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1. Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do estresse agudo e cronico sobre as
respostas comportamentais nociceptivas induzidas pela injecdo de formalina na
articulagaéo temporomandibular (ATM) de ratos (teste da formalina na ATM). Os
animais foram inicialmente submetidos a uma sess@c de estresse agude por
contencéo (15 min; 30min ou 1h), ou expostos a um estresse cronico (40 dias —
1hidia). Logo depois, os animais foram submetidos ao teste da formalina na ATM
para avaliagdo da nocicepgdo, Foi avaliada a soma (em segundos) dos
comportamentos nociceptivos de cocar a regido orofacial e levantar rapidamente a
cabeca durante 30 minutos. Foi avaliada também a relacdo entre os niveis
sanglineos de adrenocorticotropina (ACTH) e corticosterona, e as respostas
nociceptivas registradas apos os diversos protocolos de estresse. Os animais
foram submetidos a uma sesséo de estresse agudo por contengdo (15 min; 30min
e 1h), ou expostos ao estresse cronico (40 dias — 1h/dia). Logo depois, 05 animais
foram mortos imediaiamente para coleta de sangue ¢ mensura¢do hormonal por
radioimunoensaio; finalmente, foi avaliado o papel do sistema opidide nas
alteracdes nociceptivas induzidas pelo estresse. Para isso, um agonista opidide
{morfina 1-5 mg/Kg) foi administrado 30 min antes da realizagdo dos ensaios de
nocicepgdo. Os dados foram analisades utilizando-se o teste One-Way, (ANOVA).
Comparagdes miuitipias foram realizadas aplicando-se o teste de Tukey. O
programa utlizado foi ¢ SAS. Este modelo contribui para a compreenséo dos
mecanismos neurais relacionados aos efeitos do estresse sobre a dor orofacial.

A exposicdo a uma Unica sessdo de estresse por contengdo e ao estresse sub-
crénico (3dias) ndo alterou as respostas comportamentais nociceptivas no teste da
formailina na ATM. QOs animais cronicamente estressados apresentaram
hiperaigesia apds a ultima sessdo de contencéo e diminuigdo no efeito analgesico
da morfina. Houve um aumento significativo nos niveis de corticosterona
plasmatica apds os varios protocoios de estresse, sendo menor apés o estresse
sub-cronice € o crénico. Pode-se concluir que todos os protocolos utilizados foram

capazes de induzir estresse & que somente o estresse cronico alterou a
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sensibilidade dolorosa induzindo hiperalgesia no feste da formalina na ATM como
também reduzindo a sensibilidade aos efeitos analgésicos da morfina.

2. Introducédo

Inimeras investigacdes tém examinado a relagdo entre estresse psicologico e
desordens temporomandibuiares (DTM) (Greziak, 1991; Vanderas, 1994; Wexler &
Steed, 1998). A disfuncao muscular induzida por estresse pode secundariamente
produzir alteracdes na articulagdo temporomandibular (ATM), resultandc em
mudangas na biomecanica articular, microtraumas as capsulas articulares e
meniscos e alteracOes na percepgao de dor (Uhac et af , 2003).

A analgesia induzida por estresse tem sido demonstrada tanto em humanos
(Bandura et a/., 1988; Droste et al., 1991) como em animais (Mogil et a/, 1996,
Wiedenmayer & Barmr, 2000, Lapo ef al, 2002). Em 1977, Chesher ¢ Chan
demonstraram que ¢ choque nas patas (footshock) de camundongos produzia um
efeito analgésico, 0 qual era antagonizadco pela naloxona, um antagonista de
receptor opidide. O footshock mostrou ser capaz de aumentar os niveis de
peptideos opidides endogenos (Akil et al.,, 1976). Subseqlientemente, diversos
estressores incluindo o footshock, natagéo, imobilizagdo, isolamento e restricdo
tém sido ulilizados para o estudo da analgesia induzida por estresse. Os efeitos
analgésicos induzidos por estes estressores sdo comparados aqueles causados
pela morfina em doses de 5-10 mg/Kg, porém a duragdo desses efeitos &
relativamente menor, desaparecendo aproximadamente dentro de 30 minutos
(Snow e Dewey, 1983; Giradot & Holloway, 1984). Muitas pesquisas evidenciam o
envolvimento dos sistemas opidides na analgesia induzida por estresse. Primeiro,
a exposicao repetida ao estressor provocou o desenvolvimento de tolerancia
cruzada a analgesia induzida pela morfina (Urca et al., 1981}, e, segundo, varios
estressores aumentaram a poiéncia analgesica da morfina ou de agonistas
seletivos de receptores opidides mu. (Belenki & Holaday, 1981; Calcagnetti et al.,
1992). Watkins ef al, 1992 mostraram gue trés sistemas de analgesia distintos
(farmacologicamente e neuroanatomicamente} podem ser sequenciaimente



ativados pelo aumento no nimero de chogues transcutaneos aplicados na cauda
de ratos. A primeira analgesia (apds dois chogues) é mediada pelos receptores
opidides capa da medula espinhal. A analgesia tardia (80-100 chogues) é mediada
por receptores capa e delta supraespinhais, enguanto a analgesia observada apos
5-40 choques nao ¢ alterada pela naltrexona sistémica e pela tolerancia & morfina
(Drugan et al., 1981; Watkins ef al., 1992).

Estudos relatam que existem pelo menos duas formas classicas de analgesia
induzida por estresse, sendo essas caracterizadas em termos de sua mediacéo
por mecanismos opidides ou nao-opidides (Watkins et al., 1982; Bodnar, 1986;
Rochford & Stewart, 1887). Uma forma mista de analgesia induzida por estresse
opidide-ndo opidide também € reconhecida {Lapo et al., 2002). Isto significa que
distintos mecanismos inibitdrios da dor podem ser ativados, dependendo das
propriedades do estressor. Os fatores que podem ter um papel nessas diferengas
$80 a intensidade do estressor (Terman ef al., 1986), sua duracao (Mogil et ai.,
1996), a capacidade de controle sobre 0 agente estressor (Maier & Keith, 1987) e
outros fatores tais como a linhagem e raga dos animais (Urca et al., 1985; Gamaro
et al, 1998). Terman et al., 1984 propuseram gue 0% mecanismos analigesicos
mediados pelo sistema opidide sdo ativados quando o estressor é breve e fraco,
enquanio a analgesia ndo opidide é recrutada quando ¢ estimulo estressor se
torma mais intenso e prolongado. Além disso, Kirchgessner et al, 1982
constataram que existe um modelo de inibicdo colateral, no qual ambos os
sistemas de analgesia induzida por estresse (opidide e ndo-opidide) promovem
inibicao reciproca.

Embora os estudos anteriores tenham demonstrado os classicos efeitos
analgésicos do estresse, muitas pesquisas relatam que determinadas condigdes
experimentais (estresse agudo e cronico) podem provocar hiperalgesia ao invés
de analgesia (Vidal & Jacob, 1982; Satoh ef al., 1992; Quintero ef al., 2000). Por
exempio, uma breve exposi¢do a um estresse emocional, como a exposicéo a
novos ambientes, produz uma hiperalgesia imediata e transitéria {Vidal & Jacob,
1982), enquanto o estresse prolongado por contengéo (40 dias) induz hiperalgesia
gue persiste por até 28 dias apds a suspensdo do esiresse cronico (Torres et al.,



2003). Os mecanismos relacionados & hiperalgesia de longa duracdo ainda nio
estdo esclarecidos. E possivel que esse aumento de percepgo aos estimulos
dolorosos estejam relacionados a alteragGes no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal,
nos receptores opidides ou em qualquer outro sistema responsavel pela resposta
de estresse.

Nos estudos citados anteriormente, os testes utilizados para medir a analgesia
consistia na aplicacdo de estimulos nocivos fasicos a tecidos superficiais, como
por exemplo o tail-flick, no qual € determinado o tempo de laténcia para mover a
cauda apds a aplicagdo do estimulo. Nao existem modelos experimentais em
animais sobre o efeito do estresse sobre condi¢des dolorosas profundas, as quais
possuem caracteristicas diferentes em relacdo a dores provenienies de tecidos
cutaneos (Sessle & Hu, 1990).

Considerando a relagio existente entre estresse e crises de dor facial (Suvinen et
al., 1997) e também a capacidade do estresse em alterar a percepcdo e resposta
a dor, estudos sobre 0s mecanismos das alteracOes nociceptivas induzidas pelo
estresse nas dores profundas s80 relevantes para a pesquisa sobre a etiologia de
desordens dolorosas cronicas.

Sabe-se que a injecao de formalina, bem como outros ensaios de nocicepgao, tais
como o tail-flick e hot-plate s8o considerados estimulos estressantes. No caso do
teste da formalina na ATM, 0 estresse dos procedimentos (como manipulacéo e
injecio por exemplo) foi controlado no trabalho em gue o teste foi padronizado,
utilizando-se grupos controle com salina (Roveroni et al., 2001).

Em nosso projeto, a formalina foi usada como estimulo nociceptivo, e a
contencao como estimulo estressor. Ou seja, todos 0s grupos foram submetidos a
injecdo de formalina para avaliar a nocicepgdo, porém apenas 05 grupos
experimentais {estressados) serdo submetidos a contencéo, sendo que os grupos

controle ndo serdo submetidos as sessdes de esfresse.
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3. Materiais e Métodos
3.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar, com 2-4 meses, pesando em média 350
gramas, provenientes do Cemib-Unicamp. Os animais foram mantidos em
condigles controladas de temperatura, umidade e claridade (ciclos clarofescuro de
12h), sendo oferecida alimentacao e agua, “ad libitum”.

Os procedimentos experimentais seguiram as diretrizes propostas pelo comité
para Pesquisa e Etica da Associacdo Internacional para o estudo da dor em
animais conscientes (Zimmermann, 1983). Esta pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica na Experimentacéo Animal, Instituto de Biologia — UNICAMP

{protocolo 705-1}.
3.2. Delineamento Experimental
3.2.1. Protocolos de esiresse

Os animais foram estressados por contencdo {1h/dia), 5 dias por semana, duranie
40 dias no modelo crénico {Torres et al, 2003). No modelo agudo, 0s animais
foram submetidos a uma Unica sesséo de estresse por contengdo {15 min; 30min
ou 1n). A contencdo serd feita através da colocacdo do animal em um tubo
plastico (256 X 7 cm?®) ajustavel. Um orificio de 1cm em uma das extremidades do
tubo permitia ao animal respirar durante o experimento. Os grupos controle n&o
foram submetidos as sessdes de estresse e foram manipulados pelo mesmo
periodo dos grupos experimentais. Os procedimentos de imobilizacdo foram
realizados entre 10:00 e 12:00 h em ambiente silencioso. Imediatamente apds a

ultima sessao de imobilizagdo, os animais foram submetidos ao teste da formalina

na ATM.
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3.2.2. Andlise da nocicepc¢ao (teste da formalina na ATM)

As sessdes de testes foram realizadas durante a fase clara entre 07:00 € 12:00h
em uma sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida & 23+2 ° C (Rosland,
1991).

Para a analise comportamental, foi utiizada uma camara de observacdo (30cm x
30cm x 30 cm) com base e laterais espelhadas e frente de vidro. Cada animal foi
inicialmente colocado e mantido na camara por 10 minutos para habituar-se ao
local de experimentagdo € minimizar o estresse do ambiente.

Apods esse periodo, o animal foi removido da camara e levemente anestesiado por
inalacdo de halotano. Para administragdo de formalina na regidgo da ATM
esquerda foi utilizada uma agulha de calibre 30 conectada a uma seringa Hamiiton

{(50u 1) por um tubo de polietileno Psp.

Logo apos a injecéo, o animal foi recolocado na camara de observagdc e as
respostas comportamentais nociceptivas caracterizadas pelos atos de cogar a
regido orofacial (segundos) e levantar rapidamente a cabe¢a (numero de vezes)
foram quantificadas por 30 minutos {10 blocos de 3 minutos) com o auxilio de um
crondémetro e um contador de células, respectivamente (Roveroni ef al., 2001).

Os comportamentos nociceptivos foram analisados conjuntamentie pela soma do
periodo de tempo gque 0s animais apresentaram o comportamento de cogar a
regido orofacial (CO), com © nlmero de vezes que 0s animais levantaram
rapidamente a cabeca (LC) ao longo do periodo de observacde. Para a soma dos
comportamentos, foi determinado gue cada ato de levantar rapidamente a cabega
(LC) corresponde a 1 segundo (Roveroni ef al., 2001).

As andlises comportamentais foram realizadas por um pesquisador que ndo tinha
conhecimento dos tratamentos gue foram instituidos {estudo cego).

Como procedimento de rotina, o sitio de aplicagdo da formalina foi confirmado
pos-morfem através do indicador de edema, caracterizado pelo extravasamento
plasmatico do corante Azul de Evans (1%), administrado endovenosamente (0,4
ml), sob anestesia com alfa-cioraiose (50 mg/Kg) e de uretano (1 g/Kg), 10
minutos antes do animal ser sacrificado e perfundido com salina. Como o corante
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Azul de Evans se liga as proteinas plasmaticas (Haas, et al., 1992), o local da
aplicacao da inje¢ao podera ser identificado visualmente.

3.2.3. Determinagao da concentracdo do ACTH e da corficosterona

plasmatica por radioimunoensaio

ApoOs a realizagc8o dos protocolos de estresse, os ratos foram mortos por
decapitagdo. O sangue foi coletado em tubos plasticos heparinizados e
centrifugados imediatamente a 2500 rpm a 4°C por 10 min. O plasma foi entdo
transferido para novos {ubos e amazenados a — 30°C para posterior ensaio
hormonal. As concentragdes plasmaticas de ACTH foram determinadas por
técnica de radioimunoensaio (RIA). O kit de RIA foi fornecido pela Diagnostic
Systems Inc. Para a analise da corticosterona plasmatica, seguimos o protocolo
do anticorpo de corticosterona da SIGMA (Anti-Corticosterone -- C-8784).
Aliquotas de 20 pl do plasma foram transferidas para 980 pl do tampéo Tris (Tris-
HCI 0,05M {SIGMA);, NaCl 0,1M (SIGMA); azida sddica 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 plasmatica. Apds a incubagdc as amostras foram
resfriadas a temperatura ambiente. Em tubos de polipropileno foram adicionados
100 ul do plasma diluido no tampéo Tris. A seguir foram adicionados 500 ul do
anticorpo para corticosterona diluide no tampéo de diluicdo (Tris-HCl 0,05M
(SIGMA); NaCl 0,1M (SIGMA), soroalbumina bovina (BSA) 0,1% (SIGMA}, azida
sodica 0,1% (MERCK) - pH 8,0). Os tubos foram incubados & temperatura
ambiente durante 30 minutos e logo em seguida foram adicionades 100 ul de [1,2-
3H(N)] — Corticosterone diluida no tamp&o de diluicdo (2,5 ul [3H]-Corticosterone :
1 ml de tampao de diluigdo) para a obtencdo de uma contagem de
aproximadamente 20.000 cpm por tubo de reagio. A seguir, as amostras foram
incubadas em banho de agua por 1 hora, a 37°C.

Os tubos foram resfriados a 4°C durante 15 minutos e apds esse periodo foram
adicionados 200 ul da suspenséo de carvdo ativado (Tris-HCl 0,05M (SIGMA);
NaCl 0,1M (SIGMA); BSA 0,1% (SIGMA), azida sddica 0,1% (MERCKY, carvao



ativado 0,5% (SIGMA); Dextran T70 0,5% (SIGMA) — pH 8,0). Os tubos foram
incubados em gelo por 10 minutos, seguida de centrifugagéo a 2.000 x g por 15
minutos, a 4°C. Ap0s a centrifugacdo, 600 ul do sobrenadante foram transferidos
para os frascos de contagem da cintitag&o contendo & mi do liquido de cintilagéo
(Aqueous Counting Scintilant® — Amersham Phammacia Biotech) e a radiagdo
(cpm) da [3H] — Corticosterone foi determinada no espectrofotdmetro de cintilacao
liquida (Beckman).

Foi feita uma curva padrao de corticosterona nas concentragdes de 62,5, 125;
250; 500 e 1000 pg/100ul. As concentragdes da corticosterona presentes nas
amostras foram calculadas interpolando-se as leituras obtidas das amostras

(valores de y) na curva padrao e expressos em pg / 100ml de plasma.

3.2.4. Avaliagdo dos niveis sangiiineos de ACTH e Corticosterona
(Tabela 1).

Os animais foram inicialmente submeiidos a uma sessao de estresse agudo por
contencao (15 min; 30min ou 1h), ou expostos a um estresse cronico (40 dias —
1h/dia). l.ogo depois, os animais foram mortos imediatamente para coleta de

sangue e mensuracao hormonal por radicimunoensaio.

Tabela 1 - Avaliagdo dos niveis sangiiineos de ACTH e Corticosterona

(Grupo A).

estresse agudo15 min Ia
Andioimunoengkaio estresse agudo30 min 17
P naionanoarigio estresse agudo1 hora fla
Fadiolhunoensaio estresse cronico (40 dias) |IVa

TR NIRRT nao estressado (controle) |Va




3.2.5. Administragao de morfina.

Para os casos nos quais o estresse f{enha alterado significativamente as
respostas nociceptivas induzidas pelo teste da formalina na ATM, foram reatizados
grupos adicionais para avaliar o papel do sistema opidide nas alteragbes induzidas
pelo esiresse.

Embora varios estudos fenham demonstrado os classicos efeitos
analgesicos do estresse (Mogil et a/, 1996; Wiedenmayer & Barr, 2000; Lapo et af,
2003), ouiros relatam que determinadas condicOes experimentais pelo estresse
podem provocar hiperalgesia ao inves de analgesia (Quintero et al., 2000; Torres
et al., 2003).

Dados preliminares obtidos no estudo piloto sugerem que os animais

cronicamente estressados (40 dias) apreseniam um aumento nas respostas
nociceptivas, indicando uma possivel hiperalgesia, e no casc de se confirmarem
esses dados preliminares, a proxima etapa do experimento foi a8 de verificar o
envolvimento do sistema opidide, avaliando-se a sensibilidade de um agonista
opidide (morfina) nos animais controles e estressados.
OCs animais foram submetidos ao estresse cronico conforme descrito acima. Apés
a ultima sessdo de imobilizagdo (os grupos controle nac foram submetidos as
sessfes de estresse), 0s animais receberam uma inje¢do intraperitoneal de
morfina 1,0 mg/Kg (Torres et al., 2003), 5,0 mg/Kg ou salina (n= &/grupo) 30 min
antes da administracdo de formalina 1,5% na ATM. O sulfato de morfina foi
dissolvido em 0,9% de salina e administrado i.p. em um volume de 1,0 mi/Kg.

3.3. Solugbes Utilizadas:

» Formalina 1, 5%: consiste na diluicdo de formaldeido a 37% em NaCl 0,8%.

o Morfina [Sulfato de morfina: Dimorf (10mg/ml)] — na dose de 1 mg/Kg e &
mg/Kg.

» Alfa-CLoralose 50 mg/Kg (SIGMA).



o Uretano 1 g/Kg (SIGMA).
s Halotano — CRISTALIA.
e Azul de Evans (SIGMA) na concentragéo de 1%.

3.4. Anilise estatisfica:

A avaliacdo das respostas comportamentais nociceptivas foi feita utilizando-se o
teste e 0 teste One-Way, andlise de variancia (ANOVA). Comparagtes muitiplas
foram realizadas aplicando-se 0 teste de TUKEY. Para todos os testes 0 nivel de
significancia foi estabelecidc em p<0.05. Os dados foram apresentados pela
média +/- Desvio Padrdo. O programa utilizado para a realizagdo dos célculos
estatisticos foi ¢ 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 sdo mostrados na figura 1. Imediatamente apds a ultima sessao de
contencac (1h/40 dias), ©0s animais cronicamente estressados estavam
hiperaigésicos. O aumento da resposta comportamental nociceptiva foi
estatisticamente significante (p<0.05, teste ) quando o grupo controle foi
comparado com o grupo estressado. N&o houve diferenca estatistica entre os
grupos controle (ndo estressados) e os grupos de contengao aguda (15 min, 30

min ou 60 min) e o grupo sub-cronico (Fig. 1).
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Fig. 1. Soma do comportamento de cocar e levantar a cabeca dos animais
tratados com formalina (50 pl, 1.5%) e previamente submetidos ao procedimento
de estresse (n=6/4grupo) ou deixados sem perturbacdo em suas gaiolas
(n=6/grupo). Cada coluna representa uma media. Bamra de erro indica o desvio
padrdo. Os dados foram analisados utilizando o teste t student. N&o foi encontrada
diferenca significante nas respostas comportamentais nociceptivas entre os
grupos controle e agudamente estressados (15 min, p=0.1571), (30 min,
p=0.0754) e (1 h, p=0.1247). Também n&o houve diferenca estatistica entre os
grupos sub-cronicos e seus respectivos grupos controle (p=0.2149). (*) Indica

diferencga significante entre o cronico e seu respectivo grupo controle (p<0.05).

4.2.Efeito do estresse agudo na resposta comportamental nociceptiva:

A exposicdo a uma Unica sessdo de contengdo por 1h nido afeta as respostas
nociceptivas provocadas peta injecao de formalina 1,5% na ATM de ratos (fig. 2).
N&o houve diferenga estatistica (p=0.125} entre o grupo controle (ndo estressado)

e 0 grupo estressado.
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Fig 2.; Soma do comportamento de levantar a cabega e cogar a regido orofacial
observado em animais tratados com formalina (50 ul, 1.5%) previamente
submetidos a 1h de contencao ou deixados sem pertubagéo em sua gaiola (n=6).
Cada coluna representa uma meédia. A barra de efro indica o desvio padréo. Nao
foi encontrada diferenga significante entre as respostas nociceptivas entre o grupo

controle e o estressado (p=0.125; teste t)

4.3. Efeito do estresse cronico na resposta comportamental nociceptiva

Os resultados sao mostrados na figura 3. Imediatamente apéds a dltima sessao de
contencdo (1h/40 dias), os animais cronicamente estressados estavam hiper-
algesicos. Um aumento estatisticamente  significante nas  respostas
comportamentais nociceptivas foi observado nos grupos estressados quando

comparados com o grupo controle (p<0.05, teste T).
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Fig 3.: Soma do comportamento de levantar a cabecga e cocar a regidao orofacial
observado em animais tratados com formalina (50 pl, 1.5%) previamente
submetidos ao estresse cronico ou deixados sem pertubacao em sua gaiola (n=6).
As colunas representam uma media. A barra de erro indica o0 desvio padrao. (*)
Diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo estressado (p<0.05, teste
B.

4.4 Efeito do estresse crénico por contengdo no comportamento

espontaneo de cocar

Nos também avaliamos o cogar espontdneo para excluir a possibilidade de um
comportamento motor aumentado induzido pelo processo de estresse cronico. Os
ratos cronicamente estressados exibiram um comportamento simitar ao do grupo
controle (ndo estressado) guando solucdc salina foi administrada na ATM
{(p=0.7488, teste Mann-Whitnet, Fig.4).
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Fig 4.: Duracdo do comportamento de cocar a regido orofacial em ratos
submetidos previamente ac estresse cronico (n=6) ou deixados sem ser
pertubados em suas gaiolas (n=6). As colunas representam uma meédia. A barra
de erro indica 0 desvio padrdo. Ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos
estressados e controle (p=0.7488, teste Mann-Whitney).

4.5.Efeitos do estresse na corticosterona plasmatica ¢ niveis de ACTH:

Esse experimento foi realizado a fim de determinar a eficacia do estresse por
contengdo nas modificagdes hormonais. Houve significante aumento nos niveis de
corticosterona plasmatica apos os véarios protocolos de estresse utilizados (Fig. 1;
teste Mann-Whitney, p<0.05). Esse aumento foi menor apds o estresse sub-
cronico e o cronico que apds o estresse agudo por 30 min (Fig.1; Kruskal-Wallis,
p<0.05).
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Fig. 5.: Nivel plasmatico de corticosterona apoés os varios protocolos de estresse.
Cada ponto do grafico representa o desvio padrdo de 8 ratos. Os dados foram



analisados utilizando os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. (*) p<0.05
gquando comparado com o respectivo grupo controle. (®) p<0.05 comparando com
0 grupo de estresse agudo 30 min. (#) p<0.05 comparando com estresse agudo

15 min.

O aumento plasmatico dos niveis de ACTH foram estatisticamente significantes
para todos 0s grupos agudos testados (Fig. 6; teste Mann-Whitney, p<0.05). Nao
houve diferenga estatistica entre 0s grupos crénicos e sub-cronicos 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 apds vanos procedimentos de estresse. Cada
ponto do grafico representa + SEM de 8 ratos. As barras verticais indicam o desvio
padrdo. Os dados foram analisados utilizando os testes de Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis. (*) p<0.05 quando comparado com o respectivo grupo controle. (#)
p<0.05 quandoc 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 nocicepg¢do em ratos controle e repetidamente

estressados

Os resultados referentes ao efeito analgésico da moifina s80 mostrados na figura
7. ANOVA revelou diferenga entre os grupos [F(1,30)=53.54; p<0.0001), drogas



[F(2,30)=35.94; p<0.0001] e uma interacdo significante enfre estresse e morfina
[F(2,30)=10.88; p=0.003]. Teste Poshoc ({Tukey) revelou que a administragéo de
morfina produz uma reducdo significante de respostas comportamentais
nociceptivas no grupo controle (nac estressados). Morfina 1mg/Kg reduz as
respostas nociceptivas 30 min apés a administracéo (p<0.05), € morfina 5Smg/Kg
também teve esse efeito (p<0.05). No grupo estressado, a morfina teve efeito

somente na dose de 5mgfKg (p<0.05) guande comparado com o grupo salina.
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Sum {Flinching + Rubbing)

Fig. 7: Soma das respostas nociceptivas da morfina (1 ou 5 mg/Kg i.p.) ou salina
apos 40 dias de estresse crénico por contengéo. Barras brancas: grupos controle
{n=6/grupo), barras pretas: grupo estressado (n=6/grupo}. ). Cada coluna
representa uma media. Barra de erro indica o desvio padrdo. (*)} Diferenga
significante entre salina vs. morfina (p<0.05, ANOVA + Tukey). (#} Diferenca
significante entre controle vs. ratos estressados (p<0.05, ANOVA + Tukey).

5. Discussdo

Tem sido demonstrado que uma variedade de estimulos estressores podem
induzir analgesia, um fendmeno muitas vezes relatado como algesia induzida pelo
estresse (S/A) (Amir e Amit, 1978; Watkins et al., 1982). No presente estudo, uma
Unica exposicdo (15min, 30min, 1h) ao estresse por contengdo ndo reduziu as
respostas comportamentais nociceptivas desencadeadas pela inje¢do de formalina

(1,5%) na ATM de ratos.



A habilidade desse procedimento em induzir estresse pode ser confirmada pelo
aitos niveis de ACTH ¢ de corticosterona apresentados pelos animais submetidos
a contencao quando comparados aos controles (nde estressados). Um dos efeitos
da exposicac ac estresse agudo € a reducéo das respostas reflexas que incluem a
retirada da cauda ou da pata, ou o ato de lamber em ratos (Gamaro et al., 1998).
Entretanto, muitas destas respostas envolvem um determinado nivel de controle
cerebro espinal, podendo ser consideradas propositais, independentes do
processamento central do sinal nociceptivo, que resulta na percepcdo da dor
(Mauderli et al., 2000; Vierck et al., 2002). Segundo King et al, 2003, o estresse
agudo diminui as respostas refiexas geradas por impulsos nociceptivos,
entretantc, pode aumentar as respostas a estimulos dolorosos, como os estimuios
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 sessado de
estresse ndo € capaz de induzir anaigesia em ratos submetidos ao teste da
formalina na ATM, envolvendo respostas comportamentais nocicepfivas gue
possuem um nivel organizacional diferente daquele relacionado aos reflexos
inatos, por exemplo, no teste de sensibilidade a estimuios térmicos, tail flick, a
resposta pode ser modulada diretamente ao nivel espinal (King et al., 2003).
Entretanto, a auséncia de analgesia induzida pelo estresse agudo no presente
modelo pode tambem estar relacionada ao diferente sitio de aplicagdo da
formalina. A discrepancia na susceptibilidade a modulagdo pelo estresse entre
diferentes modelos de nocicepg@o tem revelado que o tipo de estressor, sua
intensidade, duragéo, bem como o tipo de modele utilizado para avaliar a
nocicepcdo afeta ndo somente a poténcia do efeito analgésico ou hiperalgesico,
como também 0s mecanismos neurais responsaveis por esses efeitos. A literatura
sugere que a ativagdoe desses circuito regulatorios por um tipo pariicular de
estressor € crucialmente dependente dos atributos desse agente estressor.

Da mesma forma, 0 modelo de estresse sub cronico (3 dias) néo interfere na
nocicep¢do induzida pela injecdo de formalina na ATM. Quinterc et al., 2000,

observaram que o estresse sub cronico por natagdo induziu um aumenio



estatisticamente significante na nocicepgdo térmica e quimica (teste da formalina
na pata). Novamente acreditamos que pelo diferente sitic de aplicacdo da
formalina, que em nosso caso foi na ATM, ou seja, em tecido profundo, e pelo
modelo de estresse utilizado (por contencdo) ndo obtivemos alteracbes
significativas nas respostas comportamentais nociceptivas. Segundo iwata et al.,
1999, a inflamacao na ATM induz alteragdes mais profundas no sistema nervoso
central gue a inflamag&o de tecidos periorais.

Em contraste com 0 estresse agude € sub crdnico, nds observamos que os
animais submetidos ao estresse cronico (40 dias) apresentaram um aumento nas
respostas comportamentais nociceptivas quando comparadas com as do grupo
controle (n&o estressado). Em concordancia com 0s nossos resultados, estudos
prévios também demonstraram que o estresse cronico pode induzir hiperalgesia
ao invés de hiperalgesia (Lewis et al., 1980; Quintero et al., 2003; Torres et al ,
2003).

Alguns estudos tem indicado que a corticosterona € 0 ACTH podem reduzir a
nocicepgao (MaclLennan et al., 1982; Kelly et al., 1993).

Os animais submetidos ao estresse agudo (15 min, 30 min e 60 min), sub cronico
(3 dias) e crbnico (40 dias) apresentaram um significativo aumento dos niveis de
corticosterona plasmatica, ja o nivel de ACTH n&o diferiu estatisticamente entre os
grupos de estresse cronico e sub cronico quando comparados com seus
respectivos controles. Como j4 era esperado, o aumento na corticosterona
plasmatica foi menos no estresse cronico e sub cronico qguando comparado com o
agudo. Considerando que o nivel de corlicosterona pode ser utilizado como
indicador de estresse, podemos concluir que os varios protocelos de estresse por
contencdo utilizados foram capazes de induzir esfresse.

Desta forma, pelos resuitados encontrados, podemos sugerir que a hiperalgesia
induzida pelo estresse no teste da formalina na ATM n&o esta relacionada aos
baixos niveis de corticosterona € ACTH observados em ratos estressados
cronicamente, uma vez gque 05 animais submetidos ao estresse sub crdnico
também apresentaram baixos niveis de corticosterona e ACTH, € no entanto as

respostas comportamentais nociceptivas ndo forma alteradas. Nos parece entio
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que a hiperalgesia induzida pelo estresse cronico pode resultar de efeitos a longo
prazo desencadeados pela persisténcia do estresse.

0O aumento nas respostas comportamentais nociceptivas induzidas pelo estresse
crbnico por contencdo pode ter importantes aplicagdes em ralagdo a outros
estudos gque também relatam efeitos hiperaigesicos apds exposicdo a uma
variedade de estressores {Quintero et al., 2000; Torres et al,, 2003 a, b). No
entanto, 0 presente estudo pode ser de relevancia por utilizar um modelo
experimental de nocicepgdo envolvendo injuria de tecidos profundos, como a
ATM. S&o muitos os relatos encontrados na literatura relacionando estresse e dor
orofacial cronica, como os de Grzesiak, 1991; Vanderas, 1994, dentre outros,
entretanto, pouco se conhece sobre a fisiopatoiogia e sobre 0s mecanismos
neurais relacionados aos efeitos dos estimulos estressores sobre a sensibilidade
dolorosa.

O desenvolvimento de modelos experimentais como este do trabalho, podera ser
de grande valia na elucidagdo de mecanismos envolvidos nessas condigdes
dolorosas, como também para testar a eficacia de novas drogas analgésicas.
Nossos resultados sugerem que o aumento dos comportamentos de levantar a
cabeca rapidamente e cocar a regiao orofacial no teste da formalina na ATM € um
efeito da hiperalgesia induzida pelo estresse crénico. O mecanismo pelo qual a
repeticdo do estimulo estressor pode induzir hiperalgesia nao esta claro, mais de
um mecanismo pode estar envolvide. Quintero et ai., 2000, demonstraram que o
aumento da nocicepgdo térmica e quimica observada apods estresse sub crdnico,
por natag@o, pode ser mediada por mudangas na atividade do sistema
serotoninergico central. Torres et al., 2003 b, sugerem gue a repeticdo de estresse
por coniencido pode induzir uma resposta adaptativa em ratos cronicamente
estressados, a qual poderia levar a dessensibilizagdo do receptor adenosina.
Torres et al., 2003 a, também mostraram que ratos cronicamente estressados
apresentam diminuic&o do efeito da morfina na nocicepgaoc.

No nosso experimento testamos a sensibilidade a morfina (1 e 5 mg/Kg) em ratos
controle e estressados cronicamente, submetidos ai teste da formalina na ATM.
Os resultados demonstraram que os animais submetidos repetidamente ao



estresse por contengdo apresentam uma diminuicdo no efeito da morfina na
nocicepcdo quando comparados aos respectivos controles. Nos animais
estressados foi necessario um aumento da dose (5 mg/Kg) para evidenciar o
classico efeito analgésico da morfina.

A toler@ncia na resposta a morfina observada no presente estude corrobora com a
hipdtese sugerida por outros autores de gue o estresse crdnico por contengéo
pode modificar a atividade do sistema opioide (Drolet et al., 2001).

A menor sensibiidade ao efeifo analgésico da morfina observada em ratos
cronicamente estressados pode ser devida a alteracbes do numero ou da
afinidade dos receptores opioides centrais ou periféricos, ou ainda ser decorrente
de alteragbes em outros neurotransmissores ou hormonios capazes de interagir
em esses receptores. Como a morfina exerce seu efeito antinociceptivo primario
atuando no subtipo do receptor mu-opicide (Omiya et al., 2000), a menor
sensibilidade a morfina observada nos animais submetidos ao teste da formaiina
na ATM apds estresse cronico pode estar relacionada a alteragdes no nivel
desses receptores. Estudos futuros poderdo avaliar a atividade de receptores
opicides. Nesse modelo, nos sugerimos que a influencia de opioides enddgenos
fiberados durante o estresse cronico poderia levar ao desenvolvimente de

tolerancia ao efeito nociceptive da morfina.

A continuidade deste estudo na tentativa de elucidar possiveis mecanismos
envolvidos na hiperaigesia induzida por estresse pode ser de relevancia para o
estudo da eticlogia de processos dolborosos envolvendo dor cronica, como a

disfungao temporomandibular.



6. Conclusdes

1. O estresse agudo e sub crdnico por contengdo nao altera a nocicepgio no teste
da formalina na ATM.

2. Todos os protocolos de esiresse por contengdo utilizados induziram um
aumento da corticosterona plasmatica, confirmando a habilidade desses
procedimentos em induzir estresse.

3. O estresse crdnico por conteng&o induz hiperalgesia no teste de formalina na

ATM s reduz a sensibilidade aos efeitos analgesicos da morfina.
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