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INTRODUCAO E OBJETIVOS: 

Estudos epidemiol6gicos demonstraram que o sexo feminino apresenta 

uma maior prevalencia de sintomatologia dolorosa associadas a doencas 

inflamat6rias quando comparada com o masculino (Unruh 1996). Tern sido 

sugerido que no sexo feminine a dar tambem e mais intensa, mais freqUente e 

de maior duracao em relacao ao sexo masculino (Riley et al. 1998; Robinson et 

al. 1998). 

Uma analise mais precisa a respeito das condicoes dolorosas da ATM 

nos revela que a maioria dos pacientes que apresentam dar associada as 

disfuncoes temporomandibulares (DTMs) e do sexo feminino (Johansson et al. 

2003; Krogstad et al. 1992; Von Korff et al. 1988). Tern sido demonstrado que a 

prevalencia de DTMs em mulheres, especialmente durante o periodo 

reprodutivo, e 1.5 a 2 vezes maior que em homens (LeResche et al. 1997; 

Warren and Fried 2001). 

A alta prevalencia das condicoes dolarosas da ATM no sexo leminino 

(Cairns et al. 2001; Cairns et al. 2002; Riley and Gilbert 2001) durante o 

periodo reprodutivo (Dworkin et al. 1990; LeResche et al. 1997) sugere a 

participacao dos horrnonios sexuais no mecanismo de modulacao da dor da 

ATM. No entanto, ha muitas controversias sabre a papel desses hormonios 

nessas condicoes dolorosas. Em estudos animais, dados obtidas atraves da 

expressao da proteina Fos (Bereiter 2001) e de registros eletrofisiol6gicos de 

neuronios do subnucleo trigerminal caudal (Okamoto et al. 2003) sugerem que 

a dor da ATM e exacerbada na lase proestro, que corresponde a lase do ciclo 
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estral de ratas que apresenta altos niveis de harmonics sexuais circulantes. 

Esses dados, no entanto, contrastam com urn estudo realizado recentemente 

em humanos que demonstra que a dar da ATM em mulheres e mais elevada 

durante period as de baixo nivel circulante de estr6geno (LeResche et al. 2003). 

Similarmente a esses achados cUnicos, dados obtidos recentemente em nosso 

laborat6rio atraves da utilizagao do teste da lormalina na ATM, demonstram 

que a magnitude da resposta nociceptiva induzida pela administragao de 

lormalina na regiao da ATM e signilicativamente maier em lemeas na lase 

diestro do ciclo estral (Clemente et al. 2004) que e uma lase caracterizada per 

apresentar urn baixo nfvel circulante de harmOnics ovarianos (Butcher et al. 

1974). 0 lata de nossos resultados reproduzirem resultados clinicos sugere 

que o teste da lormalina na ATM e urn bam modele experimental para se 

estudar as mecanismos envolvidos no dimorfismo sexual da dar da ATM. 

Tendo em vista que o nfvel circulante de hormbnios ovarianos e 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 

harmOnics sexuais feminines reduzem a resposta nociceptiva inflamat6ria. 

Embora o papel dos harmOnics sexuais feminines e masculine na resposta 

nociceptiva induzida pela administragao de lormalina na ATM ainda nao seja 

conhecido, esses harmOnics poderiam atenuar a resposta nociceptiva 

inllamat6ria induzida pela lormalina na ATM atraves de uma redugao da 

resposta inllamat6ria (Began et al. 2002; Green et al. 1999). Diante disso, o 

objetivo deste trabalho sera verificar o papel dos harmOnics sexuais na 

resposta inflamat6ria caracterizada pelo extravasamento plasm8tico induzido 
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pela administra9ao de formalina na ATM de machos, femeas em diestro e 

temeas em proestro. 0 efeito da supressao dos harmOnics sexuais na resposta 

nociceptiva da ATM induzida pela formalina sera avaliada em machos e temeas 

gonadectomizados. 

JUSTIFICATIVA: 

0 desenvolvimento do trabalho proposto vern esclarecer 

experimentalmente a ayao dos harmOnics sexuais, feminine e masculine, no 

extravasamento plasmatico induzido pela formalina na ATM de ratos, o que 

contribuira para o entendimento do dimorfismo sexual encontrado nas 

desordens inflamat6rias nas disfunyOes temporomandibulares auxiliando no 

desenvolvimento de tratamentos mais diferenciados das condiy5es dolorosas 

da ATM entre os sexos. 

MATERIAlS E METODOS 

1. Animais 

Para realizayao deste trabalho toram utilizados ratos e ratas Wistar 

pesando entre 150 a 250 g, provenientes do CEMIB e mantidos no Bioterio da 

FOP - UNICAMP. Os animals loram mantidos em gaiolas plasticas (5 par 

gaiola) contendo maravalha, em ambiente com controls de luminosidade (ciclos 

claro/escuro de 12hs) com alimentayao e agua, ad libitum. 
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T odos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados 

pelo comite de etica em pesquisa an1mal da Universidade Estadual de 

Campinas. 

2. Determina~ao das fases do ciclo estral 

A determina~ao 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 analise comportamental e a secre~ao vaginal e coletada com o 

auxilio de uma pipeta com ponteira plastica contendo 10J.,LI de soro fisiol6gico. 0 

matenal coletado foi observado a fresco atraves de um microsc6pio 6ptico 

(aumento de 10 vezes). A fase com predomfnio (> 70%) de celulas epiteliais e 

caracterizada como proestro e a fase com maior propor9ao de leuc6citos 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 celulas ESTRO - predominios de celulas 

epiteliais queratintzadas 
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METAESTRO- proporyao semelhante DIESTRO- predomfnio de leuc6citos 

dos tres tipos celulares 

Figura 2. Detennina~ao das fases do ciclo estral: lmagens obtidas atraves de microscopic 

6ptico, num aumento de 10 vezes. 

As femeas foram submetidas ao experimento imediatamente ap6s a 

caracteriza~ao da fase do ciclo estral. 

3. Gonadectomia 

A castra~ao foi realizada em animais com 21 dias de idade (Green et al. 

1999). Os animais foram anestesiados atraves da administra~ao intraperitoneal 

de pentobarbital (50 mg/Kg). 

3.1. Ovariectomia - Na regiao correspondente ao ova rio a ser removido 

fo1 realizado manualmente a tricotomia e antissepsia com alcool iodado. Com o 

animal posicion ado lateralmente, os ovaries se localizam a 1 em de distanc1a da 

col una vertebral e a 1 em abaixo da ultima costela. Uma incisao de 1 em foi 

realizada, paralelamente ao Iongo eixo do animal, seguindo-se de uma divulsao 

dos tec1dos adjacentes ate exposiyao do ovario. Sera feita a ligadura logo 

abaixo do mesmo, com fio de sutura. 0 ovario entao foi excisionado, os tecidos 

reposicionados e suturados em pianos. Procedimento Similar foi realizado no 
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lado esquerdo do animal, na mesma sessao cirurgica (Waynforth and Flecknell 

1992). 

3.2. Orquidectomia - Foi realizada uma unica incisao de 1 em na pele 

escrotal do animal. A cavidade peritoneal foi pressionada para que os testiculos 

sejam expostos. Realiza-se entiio 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 Reposit;ao Hormonal 

Ap6s a castragao, os animais tiveram 21 dias de recuperagao para entao 

iniciar o tratamento de reposigao hormonal. Estr6geno (50ug/kg, s.c.) (Gordon 

and Soliman 1994) ou testosterona (1mg, s.c.) (Campos et al. 2003) foram 

administrados diariamente em temeas e machos, respectivamente, par 7 dias. 

No setimo dia de tratamento as animais foram submetidos ao 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 a-

cloralose (100mgll<g e 50mg/kg, respectivamente), injetada 

intraperitonealmente. Uma dose de anestesio suplementar de uretano (metade 

da dose inicial) foi administrada quando necessaria (Hu 1990). 

Ap6s a anestesia, o animal foi submetido a entubayao da traqu8ia e 

canulagao da veia femural esquerda. 

6 



5. 2. lnjec;oes na regiiio da A TM 

Para realizavao das inje9oes na regiao da ATM direita. uma agulha 

calibre 30, conectada a uma seringa de microlitro Hamilton (50 f!l) por um tubo 

de polietileno P50, foi inserida na poryllo inferior da borda p6stero-inferior do 

arco zigomatico, sendo avan9ada em dire9ao anterior ate contactar a regiao 

postero-lateral do ciindilo. 

5.3. Averiguac;i!o da inflamac;iio 

Para averigua9ao da inflamavao, todos os animais receberam 6mg/kg do 

corante Azul de Evans a 0,1% (Fiorentino et a\. 1999), endovenosamente 

atraves da veia femural esquerda, imediatamente ap6s a administra9ao de 

formalina na ATM. Como o corante Azul de Evans se liga as proteinas 

plasmaticas, o local da inje9ao e identificado visualmente, de acordo com a 

aparencia do corante extravasado (Haas et al. 1992), permitindo assim 

removao adequada dos tecidos periarticulares e posterior analise do 

extravasamento plasmatico atraves de tecnicas espectofotometricas. 

Os animais foram sacrificados 45 minutos ap6s a injevao de formalina na 

ATM, de acordo com teste comportamental da formalina na ATM (Roveroni et 

a\. 2001). Para isto, os animais foram submetidos a perfusao cardiaca com 

soro fisiol6gico, o tecido periarticular foi removido e armazenado a -20°C para 

posterior analise. Para a extravao do corante, o tecido periarticular de cada 

animal foi pes ado e imerso em diferentes tubas de eppendorffs contendo 1 m I 

de formamida mantidos a 60°C por 24 h (Fiorentino et a\. 1999). Ap6s a 

extrayllo, a quantidade de corante extravasada no tecido e determinada em um 

leitor de microplacas (Anthos 2020, versao 1.2) que medira a absorbiincia das 
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diferentes so\uyoes de formamida (v~620 nm) simultaneamente. Os resultados 

dessas leituras foram posteriormente comparados com os resultados de 

leituras correspondentes a so\u96es com quantidades conhecidas do corante 

Azul de Evans (curva de calibravao com 4~g. 2f'g, 1 f'g, 0,5f'g e 0,25flg de 

corante par ml de formamida). Finalmente, a quantidade de corante 

extravasada (flg) em cada soluvao foi dividida pelo peso (g) do respective 

tecido incubado. Dessa forma, o extravasamento foi calcu\ado em micrograma 

de corante par grama de tecido dissecado. 

6. Drogas e solu!;6es utilizadas 

• Azul de Evans- (Sigma, SP, Brasil)- disso\vido em NaG\ 0,9%. 

• Formalina- soluvao de formaldeido a 37% (Sigma, SP, Brasil) diluida em 

NaG\ 0,9%. 

• Uretano (urethane-ethyl-carbamate- Sigma, SP, Brasil) - so\uyao a 20% 

dissolvida em agua destilada. 

• Borate (di-sodium-tetraborate- Sigma, SP, Brasil). 

• a-c\ora\ose (P-anomer - Sigma, SP, Brasil) - soluvao preparada a partir 

da mistura de 1g de a-cloralose com 100m\ de agua desti\ada, aquecida a 

menos de 50°G e adicionado 4g de borate, ate a soluyao perder o aspecto 

leitoso. 

• Pentobarbital (Gristalia, SP, Brasil) 

o Soluyao salina (HALEXSTAR®, 0, 9g/1 OOml). 

• Estr6geno (Sigma, SP, Brasil). 

• Testosterone (Sigma, SP, Brasil). 
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7. Grupos Experimentais 

Para avaliar o papel dos horm6nios sexuais end6genos no 

extravasamento plasmatico induzido pela administragao de formalina na ATM, 

foram realizados os seguintes grupos: 

GRUPO I - lnjegao periarticular de formalina 1,5%, 30fLI na ATM de 

machos (n=6); 

GRUPO II - lnjegao periarticular de formalina 1,5%, 301"1 na ATM de 

femeas em proestro (n=6); 

GRUPO Ill- lnjeyao periarticular de formalina 1,5%, 301"1 na ATM de 

femeas em diestro (n=6). 

Para avaliar o efeito da supressao dos harmOnics sexuais na resposta 

nociceptiva da ATM induzida pela formalina foram realizados os seguintes 

grupos: 

GRUPO IV- lnjeyao periarticular de formalina 1.5%, 30fLI na ATM de 

machos castrados (n=6); 

GRUPO V- lnjeyao periarticular de formalina 1.5%, 30fll na ATM de 

machos sham-operados (n=6); 

GRUPO VI - lnjeyao periarticular de formalina 1.5%, 301"1 na ATM de 

femeas castradas (n=6); 

GRUPO VII - lnjeyao periarticular de formalina 1.5%, 30fLI na ATM de 

temeas sham-operadas (n=6); 

GRUPO VIII- lnjeyao periarticular de formalina 1.5%, 30fLI na ATM de 

machos castrados com reposiyao de testosterona 1mg/dia s.c. (Campos et al. 

2003) (n=6); 
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GRUPO IX- lnjegao periarticular de formalina 1.5%, 30ftl na ATM de 

femeas castradas com reposigao de estr6geno 50flg/Kg/dia s.c. (Gordon and 

Soliman 1994) (n=6); 

Analise Estatistica 

Os dados foram avaliados par analise de variancia (ANOVA) ou teste T, 

conforme apropriado. As comparagoes 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 m8dia ± o Erro Padrao. 0 program a SIGMA 

STAT foi utilizado para a realizagao dos calculos estatisticos. 

RESUL TACOS: 

A administragao de formalina na ATM de machos (1 ,5%), femeas em 

diestro (1 ,5%) e femeas em proestro (1 ,5%), induziu urn consideravel 

extravasamento plasmittico, onde as temeas em proestro tiveram resposta 

inflamat6ria estatisticamente menor quando comparada aos machos e temeas 

em diestro (FIG.1 A ). 

A administra9ao de formalina na ATM de ratos intactos (1 ,5%) e machos 

orquidectomizados (15%), induziu consideravel extravasamento plasmatico 

onde nao houve diferen9a estatistica. (FIG 1 B). 
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Na reposigao hormonal leila nas femeas (estr6geno, progesterona, 

estr6geno + progesterona e veiculo) apenas houve diminuic;ao na resposta 

inflamat6ria nos grupos de reposivao com estr6geno e com progesterona. 

Nos machos houve diminuigao do extravasamento plasmatico apenas no 

grupo com reposivao de testosterona. 
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Figura 1: A administra9ao de formalina {1,5%) na ATM de machos, temeas em diestro e temeas 

em proestro (A) induziu um extravasamento plasmatico, que nas fE!meas em proestro, foi 

significativamente menor (p< 0,05;ANOVA, Tukey test) que nos machos e nas fE!meas em 

diestro.(B)Entre machos intactos e machos orquidectomizados nao houve diferen9a estatistica 

significativa no extravasamento plasm3tico induzido pela administra<;:ao de formalina na ATM. 
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A. Male 
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""''' (6) 
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Figura 2: A administrayao de veiculo nas reposi<;Oes mostrou que este n~o altera o 

extravasamento como ocorre com a formalina 1 ,5%. Nos machos (A) nao houve diferenc;a 

estatistica entre os intactos, orquidectomizados e sham operados. As femeas em proestro (B) 
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intactas como ja vista antes, tiveram uma resposta inflamat6ria me nor que as em diestro. Ja nas 

sham operadas nao houve diferenc;a estatistica significante entre as fases. 

Os resultados oblidos nos mostram que M diferen9a na resposta 

inflamat6ria entre machos e temeas (nos periodos de maior e menor nivel 

hormonal), portanto M a interferencia dos horm6nios nessa resposta. Como vimos 

as f8meas em proestro apresentam uma resposta inflamat6ria menor, quando 

comparada aos grupos de machos e temeas em diestro. Entre as machos, intactos 

e orquidectomizados, nao houve diferenya estatistica no extravasarnento 

plasmatico. 

As reposi¢es hormonais nos mostrarn que realmente as horrnOnios tern urn 

efeito antiinflamat6rio, diminuindo o extravasamento plasmatico. A reposiyao nos 

machos com testosterona tambem diminuiu o extravasamento em relayao aos 

machos sham operados, intactos e com administrayao apenas de veiculo. Nas 

temeas com reposi~tao de estr6geno houve a diminui~tao significativa, assim como 

na reposi~tao de progesterona. Mas nas reposiy6es com as dais harmOnics 

(estr6geno + progesterona) nao houve diminu1yao no extravasamento, sugerindo 

que urn harmOnia pode anular a ac;ao do outro, provavelmente a progesterona 

esta interferindo na ayao do estr6geno. 

TambSm foram feitas f8meas sham operadas e com a administrayao apenas do 

vefculo do harmOnia, mas nao houve alterac;ao na resposta inflamat6ria. 
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