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INTRODUGAO E OBJETIVOS:

Estudos epidemioldgicos demonstraram que o sexo feminino apresenta
uma maior prevaléncia de sintomatologia dolorosa associadas a doencgas
inflamatdrias quando comparada com o masculino (Unruh 1996). Tem sido
sugerido que no sexo feminino a dor também é mais intensa, mais freqUente e
de maior duracdo em relagao ao sexo masculino (Riley et al. 1998; Robinson et
al. 1998).

Uma analise mais precisa a respeito das condigtes dolorosas da ATM
nos revela que a maioria dos pacientes que apresentam dor associada as
disfungdes temporomandibulares (DTMs) é do sexo feminino (Johansson et al.
2003; Krogstad et al. 1992; Von Korff et al. 1988). Tem sido demonstrado que a
prevaléncia de DTMs em mulheres, especialmente durante o periodo
reprodutive, &€ 1.5 a 2 vezes maior que em homens (LeResche et al. 1997;
Warren and Fried 2001).

A alta prevaléncia das condi¢cdes dolarosas da ATM no sexo feminino
(Cairmns et al. 2001; Cairns et al. 2002; Riley and Gilbert 2001) durante o
periodo reprodutive (Dworkin et al. 1990, LeResche et al. 1997) sugere a
pariicipa¢do dos horménios sexuais no mecanismo de modulagéo da dor da
ATM. No entanto, ha muitas controvérsias sobre o papel desses hormoénios
nessas condigées dolorosas. Em estudos animais, dados obtidos através da
expressdo da proteina Fos (Bereiter 2001) e de registros eletrofisiologicos de
neurénios do subnticleo trigerminal caudal (Okamoto et al. 2003} sugerem que

a dor da ATM & exacerbada na fase proestro, que corresponde a fase do ciclo



estral de ratas que apresenta altos niveis de hormdnios sexuais circulantes.
Esses dados, no entanto, contrastam com um estudo realizado recentemente
em humanos que demonstra gue a dor da ATM em mulheres é mais elevada
durante periodos de baixo nivel circulante de estrégeno (LeResche et al. 2003).
Similarmente a esses achados clinicos, dados obtidos recentemente em nosso
laboratorio através da utilizagdo do teste da formalina na ATM, demonstram
que a magnitude da resposta nociceptiva induzida pela administragdo de
formalina na regido da ATM é significativamente maior em fémeas na fase
diestro do ciclo estral (Clemente et al. 2004) que & uma fase caracterizada por
apresentar um baixo nivel circulante de hormdénios ovarianos (Butcher et al.
1974). O fato de nossos resultados reproduzirem resultados clinicos sugere
gue o teste da formalina na ATM € um bom modelo experimental para se
estudar os mecanismos envolvidos no dimorfismo sexual da dor da ATM.
Tendo em vista que o nivel circulante de hormdnios ovarianos & baixo na fase
diestro nossos resultados assim como outros obtidos anteriormente na pata
(Dina et al. 2001; Joseph et al. 2003, Ren et al. 2000) sugerem que os
horménios sexuais femininos reduzem a resposta nociceptiva inflamatéria.
Embora o papel dos horménios sexuais femininos e masculino na resposta
nociceptiva induzida pela administracac de formalina na ATM ainda naoc seja
conhecido, esses hormdnios poderiam atenuar a resposta nociceptiva
inflamatoria induzida pela formalina na ATM através de uma redugdo da
resposta inflamatéria (Begon et al. 2002; Green et al. 1999). Diante disso, 0
objetivo deste trabalho serd verificar o papel dos hormonios sexuais na

resposta inflamat6ria caracterizada pelo extravasamento plasmatico induzido



pela administragdo de formalina na ATM de machos, fémeas em diestro e
fémeas em proestro. O efeito da supresséo dos hormoénios sexuais na resposta
nociceptiva da ATM induzida pela formalina sera avaliada em machos e fémeas

gonadectomizados.

JUSTIFICATIVA:

O desenvolvimento do trabalho propostc vem esclarecer
experimentalmente a agdo dos horménios sexuais, feminino e masculino, no
extravasamento plasmatico induzido pela formalina na ATM de ratos, o que
contribuird para o entendimento do dimorfismo sexual encontrado nas
desordens inflamatorias nas disfungbes temporomandibulares auxiliando no
desenvolvimento de tratamentos mais diferenciados das condi¢gdes dolorosas

da ATM enire os sexos.

MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Para realizagao deste trabalho foram utilizados ratos e ratas Wistar
pesando entre 150 a 250 g, provenientes do CEMIB e mantidos no Biotéric da
FOP - UNICAMP. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas (5 por
gaiola) contendo maravalha, em ambiente com controle de luminosidade (ciclos

clarofescuro de 12hs) com alimentac¢do e agua, ad libitum.



Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados
pelo comité de ética em pesquisa animal da Universidade Estadual de

Campinas.

2. Determinacao das fases do ciclo estral

A determinagao das fases foi realizada diariamente, entre 07hs e 08hs, e
somente as ratas que apresentarem ciclos regulares de 4 ou 5 dias foram
utilizadas (Smith et al. 1975).

Durante no minimo oito dias consecutivos os animais foram levados para
a sala de andlise comportamental e a secregao vaginal é coletada com o
auxilio de uma pipeta com ponteira plastica contendo 10ul de soro fisiolégico. O
material coletado foi observado a fresco através de um microscopio optico
(aumento de 10 vezes). A fase com predominio (> 70%) de células epiteliais &
caracterizada como proestro e a fase com maior proporgao de leucocitos como
diestro (Adler 1981; Bereiter et al. 2002). As fases de proestro e diestro foram

escolhidas por representarem as fases de maior e menor nivel hormonal,

respectivamente (Butcher et al. 1974). Figura 2.

PROESTRO - predominio de células ESTRO - predominios de células
epiteliais queratinizadas



METAESTRO - proporgao semelhante DIESTRO - predominio de leucécitos
dos trés tipos celulares

Figura 2. Determinacdo das fases do ciclo estral: Imagens obtidas através de microscopio
optico, num aumento de 10 vezes.

As fémeas foram submetidas ao experimento imediatamente apés a

caracterizagao da fase do ciclo estral.

3. Gonadectomia

A castracao foi realizada em animais com 21 dias de idade (Green et al.
1999). Os animais foram anestesiados através da administragao intraperitoneal
de pentobarbital (50 mg/Kg).

3.1. Ovariectomia — Na regiao correspondente ao ovario a ser removido
foi realizado manualmente a tricotomia e antissepsia com alcool iodado. 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 exposicdo do ovario. Sera feita a ligadura logo
abaixo do mesmo, com fio de sutura. O ovario entdo foi excisionado, os tecidos

reposicionados e suturados em planos. Procedimento similar foi realizado no



lado esquerdo do animal, na mesma sesséo cirdrgica (Waynforth and Flecknell
1992).

3.2. Orquidectomia —~ Foi realizada uma Unica incisdo de 1cm na pele
escrotal do animal. A cavidade peritoneal foi pressionada para que os testiculos
sejam expostos. Realiza-se entdo uma ligadura logo abaixo dos testiculos com
fio de sutura e estes foram excisionados. Os tecidos foram reposicionados e

suturados (Waynforth and Flecknell 1992).

4. Tratamento de Reposi¢ao Hormonal
Apos a castragdo, os animais tiveram 21 dias de recuperacao para entao

iniciar o tratamento de reposicdo hormonal. Estrégeno (50ug/kg, s.c.) (Gordon
and Soliman 1994) ou testosterona (1mg, s.c.) (Campos et al. 2003) foram
administrados diariamente em fémeas e machos, respectivamente, por 7 dias.
No sétimo dia de tratamento os animais foram submetidos ac experimento.

Ratos controles receberam tratamento apenas com o veiculo.

5. Extravasamento Plasmatico

5.1. Procedimentos Gerais

Os animais foram anestesiados com uma mistura de uretano e o-
cloralose (100mg/kg 8 50mg/kg, respectivamente), injetada
intraperitonealmente. Uma dose de anestésio suplementar de uretano (metade
da dose inicial) foi administrada quando necessario (Hu 1990).

Apds a anestesia, o animal foi submetido a entubacao da traquéia e

canulacao da veia femural esquerda.



5.2. Inje¢bes na regido da ATM

Para realizagéo das injegbes na regido da ATM direita, uma agultha
calibre 30, conectada a uma seringa de microlitro Hamilton (50 ul) por um tubo
de polietileno P50, foi inserida na porcao inferior da borda poéstero-inferior do
arco zigomatico, sendo avancada em direcao anterior até contactar a regiao
péstero-lateral do condilo.

5.3. Averiguacédo da inflamacédo

Para averiguagéo da inflamagao, todos os animais receberam 6mg/kg do
corante Azul de Evans a 0,1% (Fiorentino et al. 1999), endovenosamente
afravés da veia femural esquerda, imediatamente ap6s a administracdo de
formalina na ATM. Como o corante Azul de Evans se liga as proteinas
plasmaticas, o local da injegao é identificado visualmente, de acordo com a
aparéncia do corante extravasado (Haas et al. 1892), pemmitindo assim
remocdo adequada .dos tecidos periarticulares e posterior analise do
extravasamento plasmatico através de técnicas espectofotométricas.

Os animais foram sacrificados 45 minutos apos a inje¢do de formalina na
ATM, de acordo com teste comportamental da formalina na ATM (Roveroni et
al. 2001). Para isto, os animais foram submetidos a perfusdo cardiaca com
soro fisiologico, o tecido periarticular foi removido e armazenado a —20°C para
posterior analise. Para a extracdo do corante, o tecido periarticular de cada
animal foi pesado e imerso em diferentes tubos de eppendorifs contendo 1 mi
de formamida mantidos a 60°C por 24 h (Fiorentino et al. 1999). Apos a
extracdo, a quantidade de corante extravasada no tecido é determinada em um

leitor de microplacas (Anthos 2020, versao 1.2) que medira a absorbancia das



T

L

diferentes solugdes de formamida (v=620 nm) simultaneamente. Os resultados
dessas leituras foram posteriormente comparados com os resuliados de
leituras correspondentes a solugdes com quantidades conhecidas do corante
Azul de Evans (curva de calibragdo com 4pg, 2ug, 1pg, 0,5ug e 0,25ug de
corante por mi de formamida). Finalmenie, a quantidade de corante
extravasada (ug) em cada solugdo foi dividida pelo peso (g) do respectivo
tecido incubado. Dessa forma, o exiravasamento foi calculado em micrograma

de corante por grama de tecido dissecado.

6. Drogas e solugoes utilizadas

Azul de Evans — (Sigma, SP, Brasil} - dissolvido em NaCl 0,9%.

Formalina — solugao de formaideido a 37% (Sigma, SP, Brasi!) diluida em

NaCl 0,9%.

» Uretano {(urethane-ethyl-carbamate — Sigma, SP, Brasil) — solugdo a 20%
dissolvida em agua destilada.

» Borato (di-sodium-tetraborate — Sigma, SP, Brasil).

e a-cloralose (f-anomer — Sigma, SP, Brasil) — solugéo preparada a partir

da mistura de 1g de a-cloralose com 100ml de agua destilada, aguecida a

menos de 50°C e adicionado 4g de borato, até a solu¢éo perder o aspecto

lettoso.

Pentobarbitol (Cristalia, SP, Brasil)

Solugao salina (HALEXSTAR®, 0,9g/100m!t).

Esirogeno (Sigma, SP, Brasil).

Testost Si , SP, Brasil).
estosterona (Sigma, SP, Brasil) DNIMEBSIBATE ESTROURL DE CAMPIAS

FAGULBALE BE 1ARTHARGIN OE FIRRCICABA
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7. Grupos Experimentais

Para avaliar o papel dos hormdnios sexuais enddgenos no
extravasamento plasmatico induzido pela administracdo de formalina na ATM,
foram realizados os seguintes grupos:

GRUPO | — Injeg¢do periarticular de formalina 1,5%, 30ul na ATM de
machos (n=6);

GRUPO Il - Injegac periatticular de formalina 1,5%, 30pl na ATM de
fémeas em proestro (n=6),

GRUPO Il - Injegéo periarticular de formalina 1,5%, 30ul na ATM de
fémeas em diestro (n=6).

Para avaliar o efeito da supressdo dos hormdnios sexuais na resposta
nociceptiva da ATM induzida pela formalina foram realizados os seguintes
grupos:

GRUPO IV - Injecdo periarticular de formalina 1.5%, 30pl na ATM de
machos castrados (n=6),

GRUPQ V - Injecdo periarticular de formalina 1.5%, 30ul na ATM de
machos sham-operados (n=6);

GRUPOQ VI - Injegdo periarticular de formalina 1.5%, 30ul na ATM de
fémeas castradas (n=6);

GRUPOQ VIl — injegdo periarticular de formalina 1.5%, 30ul na ATM de
fémeas sham-operadas {n=6);

GRUPO VIl - Injegac periarticutar de formalina 1.5%, 30ul na ATM de
machos castrados com reposicao de testosterona 1mg/dia s.c. (Campos et al.

2003) (n=6);



GRUPQ IX ~ Injecao periarticular de formalina 1.5%, 30w na ATM de
fémeas castradas com reposigao de estrogeno 50ug9/Kg/dia s.c. (Gordon and

Soliman 1994) (n=6);

Analise Estatistica
Os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) ou teste T,
conforme apropriado. As comparagbes multiplas foram feitas pelo teste de
Tukey. Para todos os testes o nivel de significancia foi estabelecido em P<0,05.
Os dados foram apresentados pela média + o Erro Padréo. O programa SIGMA

STAT foi utilizado para a realizag&o dos célculos estatisticos.

RESULTADOS:

A administragéo de formalina na ATM de machos (1,5%), fémeas em
diestro (1,5%) e fémeas em proestro (1,5%), induziu um consideravel
extravasamento plasmatico, onde as fémeas em proestro tiveram resposta
inflamatéria estatisticamente menor quando comparada aos machos e fémeas
em diestro (FIG.1A).

A administragéo de formalina na ATM de ratos intactos (1,5%) e machos
orquideciomizados (15%), induziu consideravel extravasamento plasmatico

onde nao houve diferenca estatistica. (FIG 1B).

10



Na reposicao hormonal feita nas fémeas (estrogeno, progesterona,
estrogeno + progesterona e veiculo) apenas houve diminuicdo na resposta
inflamatoria nos grupos de reposigdo com estrogeno € com progesterona.

Nos machos houve diminuigao do extravasamento plasmatico apenas no

grupo com reposicac de testosterona.

11
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Figura 1: A administracio de formalina {1,5%) na ATM de machos, férmeas em diestro e fémeas
em proestre {A) induziv um exiravasamento plasmatice, que nas fémeas em proestro, foi
significativamente menor (p< 0,05;ANOVA, Tukey test) que nos machos e nas fémeas em
diestro.(B)Enfre machos intactos e machos orguidectomizados n&o houve diferenca estatistica

significativa no extravasamento plasmatico induzido pela administra¢io de formalina na ATM.

80-,
70- * [ Vehicle

804 + Bl 1.5% Formain
50
40
3{& :
204 =
10+
0

Evan's blue dye extravasation {ug/g)

(6} 6} (8) {8) 8} (12)
Males Proestrus Diestrus

13



™

. Male

Evan's blue dye extravasation (ug/g)

Intact SHAM ORX
(&) (3) (4)
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. Female
80+
70-
60
50

40 T

30-

204

10

Evan's blue dye extravasation (ug/g)

Intact SHAM ntact SHAM
(6) {4 (12} {6)
1 1 ] —
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Figura 2: A administragio de veicule nas reposicdes mostrou que este ndo altera o
extravasamento como ocorre com a formalina 1,5%. Nos machos (A} ndo houve diferenca

estatistica enfre os intactos, orquidectomizados e sham operados. As fémeas em proesiro (B)
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intactas como ja visto antes, tiveram uma resposta inflamatoria menor que as em diestro. Ja nas

sham operadas n&o houve diferenca estatistica significante entre as fases.

Os resultados obtidos nos mostram que ha diferenga na resposta
inflamatéria entre machos e fémeas (nos periodos de maior e menor nivel
hormonal), portanto ha a interferéncia dos horménios nessa resposta. Como vimos
as fémeas em proestro apresentam uma resposta inflamatéria menor, quando
comparada aos grupos de machos e fémeas em diestro. Entre os machos, intactos
e orgquidectomizados, ndo houve diferenga estatistica no extravasamento
plasmatico.

As reposicdes hormonais nos mostram que realmente 0s hormonios tém um
efeito antiinflamatorio, diminuindo o exiravasamento plasmatico. A reposi¢ao nos
machos com testosterona também diminuit 0 extravasamento em reilagio aos
machos sham operados, intactos e com administracdo apenas de veiculo. Nas
fémeas com reposigao de estrogeno houve a diminui¢do significativa, assim como
na reposigdo de progesterona. Mas nas reposicées com os dois hormdnios
(estrégeno + progesterona) nao houve diminuicdo no exiravasamento, sugerindo
gue um hormdnio pode anular a agao do outro, provavelmente a progesterona
esta interferindo na acgéo do estroégeno.

Também foram feitas fémeas sham operadas e com a administragao apenas do

veiculo do hormdnio, mas ndo houve alteracao na resposta inflamatéria.

15
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