias de idade, previamente a puberdade (Green et al.
1999). Para isso, os animais foram anestesiados através da administragao
intraperitoneal de pentobarbital (50 mg/Kg). A regido correspondente ao ovario a
ser removido foi depilada com auxilio de um depilador eletrico. Com o animal
posicionado lateralmente, os ovarios se localizam a 1cm de distancia da coluna
vertebral e a 1cm abaixo da Ultima costela. Uma incisdo de 1cm foi realizada,
paralelamente ao longo eixo do animal, seguindo-se de uma divulsao dos tecidos
adjacentes até exposi¢do do ovario, para permitir a ligadura logo abaixo do

mesmo, com fio de sutura. O ovario entao foi excisionado, os tecidos



reposicionados e suturados em planos. Procedimento similar foi realizado no lado

oposto, na mesma sessao cirurgica.

3.2. Delineamento experimental

Os experimentos foram realizados em ratas ovariectomizadas porque o
déficit de estrogeno sistémico possivelmente contribui para a afericao do efeito
puramente periférico.

Com o objetivo de determinar o efeito periférico do estrégeno na
nocicepgao induzida pela administragdo de formalina na ATM, o estrégeno ou seu
veiculo (propilenoglicol) foi co-administrado com formalina 1,5% na ATM. Com o
objetivo de confirmar a especificidade da resposta do estrégeno sobre os
receptores estrogénicos o antagonista seletivo de receptores de estrogeno ICI
182-780 foi co-administrado com formalina e estrogeno ou seu veiculo
(propilenoglicol) na ATM. Com o objetivo de determinar se o efeito periférico do
estrégeno & mediado por receptores de membrana, o estrogeno conjugado com
albumina, uma proteina plasmatica impermeavel através da membrana celular, foi
co-administrade  com formalina na ATM. Com o objetivo de determinar os
possiveis mecanismos envolvidos no efeito periférico do estrogeno, foi testada a
hipotese de que o estrogeno reduz a dor na ATM através da ativagao da via de
sinalizag@o celular dependente de GMPc (guanosina monofosfato ciclico), para
isso o inibidor da guanilato ciclase (ODQ) foi co-administrado com formalina e

estrogeno ou seu veiculo {propilenoglicol) na ATM.
3.3. Andlise Estatistica

Os comportamentos nociceptivos registrados durante os 45 minutos de
observacgao foram somados e utilizados em todas as analises estatisticas. Dados
com homogeneidade de variancia foram analisados por ANOVA e as
comparacbes multiplas foram realizadas pelo teste de Tukey. Os resultados estao

apresentados pela média + epm e o nivel de significancia de p<0.05 sera utilizado.
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4. RESULTADOS

A administracdo de estrogeno na ATM reduziu significativamente a
nocicepcao induzida pela administragdo de formalina (Fig. 1 A). O efeito do
estrogeno foi totaimente revertido pela co-administragdo do antagonista de
receptores estrogénicos (Fig. 1 A), o que demonstra a especificidade do efeito
sobre receptores estrogénicos.

A administracdo de estrégeno conjugado com albumina (E-BSA) reduziu
significativamente a nocicepgao induzida pela formalina na ATM (Fig. 1 B). Como
a albumina é uma proteina plasmatica impermeavel através da membrana celular,
esse resultado indica que a antinocicepg¢do induzida pelo estrégeno na ATM é
mediada pela ativacdo de receptores estrogénicos localizados na membrana
plasmatica de células da regido da ATM.

O efeito do estrogeno foi totalmente revertido pela co-administragao do
inibidor da guanilato ciclase ODQ (Fig. 2), o que demonstra que a antinocicep¢do
induzida pelo estrégeno na ATM de ratas é mediada pelo aumento na produgao de
GMPc.

15
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Figura 1 - Efeito antinociceptivo periférico do estrogeno na ATM.

A - A administracao de estrogeno
na ATM de ratas OVX reduziu
significativamente a nocicepgao
induzida pela administracao de
formalina. Esse efeito foi revertido
pelo antagonista de receptores
estrogénicos (IClI 182-780).
O simbolo * indica que a resposta
induzida pela administragao de
salina (0.9% NaCl) e estrégeno
(1,2 g) com formalina na ATM ¢é
significativamente menor que a
observada nos demais grupos
(p < 0,05, teste de Tukey).

B- A administracdo de estrogeno
conjugado com albumina na ATM
de ratas OVX reduziu
significativamente a nocicepgao
induzida pela administracao de
formalina. O simbolo * indica que
a resposta induzida pela
administragdo de salina (0.9%NaCl)
é significativamente menor que a
observada apoés administracao de
formalina. O simbolo + indica que a
resposta induzida pela administragao
de estrogeno conjugado com
albumina (E-BSA) mais formalina
na ATM é significativamente menor
que a observada ap6s administragao
de formalina (p < 0,05, teste de Tukey).
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Figura 2 - Participagao do GMPc no efeito antinociceptivo

periférico induzido pelo estrégeno na ATM.

2-0 efeito antinociceptivo do estrégeno na ATM
foi revertido pelo inibidor da guanilato ciclase
ODQ. Esses dados sugerem que o GMPc
participa do efeito antinociceptivo periférico
induzido pelo estrogeno na ATM.
O simbolo * indica que a resposta induzida
pela administragdo de salina (0.9% NaCl) e
estrogeno (1,2 g) com formalina na ATM
¢ significativamente menor que a
observada nos demais grupos
(p < 0,05, teste de Tukey).



5. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a ativagio de receptores de
estrogeno localizados na regido da ATM reduz a dor experimental induzida pela
injecdo de formalina na ATM de ratas OVX (Fig 1 A). O fato do antagonista ICl
182-780 ndo atravessar a barreira hematoencefalica (Clark et al. 2003), confirma o
efeito periférico do estrogeno. O efeito antinociceptivo do estrégeno sobre a dor da
ATM ja havia sido demonstrado em estudos animais (Clemente et al. 2004), que
estdo de acordo com dados clinicos demonstrando que a dor por DTM em
mulheres & maior durante a fase de baixo nivel de estrogeno do ciclo menstruai
(LeResche et al. 2003). No entanto, como nesses casos o efeito antinociceptivo é
induzido por altos niveis fisiologicos e sistémicos de estrogeno, esse hormonio
poderia estar exercendo seu efeito através da ativagéo de diferentes mecanismos
em diferentes niveis da transmissao e processamento da informagéo nociceptiva.
Nosso resultado demonstrando que a administragao de estrégeno na ATM reduz o
comportamento nociceptivo induzido pela injegéo de formalina na ATM de ratas
sugere que pelo menos parte do efeito antinociceptivo induzido pelos altos niveis
fisiologicos de estrégeno em mulheres e animais pode ser conseqiliéncia de um
mecanismo periférico. De fato, a expressdo de receptores de estroégeno ja foi
demonstrada na ATM de humanos (Aufdemorte et al. 1986) e animais (Abubaker
et al. 1993; Yamada et al. 2003), e & maior em individuos com sinais de DTM do
que em individuos controles (Aufdemorte et al. 1986).

Os mecanismos de ag&o classicos do estrogeno envolvem a regulagéo da
transcricdo génica, através da ativagdo de receptores localizados no nucleo da
célula (McEwen 2001). No entanto, o efeito antinociceptivo & observado neste
estudo poucos minutos apds a injegéo de estrégeno, o que & incompativel com
uma agéo gendmica, que necessitaria de varios minutos a horas para a sua
evidenciagdo {(Orimo et al. 1993). QO carater nao-gendmico do efeito
antinociceptivo do estrégeno foi comprovado, pela administragido de estrégeno
conjugado com albumina plasmatica (Fig. 1 B). Como a albumina € uma proteina

impermeavel através da membrana celular, a agdo do conjugado estrogeno-
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albumina é restrita a receptores localizados na membrana celular. Esse resultado
estd de acordo com estudos eletrofisiologicos que sugerem um papel
antinociceptivo periférico ndo genomico do estrégeno através da modulagao direta
da atividade da fibra nociceptiva aferente primaria pela inibigao de canais de calcio
(Lee et al. 2002; Chaban et al. 2003; Ma et al. 2005).

A administracac na ATM do inibidor da guanilato ciclase, enzima
responsavel pela produgio de GMPc, blogueou totalmente o efeito antinociceptivo
induzido pelo estrégeno (Fig. 2). Esse resultado sugere que o efeito
antinociceptivo periférico nao genémico demonstrado &€ mediado, pelo menos em
parte, pelo aumento na produgéo de GMPc na regiao da ATM. Esse resultado €
suportado por evidéncias que demonstram o estrégeno conjugado a albumina
pode estimular a formagéo de GMPc em células endoteliais (Russell et al. 2000) e
pancreaticas (Ropero et al. 1999) e que a produgdo desse segundo mensageiro
esta relacionada ao efeito analgésico de varios farmacos (Ventura-Martinez et al.

2004; Deciga-Campos and Lopez-Munoz 2004) .
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6. CONCLUSAO

Esse estudo contribui de forma significativa para o adeguado entendimento
dos mecanismos através dos quais o estrégeno reduz a dor da ATM e podera ser
atil para o estabelecimento de futuros tratamentos que alcancem um maior indice
de sucesso, permitindo manejar a poderosa influéncia que o status hormonal

exerce sobre a sintomatologia dolorosa do paciente.
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7. ANEXOS

7.1. RESUMOS

(COFER  Lstudo do efeito periférico do estrogeno na nocicepgdo induzida
por formalina na articulacio temporomandibular de ratos
Moreirg NCF* Fischer {2 ToreesoChaver KE. Fumbelt CH
Cinetns Fisioldgicas - UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS.
E-mail: nadinfavarogmail.com

Evui'cm;m sagerem que o evtrigenn reduz & aividade da fibra socscepuvi priming nravés do controbe de
canpis janicos. 0 objetivo desse estudo foi avaliar o efedo periféicn do esmgeni ta nocicepgio da arice-

Vagho tenspornmanditrtar {ATM) de ratos, Para ivso foram wsilizados ratos ¢ ratas wistar, As femess foram IC 079

ovaTed das (VX ou sub das n evfregagos vaginais pars identificmdo du fase diestro do oizle esral
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o v veiculo & Com 0 wntgonista de receplores estrogéacos (ICT 182-780, 1 e b ug) na ATM de fénweas em

eestrer e OWX. As respostas comy mxicepiivas fi i por 45 min ¢ vtikizadas come
medida qeantitativa de dor (Pun. %155, 20000 Os dadirs, Fosam analisados por ANOVA e 1este de Tukey
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(1R9 1 45, =5 ¢ 188 + 25 n = 5 O efeitn do estmgeno fol reverudo pela administrado do antagoniss de
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EFEITO ANTINOCICEPTIVO PERIFERICO DO ESTROGEND NA ATM DE RATAS E MEDIADO
PELA LIBERACAO ENDOGENA DE GMPC

Nadia Crsting Favaro Moreir (Bolsista FAPESP), Luana Fischer, Karla Elena Torres-
Chiavez ¢ Prof Dra, Claudia Herrera Tambeli (Onentadora). Faculdade de Odontologia de
Pimeicaba - FOP, UNICAMP

A adnumistragio local de estrogeno reduz a nocicepgdo induzida por formaling na ATM de
(atas ovarectormzadas (OVX) O objetvo desse estudo foi verificar se o efeito
antmociceptivo penferico do estrogeno na nocicepeio da ATM e medado pela hiberagio
endogenn de GMPe Foram utihizadas ratas Wistar ovarectommizadas Sahna ou Formahna
(1,5%) for co-administrada com estrogeno ou seu veiculo e com o antagonista de receptores
estrogénicos (101 182-780, Guy) ou com o imindor da guanilato ciclase (ODOQ, BOpg) na
ATM As respostas comportamentass nociceptivas foram quantificadas por 45 min ¢
utihizadas como medida quantitativa de dor (Pain, 94 185, 2001). Os dados foram
anahsados por ANOVA e teste de Tukey (p<,05) A admimistragio de estrogeno reduziu
sienificativamente a nocteepgiio induzida por formahing na ATM de femeas OVX (200 +
17, n=8) em relagio ao seu veiculo (3940 © 53, n=7), O efeito antnociceptivo do estrogeno
for revertido pela administragio do antagomsta de receplores estrogénicos (408 £ 71, n=T)e
do imibidor da guamilato ciclase (366,8 + 38,5). Esses dados sugerem que a ativagdo de
receptores estrogénicos locahizados na regido da ATM reduz a nocicepgio da ATM através
de um mecamismoe mediado pela liberagio endogena de GMPe

Foakrebgm ~ Anbiswioupegen - ATNE

135, PERIPHERAL MECHANISAMS INVOLVED IN ESTROGEN-
MEDIATED ANALGESIA 1N THE RAT THMJ

MOREIEA, NCF; FISCHER, L TORRES-CHAVEZ, KE TAMBELL CH
FACULDADE DE QDONTOLOGIA DE PIRACICABA FOPR,
UNICAMP

We have previously demonstzated that estrogen decreases formalin-m-
duees: temporomandibular gont (1M} pain n lemale nts. The am ol this
study was Lo evaluate 11 this etfect 15 mediated by a membrane-associated
estrogen recepton and eadogenous GMPe Ovanectomized (OVA) Wistar
s were wsed. Saling or Formualin (1.5%0) was co-admnistered i the TV 1 35
with estrogen. estrogen coupled 1o serm alhumin {E-BSAY or s vehiele
and with the estrogenie receplor antagonist 101 182-780 (6pg) or the
poanitate eyelase inhibior (ODO, Kozl The formabn-induced nocicep-
tve behavior was quaniiticd o 43 min and wsed s @ guantitative nocie
piive behavior measare (Pain, 940 183, 2000 D were analyzed by
ANOVA and Tukey tests (p - 0051 Administration of estrogen (2003
20, 0%y or F-BSA (2053 ¢ 2281, net) administrtion imo the TNV
significantly reduced formadin-induced TN nociception compared with
its vehicle 13902 1 831, 0 Th Since aibumin does not diffuse through' the
11I;|:.||I.L membrne, the comugate u\'m\_‘_',cu—.'llhulmll Tias @ Testnet acnon n
membrane-associnted estrogen recoptors The antinocweptive eflect ol
astrogen wis completely blocked by 10T 182780 (4R -+ T12, 00 Thoand
by ODY (3668 670 A noh) These lindings suggest that activa-
ton ol membrane-associated estrogen receplors i the TAL region
decrenses TV pam troush o GMEPC medisted mechanism

B 0199
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