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1. Resumo 

0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do estresse agudo e cr6nico sabre as 

respostas comportamentais nociceptivas induzidas pela inje<;ao de formalina na 

articula~ao temporomandibular (ATM) de ratos (teste da formalina na ATM). Os 

animais foram inicialmente submetidos a uma sessao de estresse agudo par 

conten~ao (15 min; 30min au 1h), au expostos a um estresse cr6nico (40 dias-

1h/dia). Logo depois, as animals foram submetidos ao teste da formalina na ATM 

para avaliagao da nocicepgao. Foi avaliada a soma (em segundos) dos 

comportamentos nociceptivos de coyar a regi8o orofacial e levantar rapidamente a 

cabeya durante 30 minutes. Foi avaliada tambSm a relayao entre as nfveis 

sangOfneos de adrenocorticotropina (ACTH) e corticosterona, e as respostas 

nociceptivas registradas ap6s os diversos protocolos de estresse. Os animais 

foram submetidos a uma sessiio de estresse agudo par contengao (15 min; 30min 

e 1 h), au expostos ao estresse cronico (40 dias- 1 h/dia). Logo depois, as animals 

foram mortos imediatamente para coleta de sangue e mensurayao hormonal par 

radioimunoensaio; finalmente, foi avaliado o papel do sistema opi6ide nas 

a!teray6es nociceptivas induzidas pelo estresse. Para isso, um agonista opi6ide 

(morfina 1-5 mg/Kg) foi administrado 30 min antes da realizayao dos ensaios de 

nocicep~ao. Os dados foram analisados utilizando-se a teste One-Way, (ANOVA). 

Comparay6es mUltiplas foram realizadas aplicando-se o teste de Tukey. 0 

programa utilizado foi o SAS. Este modele contribui para a compreensao dos 

mecanismos neurais relacionados aos efeitos do estresse sabre a dar orofacial. 

A exposiyao a uma Unica sessao de estresse par contenyao e ao estresse sub

cr6nico (3dias) nao alterou as respostas comportamentais nociceptivas no teste da 

forma !ina na ATM. Os animais cronicamente estressados apresentaram 

hiperalgesia ap6s a ultima sessao de contenyao e diminuiy8o no efeito analgSsico 

da morfina. Houve um aumento significative nos niveis de corticosterona 

plasmatica ap6s os vB.rios protocolos de estresse, sendo menor ap6s o estresse 

sub-cronico e a cr6nico. Pode-se concluir que todos as protocolos utilizados foram 

capazes de induzir estresse e que somente o estresse cr6nico alterou a 
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sensibilidade dolorosa induzindo hiperalgesia no teste da formalina na ATM como 

tambSm reduzindo a sensibilidade aos efeitos anaJgesicos da morfina. 

2. lntrodu~ao 

lnUmeras investigay5es tern examinado a relac;ao entre estresse psicol6gico e 

desordens temporomandibulares (DTM) (Greziak, 1991; Vanderas, 1994; Wexler& 

Steed, 1998). A disfungao muscular induzida par estresse pode secundariamente 

produzir alterag6es na articulagao temporomandibular (ATM), resultando em 

mudanc;as na biomec8nica articular, microtraumas as c8psulas articulares e 

meniscos e alterag6es na percep<;ao de dar (Uhac et at., 2003). 

A analgesia induzida par estresse tern sido demonstrada tanto em humanos 

(Bandura eta/., 1988; Droste eta/., 1991) como em animals (Mogil eta/., 1996; 

Wiedenmayer & Barr, 2000; Lapo et a/., 2002). Em 1977, Chesher e Chan 

demonstraram que o cheque nas patas (footshock) de camundongos produzia urn 

efeito analg€sico, o qual era antagonizado pela naloxona, urn antagonista de 

receptor opi6ide. 0 footshock mostrou ser capaz de aumentar as niveis de 

peptideos opi6ides end6genos (Akil et a/., 1976). Subsequentemente, diversos 

estressores incluindo o footshock, natayao, imobilizayao, isolamento e restriy8o 

tern side utilizados para o estudo da analgesia induzida par estresse. Os efeitos 

analg8sicos induzidos par estes estressores sao comparados aqueles causados 

pela morfina em doses de 5-10 mg/Kg, porem a dura<;ao desses efeitos e 
relativamente manor, desaparecendo aproximadamente dentro de 30 minutes 

(Snow e Dewey, 1983; Giradot & Holloway, 1984). Muitas pesquisas evidenciam o 

envolvimento dos sistemas opi6ides na analgesia induzida par estresse. Primeiro, 

a exposiyi3.o repetida ao estressor provocou o desenvolvimento de tolerancia 

cruzada a analgesia induzida pela morfina (Urea eta/., 1981), e, segundo, varies 

estressores aumentaram a potEmcia analgesica da morfina au de agonistas 

seletivos de receptores opi6ides mu. (Belenki & Holaday, 1981; Calcagnetti et al., 

1992). Watkins eta/., 1992 mostraram que tres sistemas de analgesia distintos 

(farmacologicamente e neuroanatomicamente) podem ser seqUencialmente 
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ativados pelo aumento no nUmero de cheques transcutaneos aplicados na cauda 

de ratos. A primeira analgesia (ap6s dais choques) e mediada pelos receptores 

opi6ides capa da medula espinhal. A analgesia tardia (80-100 choques) e mediada 

par receptores capa e delta supraespinhais, enquanto a analgesia observada ap6s 

5-40 cheques niio e alterada pela naltrexona sistemica e pela tolenlncia a morfina 

(Drugan eta/., 1981; Watkins eta/., 1992). 

Estudos relatam que existem pelo menos duas formas classicas de analgesia 

induzida par estresse, sendo essas caracterizadas em termos de sua mediac;E10 

par mecanismos opi6ides au nao-opi6ides (Watkins et a/., 1982; Bodnar, 1986; 

Rochford & Stewart, 1987). Uma forma mista de analgesia induzida par estresse 

opi6ide-nao opi6ide tambem e reconhecida (Lapo eta/., 2002). Isla significa que 

distintos mecanismos inibit6rios da dar podem ser ativados, dependendo das 

propriedades do estressor. Os fatores que podem ter um papel nessas diferen9as 

sao a intensidade do estressor (Terman eta/., 1986), sua dura9iio (Magi! et al., 

1996), a capacidade de controle sabre o agente estressor (Maier & Keith, 1987) e 

outros fatores tais como a linhagem e ra9a dos animais (Urea eta/., 1985; Gamaro 

et al., 1998). Terman et a/., 1984 propuseram que as mecanismos analgesicos 

mediados pelo sistema opi6ide sao atlvados quando o estressor e breve e fraco, 

enquanto a analgesia nao opi6ide e recrutada quando o estimulo estressor se 

toma mais intense e prolongado. A18m disso, Kirchgessner et a/., 1982 

constataram que existe um modele de inibic;ao colateral, no qual ambos os 

sistemas de analgesia induzida par estresse (opi6ide e n8o-opi6ide) promovem 

inibic;8o reciproca. 

Embora os estudos anteriores tenham demonstrado os cl8ssicos efeitos 

analg9sicos do estresse, muitas pesquisas relatam que determinadas condic;5es 

experimentais (estresse agudo e cr6nico) podem provocar hiperalgesia ao invSs 

de analgesia (Vidal & Jacob, 1982; Satoh et a/., 1992; Quintero et a/., 2000) Par 

exemplo, uma breve exposic;8o a urn estresse emocional, como a exposic;ao a 

novas ambientes, produz uma hiperalgesia imediata e transit6ria (Vidal & Jacob, 

1982), enquanto o estresse prolongado par conten9ii0 (40 dias) induz hiperalgesia 

que persists par ate 28 dias ap6s a suspensao do estresse cr6nico (Torres et af., 
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2003). Os mecanismos relacionados a hiperalgesia de longa duragao ainda nao 

estao esclarecidos. E. posslvel que esse aumento de percepyao aos estlmulos 

dolorosos estejam relacionados a alterac;Oes no eixo hipot81amo-hip6fise-adrenal, 

nos receptores opi6ides ou em qualquer outro sistema responsavel pela resposta 

de estresse. 

Nos estudos citados anteriormente, as testes utilizados para medir a analgesia 

consistia na aplicac;ao de estfmulos nocivos f8sicos a tecidos superficiais, como 

por exemplo o tail-flick, no qual e determinado o tempo de latencia para mover a 

cauda ap6s a aplicayao do estimulo. Nao existem modelos experimentais em 

animais sabre o efeito do estresse sabre condiy5es dolorosas profundas, as quais 

possuem caracterfsticas diferentes em relac;ao a dares provenientes de tecidos 

cutiineos (Sessle & Hu, 1990). 

Considerando a relagao existents entre estresse e crises de dor facial (Suvinen et 

a/., 1997) e tambem a capacidade do estresse em alterar a percepgao e resposta 

a dar, estudos sabre as mecanismos das alterac;Oes nociceptivas induzidas pelo 

estresse nas dares profundas sao relevantes para a pesquisa sabre a etiologia de 

desordens dolorosas cr6nicas. 

Sabe-se que a injeyao de fonnalina, bem como outros ensaios de nocicepyao, tais 

como o tail-flick e hot-plate sao considerados estfmulos estressantes. No caso do 

teste da formalina na ATM, o estresse dos procedimentos (como manipulagao e 

injegao par exemplo) foi controlado no trabalho em que o teste foi padronizado, 

utilizando-se grupos controle com salina (Roveroni eta/., 2001 ). 

Em nosso projeto, a formalina foi usada como estfmulo nociceptivo, e a 

contenyao como estfmulo estressor. Ou seja, todos os grupos foram submetidos a 
injeyao de formalina para avaliar a nocicepyao, porem apenas os grupos 

experimentais (estressados) serao submetidos a contenyao, sendo que os grupos 

controls nao serao submetidos as sess6es de estresse. 
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3. Materials e Metodos 

3.1.Animais 

Foram utilizados ratos machos Wistar, com 2-4 meses, pesando em media 350 

gramas, provenientes do Cemib-Unicamp. Os animais foram mantidos em 

condiQ6es controladas de temperatura, umidade e claridade (ciclos claro/escuro de 

12h), sendo oferecida alimenlaQiio e agua, "ad libitum". 

Os procedimentos experimentais seguiram as diretrizes propostas pelo comite 

para Pesquisa e Etica da Associa<;ao lnternacional para o estudo da dar em 

animals conscientes (Zimmermann, 1983). Esta pesquisa foi aprovada pelo 

Comite de Etica na Expenmenta<;ao Animal, lnstituto de Biologia - UNICAMP 

(protocolo 705-1 ). 

3.2. Delineamento Experimental 

3.2.1. Protocolos de estresse 

Os animais foram estressados par conten<;ao (1h/dia), 5 dias par semana, durante 

40 dias no modelo cr6nico (Torres et al., 2003). No modelo agudo, os animais 

foram submetidos a uma Unica sess§.o de estresse par contenqao (15 min; 30min 

au 1h). A contenyao sera feita atraves da co1ocay8o do animal em um tuba 

plastico (25 X 7 cm2
) ajustavel. Um ori!icio de 1cm em uma das extremidades do 

tuba permitia ao animal respirar durante o expefimento. Os grupos controle nao 

foram submetidos as sess6es de estresse e foram manipulados pelo mesmo 

periodo dos grupos experimentais. os procedimentos de imobiliza<;ao foram 

realizados entre 10:00 e 12:00 h em ambiente silencioso. lmediatamenle ap6s a 

Ultima sessao de imobiliza9ao, os animais foram submetidos ao teste da formalina 

na ATM. 

UlllllOISIIII>il~ ~lilll!lll!l.IIE CIIMPiliAS 
FACOtri~GE liE b~i!llTOLOGIII D£ PIRAI:IIliiBA 

BIIIUOT£CA 
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3.2.2. Analise da nocicep~ao (teste da formalina na ATM) 

As sess6es de testes foram realizadas durante a fase clara entre 07:00 e 12:00h 

em uma sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 23±2 ' C (Rosland. 

1991 ). 

Para a analise comportamental. foi utilizada uma camara de observa<;ao (30cm x 

30cm x 30 em) com base e laterais espelhadas e !rente de vidro. Gada animal foi 

inicialmente colocado e mantido na camara por 10 minutes para habituar~se ao 

local de experimentay§.o e mini mizar o estresse do ambients. 

Ap6s esse per[odo, o animal foi removido da camara e levemente anestesiado par 

inala<;ao de halotano. Para administra<;ao de formalina na regiao da ATM 

esquerda foi utilizada uma agulha de calibre 30 coneclada a uma seringa Hamilton 

(50~ I) par urn tuba de polietileno Pso. 

Logo ap6s a injec;ao, o animal foi recolocado na camara de observayao e as 

respostas comportamentais nociceptivas caracterizadas palos atos de coyar a 

regiao orofacial (segundos) e levantar rapidamente a cabe<;a (numero de vezes) 

foram quantificadas por 30 minutos (10 blocos de 3 minutos) como auxOio de urn 

cronOmetro e um contador de celulas, respectlvamente (Roveroni et al., 2001). 

Os comportamentos nociceptivos foram analisados conjuntamente pela soma do 

perfodo de tempo que as animais apresentaram o comportamento de co~t-ar a 

regiao orofacial (CO), com o nUmero de vezes que os animais levantaram 

rapidamente a cabe<;a (LC) ao Iongo do periodo de observa<;iio. Para a soma dos 

comportamentos, foi determinado que cad a ato de levantar rapidamente a cabega 

(LC) corresponde a 1 segundo (Roveroni et al., 2001). 

As an81ises comportamentais foram realizadas par um pesquisador que nao tinha 

conhecimento dos tratamentos que foram institufdos (estudo cego). 

Como procedimento de rotina, o sitio de aplica~t-ao da formalina foi confirmado 

p6s-morlem atraves do indicador de edema, caracterizado pelo extravasamento 

plasmatico do corante Azul de Evans (1%), administrado endovenosamente (0,4 

ml), sob anestesia com alfa-cloralose (50 mg/Kg) e de uretano (1 g/Kg), 10 

minutes antes do animal ser sacrificado e perfundido com salina. Como o corante 
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Azul de Evans se liga as protefnas plasmaticas (Haas, et a!., 1992), o local da 

aplica9iio da inje9ao podenl ser identificado visualmente. 

3.2.3. Determina~ao da concentra~ao do ACTH e da corticosterona 

plasmatica por radioimunoensaio 

Ap6s a realiza9iio dos protocolos de estresse, os ratos foram mortos par 

decapita9ao. 0 sangue foi coletado em tubas plasticos heparinizados e 

centrifugados imediatamente a 2500 rpm a 4°C par 10 min. 0 plasma foi entao 

transferido para novas tubas e armazenados a - 30°C para posterior ensaio 

hormonal As concentra96es plasmaticas de ACTH foram determinadas par 

tecnica de radioimunoensaio (RIA). 0 kit de RIA loi fornecido pela Diagnostic 

Systems Inc. Para a anillise da corticosterona plasm8tica, seguimos o protocolo 

do anticorpo de corticosterona da SIGMA (Anti-Corticosterone - C-8784). 

Aliquotas de 20 f!l do plasma foram transferidas para 980 f!l do tampao Tris (Tris

HCI 0,05M (SIGMA); NaCI 0,1 M (SIGMA); azida s6dica 0,1% (MERCK)- pH 8,0) e 

incubadas em banho de agua a 75°C durante 1 hora, para o deslocamento da 

corticosterona da globulina plasm8tica. Ap6s a incubac;:ao as amostras foram 

resfriadas a temperatura ambients. Em tubas de polipropileno foram adicionados 

100 ~I do plasma dilufdo no tampao Tris. A seguir foram adicionados 500 !!1 do 

anticorpo para corticosterona diluido no tampao de dilui9ao (Tris-HCI 0,05M 

(SIGMA); NaCI 0,1M (SIGMA); soroalbumina bovina (BSA) 0,1% (SIGMA), azida 

s6dica 0,1% (MERCK) - pH 8,0). Os tubas foram incubados a temperatura 

ambiente durante 30 minutes e logo em seguida foram adicionados 100 f!l de [1 ,2· 

3H(N)]- Corticosterone diluida no tampao de dilui,ao (2,5 f!l [3H]-Corticosterone : 

1 ml de tampao de diluiy8o) para a obtenc;:ao de uma contagem de 

aproximadamente 20.000 cpm par tuba de rea9ao. A seguir, as amostras to ram 

incubadas em banho de agua par 1 hora, a 37°C. 

Os tubas foram resfriados a 4°C durante 15 minutes e ap6s esse perfodo foram 

adicionados 200 ~I da suspensao de carvao ativado (Tris-HCI 0,05M (SIGMA); 

NaCI 0,1 M (SIGMA); BSA 0,1% (SIGMA), azida s6dica 0,1% (MERCK); carvao 
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ativado 0,5% (SIGMA); Dextran T70 0,5% (SIGMA) - pH 8,0). Os tubas foram 

incubados em gelo par 10 minutos, seguida de centrifugayao a 2.000 x g par 15 

minutos, a 4°C. Apes a centrifuga\Oiio, 600 ~I do sobrenadante foram transferidos 

para as frascos de contagem da cintilagao contendo 5 ml do liquido de cintilagao 

(Aqueous Counting Scintillant® - Amersham Pharrnacia Biotech) e a radiagao 

(cpm) da [3H]- Corticosterone foi determinada no espectrofot6metro de cintilagao 

liquida (Beckman). 

Foi feita uma curva padrao de corticosterona nas concentrag6es de 62,5; 125; 

250; 500 e 1 000 pg/1 00!11. As concentrag6es da corticosterona presentes nas 

amostras foram calculadas interpolando-se as leituras obtidas das amostras 

(valores dey) na curva padrao e expresses em !19 /1 DOml de plasma. 

3.2.4. Avalia~ao dos niveis sangiiineos de ACTH e Corticosterona 

(Tabela 1). 

Os animais foram inicialmente submetidos a uma sessao de estresse agudo par 

contenc;ao (15 min; 3Dmin au 1h), au expostos a um estresse cr6nico (40 dias-

1 h/dia). Logo de pais, as animals foram mortos imediatamente para coleta de 

sangue e mensurac;ao hormonal par radioimunoensaio. 

Tabela 1 - Avalia~ao dos niveis sangilineos de ACTH e Corticosterona 

(Grupo A). 

estresse agudo15 min 

estresse agudo30 min 

estresse agudo1 hora 

estresse cr6nico (40 dias) IVA 

"' , j f) n8.0 8Stf8SSadO (COntrolS) VA 



3.2.5. Administra~ao de morfina. 

Para os casas nos quais o estresse tenha alterado significativamente as 

respostas nociceptivas induzidas pelo teste da formalina na ATM, foram realizados 

grupos adicionais para avaliar o papel do sistema opi6ide nas alterayOes induzidas 

pelo estresse. 

Embora varies estudos tenham demonstrado as classicos efeitos 

analgesicos do estresse (Mogil eta/, 1996; Wiedenmayer & Barr, 2000; Lapo et a/, 

2003), outros relatam que determinadas condiy6es experimentais pelo estresse 

podem provocar hiperalgesia ao inves de analgesia (Quintero eta/., 2000; Torres 

et al., 2003). 

Dados preliminares obtidos no estudo piloto sugerem que os animais 

cronicamente estressados (40 dias) apresentam urn aumento nas respostas 

nociceptivas, indicando uma possfvel hiperalgesia, e no caso de se confirmarem 

esses dados preliminares, a prOxima etapa do experimento foi a de verificar a 

envolvimento do sistema opi6ide, avaliando-se a sensibilidade de um agonista 

opi6ide (morfina) nos animais controles e estressados. 

Os animais foram submetidos ao estresse cr6nico conforme descrito acima. Ap6s 

a ultima sessao de imobilizagao (os gnupos controle nao foram submetidos as 

sess6es de estresse), os animais receberam uma injegao intraperitoneal de 

morfina 1,0 mg/Kg (Torres et al., 2003), 5,0 mg/Kg ou salina (n= 6/grupo) 30 min 

antes da administragao de formalina 1,5% na ATM. 0 sulfate de morfina foi 

dissolvido em 0,9% de salina e administrado i.p. em um volume de 1,0 mi/Kg. 

3.3. Solu~oes Utilizadas: 

• Forma/ina 1,5%: consiste na diluiy:8o de formaldeido a 37% em NaCI 0,9%. 

• Morlina [Su/fato de morfina: Dimorf (10mglml)]- na dose de 1 mg/Kg e 5 

mg/Kg. 

• Alta-CLoraJose 50 mg/Kg (SIGMA). 
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• Uretano 1 g/Kg (SIGMA). 

• Halotano- CRIST ALIA 

• Azul de Evans (SIGMA) na concentrayao de 1%. 

3.4.Analise estatistica: 

A avaha98o das respostas comportamentais nociceptivas foi feita utilizando-se o 

teste-! eo teste One-Way, analise de variancia (ANOVA). Compara96es multiplas 

foram realizadas aplicando-se o teste de TUKEY. Para todos os testes o nivel de 

s1gnificancia foi estabelecido em p<0.05. Os dados foram apresentados pela 

media +/- Desvio Padrao. 0 programa utilizado para a realiza980 dos calculos 

estatisticos foi o SAS (version 8.2 for windows) by Institute Inc., Cary, NC, USA

licensed to Universidade Estadual de Campinas 

4. Resultados 

4.1. Efeitos do estresse na resposta nociceptiva induzida pelo teste da 

formalina na ATM: 

Os resultados sao mostrados na figura 1. lmediatamente ap6s a Ultima sessao de 

contenvao (1 h/40 dias), os animais cronicamente estressados estavam 

hiperatg9sicos. 0 aumento da resposta comportamental nociceptiva foi 

estatisticamente significante (p<0.05, teste I) quando o gnupo controle foi 

comparado com o grupo estressado. N8o houve diferenga estatfstica entre as 

grupos controle (nao estressados) e os gnupos de conten9ao aguda (15 min, 30 

min ou 60 min) eo gnupo sub-cronico (Fig. 1 ). 
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Fig. 1. Soma do comportamento de eagar e levantar a cabeya dos animais 

tratados com formalina (50 ~1. 1.5%) e previamente submetidos ao procedimento 

de estresse (n=6/grupo) ou deixados sem perturbagao em suas gaiolas 

(n=6/grupo). Gada coluna representa uma media. Barra de erro indica o desvio 

padrao. Os dados foram analisados utilizando o teste t student. Niio foi encontrada 

diferenya significante nas respostas comportamentais nociceptivas entre as 

grupos controls e agudamente estressados (15 min, p=0.1571), (30 min, 

p=0.0754) e (1 h, p=0.1247). Tambem nao houve diferenga estatistica entre os 

grupos sub-cr6nicos e seus respectivos grupos controls (p=0.2149). (') Indica 

diferenc;;:a significante entre o cr6nico e seu respective grupo centrale (p<0.05}. 

4.2. Efeito do estresse agudo na resposta comportamental nociceptiva: 

A exposic;;:ao a uma Unica sess8.o de contenc;;:ao par 1 h nE10 afeta as res pastas 

nociceptivas provocadas pela injegiio de formalina 1,5% na ATM de ratos (fig. 2). 

Nao houve diferenga estatistica (p=0.125) entre o grupo controle (nao estressado) 

e o grupo estressado. 
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Fig 2.: Soma do comportamento de levantar a cabega e eagar a regiao orofacial 

observado em animals tratados com fonmalina (50 f!l, 1.5%) previamente 

submetidos a 1 h de contengao ou deixados sem pertubagao em sua gaiola (n=6). 

Cada coluna representa uma m8dia. A barra de erro indica o desvio padrao. Nao 

foi encontrada diferen<;a significante entre as respostas nociceptivas entre o grupo 

controle eo estressado (p=0.125; teste t) 

4.3. Efeito do estresse cronico na resposta comportamental nociceptiva 

Os resultados sao mostrados na figura 3. lmediatamente ap6s a Ultima sessao de 

contenyao (1h/40 dias), os animais cronicamente estressados estavam hiper

algesicos. Urn aumento estatisticamente significante nas respostas 

comportamentais nociceptivas foi observado nos grupos estressados quando 

comparados como grupo controle (p<0.05, teste T). 
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Fig 3.: Soma do comportamento de levantar a cabe9a e co9ar a regiao orofacial 

observado em animais tratados com formaHna (50 J.ll, 1.5%) previamente 

submetidos ao estresse cr6nico ou deixados sem pertubayao em sua gaiola (n=6). 

As colunas representam uma media. A barra de erro indica o desvio padrao. (') 

Diferen9a significativa entre o grupo controle eo grupo estressado (p<0.05, teste 

t). 

4.4. Efeito do estresse cr6nico por conten~ao no comportamento 

esponta.neo de cocar 

N6s tambBm avaliamos o coyar espontaneo para excluir a possibilidade de urn 

comportamento motor aumentado induzido pelo processo de estresse cr6nico. Os 

rates cronicamente estressados exibiram um comportamento similar ao do grupo 

controle (nao estressado) quando solu9ao salina foi administrada na ATM 

(p=0.7488, teste Mann-Whitnet, Fig A). 
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Fig 4.: Durac;ao do comportamento de eagar a regii3o orofacial em ratos 

submetidos previamente ao estresse cr6nico (n=6) au deixados sem ser 

pertubados em suas gaiolas (n=6). As colunas representam uma m9dia. A barra 

de erro indica o desvio padr8o. N8o houve diferenya estatfstica entre as grupos 

estressados e controle (p=0.7488, teste Mann-Whitney). 

4.5. Efeitos do estresse na corticosterona plasmiltica e niveis de ACTH: 

Esse experimento foi realizado a fim de determinar a efic8cia do estresse par 

contenyao nas modificay6es hormonais. Houve significante aumento nos niveis de 

corticosterona plasm8tica ap6s as v8rios protocolos de estresse utilizados (Fig. 1; 

teste Mann-Whitney, p<0.05). Esse aumento foi menor ap6s o estresse sub

cronico e o cr6nico que ap6s o estresse agudo par 30 min (Fig.1; Kruskai-Wallis, 

p<0.05). 
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Fig. 5.: Nivel plasmatico de corticosterona ap6s os varios protocolos de estresse. 

Cada ponto do gr8fico representa a desvio padn3o de 8 ratos. Os dados foram 
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analisados utilizando os testes de Mann-Whitney e Kruskai-Wallis. (') p<0.05 

quando comparado como respectivo grupo controle. (®) p<0.05 comparando com 

o grupo de estresse agudo 30 min. (#) p<0.05 comparando com estresse agudo 

15 min. 

0 aumento plasm8tico dos nlveis de ACTH foram estatisticamente significantes 

para todos os grupos agudos testados (Fig. 6; teste Mann-Whitney, p<0.05). Nao 

houve diferen<;a estatfstica entre as grupos cr6nicos e sub-cr6nicos quando 

comparados com seus respectivos grupos controle (Fig. 2; teste Mann-Whitney, 

p<0.05). 
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Fig.6: Nivel plasmatico de ACTH ap6s vilrios procedimentos de estresse. Cada 

ponto do gr8fico representa ± SEM de 8 ratos. As barras verticais indicam o desvio 

padrao. Os dados foram analisados utilizando os testes de Mann-Whitney e 

Kruskai-Wallis. (') p<0.05 quando comparado como respectivo grupo controle. (#) 

p<0.05 quando comparado com estresse agudo 15 min. ( +) p<0.05 quando 

comparado com estresse agudo 30 min. (®) p<0.05 quando comparado com 

estresse agudo 60 min. 

4.6. Efeitos da morfina na nocicep~ao em ratos controle e repetidamente 

estressados 

Os resultados referentes ao efeito analgesico da morfina sao mostrados na figura 

7. ANOVA revelou diferenga entre os grupos [F(1,30)=53.54; p<0.0001), drogas 
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[F(2,30)=35.94; p<0.0001] e uma interagao significante entre estresse e moliina 

[F(2,30)=10.88; p=0.003]. Teste Poshoc (Tukey) revelou que a administragao de 

morfina produz uma reduc;ao significante de respostas comportamentais 

nociceptivas no grupo controle (nao estressados). Martina 1 mg/Kg reduz as 

respostas nociceptivas 30 min ap6s a administragao {p<0.05), e moliina 5mg/Kg 

tambem teve esse efeito (p<0.05). No grupo estressado, a mortina !eve efeito 

somente na dose de 5mg/Kg (p<0.05) quando comparado como grupo salina. 
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Fig. 7: Soma das respostas nociceptivas da mortina (1 au 5 mg/Kg i.p.) au salina 

ap6s 40 dias de estresse cr6nico par contenyao. Barras brancas: grupos controls 

(n=6/grupo); barras pretas: grupo estressado (n=6/grupo). ). Cada coluna 

representa uma media. Barra de erro indica a desvio padr8o. (*) Diferenc;a 

significante entre salina vs. morfina (p<0.05, ANOVA + Tukey). (#) Diferen<;a 

significante entre controle vs. ratos estressados (p<0.05. ANOVA + Tukey). 

5. Discussao 

Tern sido demonstrado que uma variedade de estimulos estressores podem 

induzir analgesia, um fen6meno muitas vezes relatado como algesia induzida pelo 

estresse (S/A) (Amir e Ami!, 1978; Watkins et al., 1982). No presente estudo, uma 

Unica exposiy8o (15min, 30min, 1h) ao estresse par contenyao nao reduziu as 

res pastas comportamentais nociceptivas desencadeadas pela injey§o de formalin a 

(1,5%) na ATM de ratos. 
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A habilidade desse procedimento em induzir estresse pode ser confirmada pelo 

altos nfveis de ACTH e de corticosterona apresentados pelos animais submetidos 

a contenc;:ao quando comparados aos controles (n8o estressados). Urn dos efeitos 

da exposiviio ao estresse agudo e a reduviio das respostas reflexas que incluem a 

retirada da cauda au da pata, au o ato de lamber em ratos (Gamaro et al., 1998). 

Entretanto, muitas destas respostas envolvem urn determinado nivel de centrale 

cerebra espinal, podendo ser consideradas propositais, independentes do 

processamento central do sinal nociceptive, que resulta na percepc;ao da dar 

(Mauderli et al., 2000; Vierck et al., 2002). Segundo King et al., 2003, o estresse 

agudo diminui as respostas reflexas geradas par impulsos nociceptivos, 

entretanto, pode aumentar as res pastas a estimulos dolorosos, como as estimulos 

termicos nociceptivos, sugerindo que o estresse induz hiporeflexia, que pode 

coexistir com a hiperalgesia induzida pelo estresse. 

De acordo com esses achados, podemos considerar que uma Unica sessao de 

estresse nao e capaz de induzir analgesia em rates submetidos ao teste da 

formalina na A TM, envolvendo respostas comportamentais nociceptivas que 

possuem urn nivel organizacional diferente daquele relacionado aos reflexes 

inatos, par exemplo, no teste de sensibilidade a estimulos termicos, tail flick, a 

resposta pode ser modulada diretamente ao nfvel espina! (King et al., 2003). 

Entretanto, a aus8ncia de analgesia induzida pelo estresse agudo no presents 

modelo pode tambem estar relacionada ao diferente sitio de aplicaviio da 

formalina. A discrepilncia na susceptibilidade a modulavao pelo estresse entre 

diferentes modelos de nocicepgao tern revelado que o tipo de estressor, sua 

intensidade, duraviio, bern como o tipo de modelo utilizado para avaliar a 

nocicep9ao afeta nao somente a palencia do efeito analgesico au hiperalgesico, 

como tambem as mecanismos neurais responsaveis par esses efeitos. A literatura 

sugere que a ativayao desses circuito regulatorios par um tipo particular de 

estressor e crucial mente de pendente dos atributos desse agente estressor. 

Da mesma forma, o modele de estresse sub cronico (3 dias) nao interfere na 

nocicepgiio induzida pela inje9iio de tormalina na ATM. Quintero et al., 2000, 

observaram que o estresse sub cronico par nata98o induziu um aumento 
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estatisticamente significante na nocicepyao t8rmica e qufmica (teste da formalina 

na pata). Novamente acreditamos que pelo diferente sitio de aplicayao da 

forma!ina, que em nosso case foi na ATM, au seja, em tecido profunda, e pelo 

modelo de estresse utilizado (par contengiio) niio obtivemos alteray6es 

significativas nas respostas comportamentais nociceptivas. Segundo Iwata et al., 

1999, a inf!amac;Bo na ATM induz alteray5es mais profundas no sistema nervoso 

central que a inflamayao de tecidos periorais. 

Em contrasts com o estresse agudo e sub cr6nico, n6s observamos que os 

animais submetidos ao estresse cr6nico (40 dias) apresentaram um aumento nas 

respostas comportamentais nociceptivas quando comparadas com as do grupo 

controle (niio estressado). Em concordancia com os nossos resultados, estudos 

previos tambem demonstraram que o estresse cr6nico pode induzir hiperalgesia 

ao inves de hiperalgesia (Lewis et al., 1980; Quintero et al., 2003; Torres et al., 

2003). 

Alguns estudos tem indicado que a corticosterona e o ACTH podem reduz~r a 

nocicepyiio (Maclennan et al., 1982; Kelly et al., 1993). 

Os animais submetidos ao estresse agudo (15 min, 30 mine 60 min), sub cr6nico 

(3 dias) e cronico (40 dias) apresentaram um significative aumento dos niveis de 

corticosterona plasmatica, ji3 o nfvel de ACTH nao diferiu estatisticamente entre os 

grupos de estresse cr6nico e sub cr6nico quando comparados com seus 

respectivos controles. Como ja era esperado, o aumento na corticosterona 

plasmatica fof menos no estresse cr6nico e sub cr6nico quando comparado com o 

agudo. Considerando que o nlvel de corticosterona pode ser utilizado como 

indicador de estresse, podemos concluir que as varies protocolos de estresse par 

contenyao utilizados foram capazes de induzir estresse. 

Desta forma, pelos resultados encontrados, podemos sugerir que a hiperalgesia 

induzida pelo estresse no teste da formalin a na A TM niio esta relacionada aos 

baixos nfveis de corticosterona e ACTH observados em ratos estressados 

cronicamente, uma vez que as animais submetidos ao estresse sub cr6nico 

tambem apresentaram baixos nfveis de corticosterone e ACTH, e no entanto as 

respostas comportamentais nociceptivas nao forma alteradas. Nos parece entao 
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que a hiperalgesia induzida pelo estresse cronico pode resultar de efeitos a Iongo 

prazo desencadeados pela persistencia do estresse. 

0 aumento nas respostas comportamentais nociceptivas induzidas pelo estresse 

cronico par conten,ao pode ter importantes aplicag6es em ralagao a outros 

estudos que tambem relatam efeitos hiperalgesicos ap6s exposigao a uma 

variedade de estressores (Quintero et al., 2000; Torres et al., 2003 a, b). No 

entanto, o presents estudo pode ser de relevancia por utilizer um modelo 

experimental de nocicepgao envolvendo injuria de tecidos profundos, como a 

ATM. Sao muitos os relatos encontrados na literatura relacionando estresse e dar 

orofacial cronica, como os de Grzesiak, 1991; Vanderas, 1994, dentre outros, 

entretanto, pouco se conhece sabre a fisiopatologia e sabre as mecanismos 

neurais relacionados aos efeitos dos estfmulos estressores sabre a sensibilidade 

dolorosa. 

0 desenvolvimento de modelos experimentais como este do trabalho, podera ser 

de grande valia na eluciday§.o de mecanismos envolvidos nessas condiy6es 

dolorosas, como tamb8m para testar a efic8cia de novas drogas analg8sicas. 

Nossos resultados sugerem que a aumento dos comportamentos de levantar a 

cabeya rapidamente e cocar a regi§o orofacial no teste da fonnalina na ATM e urn 

efeito da hiperalgesia induzida pelo estresse cr6nice. 0 mecanisme pelo qual a 

repetiyE!o do estimulo estresser pede induzir hiperalgesia nao esta clara, mais de 

um mecanisme pode estar envolvido. Quintero et al., 2000, demonstraram que o 

aumento da nocicepr;§o t9rmica e qufmica observada ap6s estresse sub cr6nico, 

por natar;ao, pede ser mediada par mudanr;as na atividade do sistema 

serotoninergico central. Torres et al., 2003 b, sugerem que a repetigao de estresse 

par contengao pode induzir uma resposta adaptativa em ratos cronicamente 

estressados, a qual poderia levar a dessensibilizac;ao do receptor adenosina. 

Torres et al., 2003 a, tambem mostraram que rates cronicamente estressados 

apresentam diminuic;ao do efeito da mortina na nocicepc;ao. 

No nosso experimento testamos a sensibilidade a morfina (1 e 5 mg/Kg) em ratos 

controls e estressados cronicamente, submetidos ai teste da formalina na ATM. 

Os resultados demonstraram que os animais submetidos repetidamente ao 
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estresse par contenyao apresentam uma diminuiy8o no efeito da morfina na 

nocicepyao quando comparados aos respectivos controles. Nos animais 

estressados foi necessaria urn aumento da dose (5 mg/Kg) para evidenciar o 

classico efeito analgesico da morfina. 

A toler8ncia na resposta a morfina observada no presents estudo corrobora com a 

hip6tese sugerida por outros autores de que o estresse cr6nico por contengiio 

pode modificar a atividade do sistema opioide (Drolet et al., 2001 ). 

A menor sensibilidade ao efeito ana!g8sico da morfina observada em ratos 

cronicamente estressados pode ser devida a alterag5es do numero ou da 

afinidade dos receptores opioides centrais au peritericos, au ainda ser decorrente 

de alterac;Oes em outros neurotransmissores ou harmOnics capazes de interagir 

em esses receptores. Como a morfina exerce seu efeito antinociceptivo prim8.rio 

atuando no subtipo do receptor mu-opioide (Omiya et al., 2000), a menor 

sensibilidade a morfina observada nos animais submetidos ao teste da formalina 

na A TM ap6s estresse cr6nico pode estar relacionada a alterac;Qes no nivel 

desses receptores. Estudos futures poderao avaliar a atividade de receptores 

opioides. Nesse modele, nos sugerimos que a influencia de opioides end6genos 

liberados durante o estresse cr6nico poderia levar ao desenvolvimento de 

tolerfmcia ao efeito nociceptive da morfina. 

A continuidade deste estudo na tentativa de elucidar possfveis mecanismos 

envolvidos na hiperalgesia induzida par estresse pede ser de relevancia para o 

estudo da etiologia de processes dolorosos envolvendo dar cr6nica, como a 

disfuny8o temporomandibular. 
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6. Conclusoes 

1. 0 estresse agudo e sub cr6nico par conten<;:ao nao altera a nocicep<;:ao no teste 

da formalina na ATM. 

2. Todos as protocolos de estresse par contenyao utilizados induziram um 

aumento da corticosterona plasmatica, confirmando a habilidade desses 

procedimentos em induzir estresse. 

3. 0 estresse cr6nico par contenyao induz hiperalgesia no teste de formalina na 

A TM e reduz a sensibilidade aos efeitos analg8sicos da morfina. 
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