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Resumo

As disfuncdes temporomandibulares (DTM) sdo condi¢des dolorosas que
envolvem a articulacdo temporomandibular (ATM) e os miusculos mastigatorios,
apresentam maior prevaléncia, severidade e duragdo no sexo feminino e sdo comumente
associadas a inflamacdo. Apesar das drogas antiinflamatdrias nao esteroidais (AINEs)
serem freqiientemente utilizadas no controle de dores inflamatdrias, muitos pacientes
podem apresentar intolerancia ao tratamento prolongado e nem todos os pacientes com
dor inflamatéria na ATM respondem aos efeitos de tais medicamentos. Sabe-se que a
dor inflamatéria possui um componente simpético que pode predominar em casos com
menor sensibilidade aos AINEs. Nesse contexto, dados obtidos recentemente em nosso
laboratério demonstraram que machos sdo menos sensiveis aos efeitos antinociceptivos
dos antagonistas B-adrenérgicos do tipo 1, 2 e 3 que fémeas. Assim, com o objetivo de
avaliar o papel do hormoénio masculino testosterona sobre o efeito antinociceptivo
induzido por antagonistas de receptores adrenérgicos Bi, B> e B3, formalina foi co-
administrada com antagonistas seletivos para receptores 3; (Atenolol), B, (ICI 118 551)
ou B3 (SR59230A) na ATM de ratos machos gonadectomizados com ou sem reposi¢ao
do horménio gonadal testosterona. A co-administragdo de antagonistas de receptores B,
B, e B3 reduziu significativamente o comportamento nociceptivo induzido por formalina
tanto em machos gonadectomizados quanto em machos gonadectomizados com
reposicao testosterona, confirmando a participac¢ao desses adrenoceptores na nocicep¢ao
da ATM. No entanto, os animais gonadectomizados com reposi¢do hormonal
apresentaram comportamento nociceptivo similar aquele induzido por formalina quando
a mesma foi co-administrada com as menores concentragdes dos antagonistas de

adrenoceptores P, B, e Ps. Assim, estes dados sugerem que o hormoénio sexual
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masculino testosterona reduz a sensibilidade ao efeito antinociceptivo dos antagonistas
de adrenoceptores PBi, B e B3 necessitando assim de uma maior concentragdo dos
mesmos para que seus efeitos ocorram. Consideramos que a proposta do estudo € de
grande relevancia, pois o entendimento sobre os mecanismos através dos quais os
hormonios sexuais modulam o efeito analgésico de drogas poderd contribuir com o
tratamento da dor associada a disfun¢do temporomandibular levando em consideracao

nao apenas o sexo, mas o status hormonal do paciente.

Palavras-chave: Articulacdo Temporomandibular, nocicepc¢ao, adrenoceptores, beta-

bloqueador, antiinflamatério ndo-esteroidal.
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Abstract

Temporomandibular disorders (TMD) are pain conditions that affect the
temporomandibular joint (TMJ) and masticatory muscles. These conditions present
higher prevalence, severity and duration in females and appear to be associated with
inflammation. Although non-steroidal anti-inflammatory drugs have been frequently
used in the control of inflammatory pains, many patients may be intolerant to the
prolonged treatment and some of them may not respond to the effect of these
medications. It is already known that temporomandibular joint receives rich sympathetic
innervations that may predominate in cases less sensitive to the non-steroidal anti-
inflammatory drugs. In this context, data recently obtained in our laboratory showed
that males are less sensitive to the antinociceptive effects of B-adrenergic antagonists 1,
2 and 3 than females. Thus, in order to evaluate the role of male hormone testosterone
on the antinociceptive effect induced by adrenoreceptors antagonists B, B, and B3,
formalin was co-administered with selective antagonists for the B; adrenoreceptors
(Atenolol), B, adrenoreceptors (ICI 118.551) or B3 adrenoreceptors (SR59230A) in the
TMIJ of gonadectomized rats with or without testosterone replacement. The co-
administration of B;, B, and B3 adrenoreceptors antagonists significantly reduced the
nociceptive behavior induced by formalin in both gonadectomized males and
gonadectomized males with testosterone replacement, confirming the involvement of
adrenoceptors in the TMIJ nociception. However, gonadectomized animals with
hormonal replacement presented nociceptive behavior induced by formalin similar to
that when it was co-administered with low concentrations of B;, 3, or B3 adrenoceptors
antagonists. Thus, these data suggest that the male sex hormone testosterone reduces the

sensitivity to the antinociceptive effect of Py, B, or s adrenoceptors antagonists,



requiring a higher concentration of them to obtain their effects. The proposed study is of
great importance because the understanding of the mechanisms by which sex hormones
modulate the analgesic effect of drugs. This may contribute to the treatment of pain
associated with temporomandibular disorders considering not only gender, but patient’s

hormonal status.

Keywords: Temporomandibular joint, nociception, adrenoceptors, beta-blocker, non

steroidal anti-inflammatory drugs.



Introdugao

As disfungdes temporomandibulares (DTMs) sdo condi¢des dolorosas que
envolvem a articulagdo temporomandibular (ATM) e os musculos mastigatorios, e
afetam mais de 12% da populacao (Carlsson, 1999; Dworkin et al., 1990; Von Korff et
al., 1988), com maior prevaléncia, severidade e duracdo no sexo feminino (Riley and
Gilbert, 2001). Essas condicdes resultam principalmente de trauma agudo, desarranjo
interno ou artrites, € sdo comumente associadas a inflama¢do aguda ou crdnica
(Alstergren and Kopp, 2000; Suzuki et al., 2003).

As condicdes inflamatérias da ATM promovem a sensibilizacdo de nociceptores
periféricos desta regido (Alstergren and Kopp, 2000; Kopp, 2001; Nordahl et al., 2000;
Oliveira et al., 2005; Raja et al., 1988) e de neurdnios nociceptivos centrais do
complexo sensodrio-nuclear trigeminal do tronco encefélico (Dubner and Ren, 2004;
Iwata et al., 1999; Sessle, 2000). Tanto a sensibilizacdo periférica como a central sdo
caracterizadas por aumento da excitabilidade da membrana neuronal causada por
mediadores inflamatérios liberados no local da lesdo (Alstergren and Kopp, 2000;
Kopp, 2001; Suzuki et al., 2003) e por neuropeptideos e amino-dcidos excitatérios
liberados no complexo sensério-nuclear trigeminal do tronco encefilico,
respectivamente (Bakke et al., 1998; Bereiter and Benetti, 1996; Cairns et al., 2001; Yu
et al., 1996). Essa sensibilizacdo neuronal ¢ denominada de hiperalgesia. Alguns dos
mediadores inflamatérios liberados no local da lesdo que contribuem para isso,
incluindo as prostaglandinas E2, estdo presentes em alta concentrac¢do no fluido sinovial
de pacientes que apresentam dor na ATM Kopp, 2001. Drogas antiinflamatdrias nédo
esteroidais (AINEs) sdo freqiientemente utilizadas no controle de dores inflamatdrias
(Dionne, 1997; List et al., 2003; Ta and Dionne, 2004). A a¢do analgésica dessas drogas

resulta do bloqueio da sintese das prostaglandinas, prevenindo assim a sensibiliza¢io
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periférica dos nociceptores (Ferreira, 1972; Ferreira, 2002). No entanto, muitos
pacientes podem apresentar intolerancia ao tratamento prolongado com AINEs e nem
todos os pacientes com dor inflamatéria na ATM respondem aos efeitos de tais
medicamentos (Ta and Dionne, 2004).

Sabe-se que a dor inflamatéria possui um componente simpatico (Levine et al.,
1986; Nakamura and Ferreira, 1987) que pode predominar em casos com menor
sensibilidade aos antiinflamatérios nao esteroidais (AINESs).

Dados publicados recentemente (Nackley et al., 2007), demonstram que a
inibicdo da enzima catecol-o-metil-transferase (COMT), que metaboliza as
catecolaminas, induz hiperalgesia mecénica e térmica na pata de ratos semelhante a
induzida pela administracdo do agente inflamatorio carragenina. Esse efeito induzido
pela inibicdo da COMT foi bloqueado pela administragdo conjunta de antagonista de
receptor adrenérgico B, e B3, mas ndo de B;. Esses dados, juntamente com dados
previamente publicados (Khasar et al., 1999a; Khasar et al., 1999b; Aley et al., 2001)
indicam o envolvimento do adrenoceptor B, em estados hiperalgésicos e demonstram
pela primeira vez a participagdo dos receptores B3 na hiperalgesia.

H4 alguns anos nosso laboratério tem se dedicado ao estudo do envolvimento
dos B-adrenoceptores na hiperalgesia e na dor instalada da ATM. Por exemplo,
demonstramos que as aminas simpatomiméticas sao liberadas no local da lesdo articular
onde contribuem com o desenvolvimento de hiperalgesia na ATM de ratos através da
ativacdo de adrenoceptores 3, localizados nessa regido, mas ndo de adrenoceptores [
(Rodrigues et al., 2006). Isto se baseia no fato de a deplecdo dos estoques intracelulares
de norepinefrina ou o bloqueio dos adrenoceptores [, articulares previamente ao

desenvolvimento do processo inflamatério atenuar a hiperalgesia da ATM. Em outro



trabalho demonstramos que durante a inflamacdo na ATM de ratos a ativacdo de
adrenoceptores [3,, mas ndo P localizados na regido da ATM, induz a sensibilizagdo
necessdria para ocorréncia de dor pelo fator de crescimentos neural (Pelegrini-da-Silva
et al., 2008). Com relacdo a dor j4 instalada da ATM, induzida pela administracdo de
formalina na ATM, dados obtidos recentemente e que ainda serdo publicados (Favaro-
Moreira et al.) indicam que o bloqueio de ambos os adrenoceptores ; ¢ B2, além do
adrenoceptores B3 reduz significativamente a resposta nociceptiva induzida pela
administracdo de formalina na ATM de ratos e ratas. Essa foi a primeira demonstragao
da participacdo desses adrenoceptores na dor instada articular.

Interessantemente, neste mesmo estudo as fémeas foram mais responsivas ao
efeito antinociceptivo dos antagonistas seletivos dos adrenoceptores 1 (Atenolol), 3,
(ICI 118.551) e B3 (SR59230A), do que os machos. Esses dados refor¢am a idéia de que,
apesar do sexo feminino apresentar uma maior sensibilidade dolorosa (LLeResche, 1997;
Martinez-Gomez et al., 1994), ele parece ser mais sensivel aos efeitos analgésicos
(Gordon et al., 1995; Gear et al., 1996a; Gear et al., 1996b; Clemente et al., 2004;
Clemente-Napimoga et al., 2009; Affaitati, et al., 2010).

De fato, o sexo masculino parece apresentar uma menor sensibilidade a
estimulagdo nociceptiva experimental (Clemente et. al., 2004) e uma menor prevaléncia
da dor da ATM (LeResche et. al., 1997; Warren and Fried, 2001 Fischer et al., 2007),
provavelmente relacionados a um efeito protetor da testosterona com relagdo ao risco de
desenvolvimento da dor na ATM (Fischer et al., 2007). Além deste efeito protetor, a
administracdo exdégena desse hormonio em machos gonadectomizados reduz a
nocicep¢ao ja instalada. Dados preliminares de nosso laboratério sugerem que esse

7z

efeito antinociceptivo € mediado pela ativagdo do sistema opidide enddgeno,



possivelmente ao nivel do nicleo do trato espinhal trigeminal (Fischer et. al., 2005b).
Talvez estes mesmos mecanismos, ainda pouco esclarecidos, mediando os efeitos da
testosterona sobre a sensibilidade dolorosa também estejam relacionados a menor
sensibilidade aos efeitos antinociceptivos (ou analgésicos) dos antagonistas de

receptores beta-adrenérgicos.



Justificativa

Este projeto faz parte de uma das linhas de pesquisa do laboratério de Dor
Orofacial da FOP-UNICAMP e d4 continuidade aos estudos sobre a participagdo do
componente simpéatico na dor da ATM entre os sexos.

O estudo proposto poderd contribuir com o tratamento da dor associada a
disfun¢do temporomandibular, principalmente nos casos de pacientes que ndo
respondem bem ao tratamento com antiinflamatdrios ndo esteroidais. O conhecimento a
influéncia dos hormonios sexuais no efeito antinociceptivo de drogas beta bloqueadoras
poderd contribuir para um maior indice de sucesso no tratamento das condigdes
dolorosas articulares, através do estabelecimento de um tratamento diferenciado que

leve em consideracao o status hormonal do paciente.



Materiais e métodos

Animais

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

Os procedimentos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica de
Experimentacio Animal da Universidade Estadual de Campinas (protocolo nimero
2014-1) e estdo de acordo com as diretrizes determinadas pelo Comité de Etica da
Associacdo Internacional para Estudo da Dor (IASP), em animais conscientes
(Zimmermann, 1983). Em particular, a duragdo dos experimentos foi a menor possivel
(45 minutos) e o ndmero de animais usados foi mantido ao minimo necessario

(aproximadamente 6 por grupo).

Drogas

- Formalina — 1,5%/15uL (Clemente et al., 2004), solucdo de formaldeido a 37% diluida
em NaCl 0,9%.

- Antagonista de receptores adrenérgicos [; Atenolol ((RS)-4-[2-hydroxy-3-
[(Imethylethyl) amino] ropoxy] benzeneacetamide): 6 ng (Vandenput et al., 2002),
18ug, 54ug e 162ug/15uL diluida em NaCl 0,9%.

- Antagonista seletivo de receptores adrenérgicos [, ICI 118.551 hydrochloride ((+)-1-

[2,3-(dihydro-7-methyl-1H-inden-4-y)oxy]-3-[(1-methylethyl)amino]-2-butanol



hydrochloride): 0,1pg (Vandenput et al., 2002), 0,3ug e 0,9ug/15uL diluida em NaCl
0,9%.

- Antagonista de receptores adrenérgicos P; SR59230A hydrochloride 1-(2-
Ethylphenoxy)-3-[[(1S5)-1,2,3,4-tetrahydro-1naphth alenyl]amino]-(2S)-2-propanol
hydrochloride, 0,5ug (Nackley et al., 2007), 1,5ug e 4,5ug/15uL dissolvido em DMSO

e diluido em NaCl 0,9%.

Todas as drogas foram adquiridas da Sigma—Aldrich, com excecdao do

antagonista de receptores B3 SR59230A que foi adquirido da Tocris.

Administracio de drogas na regido da ATM

Os animais foram brevemente anestesiados por inalagdo de Isoflurano. A seguir,
uma agulha calibre 30, conectada a uma seringa de microlitro Hamilton, por um tubo de
polietileno P50, foi inserida na porcdo inferior da borda poéstero-inferior do arco
zigomdtico, sendo avancada em direcao anterior até contactar a regido pOstero-lateral do

condilo (Roveroni et al., 2001). O volume de injecdo foi de 15ul por droga.

Teste comportamental

As sessOes de teste foram realizadas durante a fase clara entre 9h e 17h em sala
silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25°C. Durante o teste os animais nao
tiveram acesso a dgua ou a comida. Para minimizar o estresse durante as sessdes
experimentais, os animais foram previamente manipulados pelo pesquisador por um
periodo de 7 dias. Para a realizacdo das andlises comportamentais uma caixa de

observacao medindo 30x30x30 cm com base e 3 laterais espelhadas e frente de vidro foi



utilizada. Cada animal foi inicialmente colocado e mantido na caixa por 10 minutos para
habituar-se ao ambiente de experimenta¢do e minimizar o estresse.

Imediatamente apds a injecdo periarticular o animal j& consciente foi recolocado
na camara de observagdo e as respostas comportamentais caracterizadas pelo ato de
cocar a regido injetada com a pata dianteira ou traseira e pelo ato de levantar
reflexamente a cabeca foram quantificadas durante 45 minutos, divididos em 9 blocos
de 5 minutos. O tempo em segundos que o animal permaneceu co¢ando a regidao
orofacial foi quantificado através da utilizagdo de um cronémetro, € o nimero de vezes
que o animal levantou reflexamente a cabeca foi quantificado por um contador de
células (Roveroni et al., 2001). Considerando que o ato de levantar reflexamente a
cabeca segue um padrio uniforme de 1 segundo de duracdo, a intensidade da resposta
nociceptiva serd quantificada somando-se esse comportamento ao ato de cogar a regiao

injetada, como previamente padronizado (Roveroni et al., 2001).

Confirmacido do local de aplicacdo da formalina:

Ap06s o término de cada anélise comportamental foi feita a confirmacao visual do
local da administracdo da formalina (pos-mortem). Para isso, apds indugdo anestésica
através da administracdo intraperitoneal de uma mistura de uretano e «-cloralose
(100mg/kg e 50mg/kg, respectivamente) (Hu, 1990), o corante azul de Evans (1%;
5Smg/Kg) foi injetado, intracardiacamente. Apés dez minutos, o animal foi submetido a
perfusdao cardiaca com soro fisiolégico. Como o corante Azul de Evans se liga as
proteinas plasmaéticas, o local da injecdo foi identificado visualmente, de acordo com a

aparéncia do corante extravasado (Haas et al., 1992).



Gonadectomia

A gonadectomia foi realizada em animais com 21 dias de idade (Green et al., 1999
Green et al., 1999). Para isso, os animais foram anestesiados através da administracao
intramuscular de ketamina (55mg/Kg) e xylazina (5.5 mg/Kg).

Orquidectomia — Foi realizada uma tnica incisdao de 1cm na pele escrotal do animal. A

cavidade peritoneal foi pressionada para que os testiculos fossem expostos. Realizou-se
entdo uma ligadura logo abaixo dos testiculos com fio de sutura e estes serdo
excisionados. Os tecidos foram reposicionados e suturados (Waynforth and Flecknell,

1992).

Tratamento de Reposicio Hormonal

ApOs a castragdo, os animais tiveram 21 dias de recuperacdo para entdo iniciar o
tratamento de reposi¢do hormonal

Conforme padronizado em nosso laboratério a reposi¢do hormonal de
testosterona foi compativel com os niveis fisioldgicos de testosterona de um animal
intacto. Para isto, a testosterona foi administrada s.c. na dose de 200ug/100g por 3 dias

sendo o experimento realizado 14 horas apds a tltima injecao.



Resultados

Efeito dos antagonistas de receptores betal, 2 e 3 na nocicep¢cdo induzida por
formalina na ATM de machos gonadectomizados.

Com o intuito de verificar o efeito dos antagonistas de adrenoceptores [3;
Atenolol (1A), B, ICI 118.551 (1B) e B3 SR59230A (1C) sobre a nocicep¢ao da ATM de
ratos machos gonadectomizados cada um dos trés antagonistas foi co-administrado com
o agente inflamatério Formalina 1,5% na ATM. Todos os antagonistas adrenérgicos
testados (mesmo nas suas menores doses, Atenolol (6pg), ICI 118.551 (0,1ug) e
SR59230A (1,5ug)) reduziram significativamente a nocicepc¢ao induzida por formalina
em machos gonadectomizados de forma dose dependente (p< 0,05, teste Tukey).

A maior concentragdo desses antagonistas nao afetou a nocicep¢do induzida por
formalina quando administrados na ATM contralateral (Fig., p>0,05, teste t),
confirmando a agdo periférica e local dessas drogas. Co-administracio da maior
concentracdo de cada antagonista com NaCl 0,9% nao afetou a resposta comportamental
pois a resposta foi similar aquela induzida pela administracio na ATM de NaCl 0,9%

com o veiculo (Fig. 1A, 1B e 1C, p>0,05, teste t).

Efeito dos antagonistas de receptores betal, 2 e 3 na nocicep¢cdo induzida por
formalina na ATM de machos gonadectomizados com reposicdo hormonal de
testosterona.

Com o intuito de verificar o efeito dos antagonistas de adrenoceptores [3;
Atenolol (2A), B, ICI 118.551 (2B) e B3 SR59230A (2C) sobre a nocicep¢ao da ATM de
ratos machos gonadectomizados com reposi¢do hormonal de testosterona cada um dos

trés antagonistas foi co-administrado com o agente inflamatério Formalina 1,5% na
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ATM. Todos os antagonistas adrenérgicos testados reduziram significativamente a
nocicep¢do induzida por formalina em machos gonadectomizados com reposi¢cdo de
testosterona de forma dose dependente (p< 0,05, teste Tukey, Fig. 4, 5 e 6). No entanto,
a administracdo dos antagonistas em suas menores concentragdes, Atenolol (6ug), ICI
118.551 (0,1ng) e SR59230A (1,5ug), ndo provocaram uma redugdo significativa do
comportamento nociceptivo quando comparados as respostas da administracdo de
formalina. Estes resultados sugerem que a maior concentracdo plasmdtica de
testosterona diminui em machos a sensibilidade ao efeito antinociceptivo das
antagonistas adrenérgicos.

A maior concentragdo desses antagonistas nao afetou a nocicep¢do induzida por
formalina quando administrados na ATM contralateral (Fig.2A, 2B e 2C, p>0,05, teste
t), confirmando a acdo periférica e local dessas drogas. Co-administracdo da maior
concentracdo de cada antagonista com NaCl 0,9% nao afetou a resposta comportamental
pois a resposta foi similar aquela induzida pela administracio na ATM de NaCl 0,9%

com o veiculo (Fig. 4, 5 e 6, p>0,05, teste t).
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Discussao

Neste estudo pudemos confirmar a participacdo de adrenoceptores B, B> e B3 na
nocicep¢do induzida por formalina na ATM de ratos gonadectomizados com ou sem
reposicao hormonal de testosterona. Estes dados estdo de acordo com outros dados do
nosso laboratdrio ainda nio publicados (Fdvaro-Moreira et al.) mostrando a participacao
desses adrenoceptores em machos intactos e em fémeas intactas na fase diestro e na fase
proestro do ciclo estral.

Embora o RNAm de adrenoceptores beta ndo tenha sido detectado no Ganglio
da Raiz Dorsal (Nicholson et al., 2005), RNAm desses adrenoceptores, em especial
adrenoceptores B e P2, foram encontrados no Ganglio Trigeminal como demonstrado
em dados ainda ndo publicados de nosso laboratério (Fadvaro-Moreira et al.), mostrando
entdo que a ativacdo dos adrenoceptores na nocicep¢do ocorre também através de
mecanismos periféricos (Bondok, 1988; Peng, 1993; Nicholson et al., 2005; Han et al,
2007).

Os resultados encontrados sdo consistentes com a densa inervagdo simpatica da
ATM por fibras vindas de células do ganglio cervical superior (Widenfalk and Wiberg,
1990; Yoshino et al., 1998; Kido et al., 2001) de onde provavelmente as catecolaminas
sdo liberadas. Este componente simpatico da inflamacdo da ATM pode estar
predominando em alguns pacientes que apresentam dor na ATM e talvez explique
porque alguns desses pacientes ndo respondem ao tratamento analgésico com AINES.

Ainda neste estudo demonstramos que em animais gonadectomizados
submetidos a reposi¢cdo hormonal de testosterona ha necessidade de uma concentragcdao
maior dos antagonistas para que ocorra reducdo significativa do comportamento
nociceptivo induzido por formalina, sugerindo que o hormonio sexual masculino

testosterona diminui a sensibilidade aos efeitos antinociceptivos dos antagonistas beta
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adrenérgicos. Estes resultados estdo de acordo com dados preliminares do nosso
laboratério demonstrando que em ratos machos intactos, assim como OS animais
submetidos a reposicdo hormonal de niveis fisioldgicos de testosterona, a menor
concentracdo dos antagonistas de adrenoceptores B, P, € B3 ndo causam reducgdo
significativa do comportamento nociceptivo induzido pela formalina.

Sabe-se que, apesar do sexo feminino apresentar uma maior sensibilidade
dolorosa (LeResche, 1997; Martinez-Gomez et al., 1994), ele parece ser mais sensivel
aos efeitos analgésicos e colaterais decorrentes da administracdo de medicamentos
analgésicos (Gordon et al., 1995; Gear et al., 1996a; Gear et al., 1996b; Clemente et al.,
2004; Clemente-Napimoga et al., 2009, Affaitati, et al., 2010). Por exemplo, tem sido
demonstrado que a administracdo sist€émica de drogas colinérgicas (Chiari et al., 1999;
Lhomme et al., 1999), canabindides (Tseng and Craft, 2001) ou nicotinicas (Craft and
Milholland, 1998) é mais eficaz na redu¢do da resposta nociceptiva induzida
experimentalmente em fémeas. Resultados semelhantes tém sido observados apds o uso
sistémico de opidides. Em animais experimentais, os agonistas dos receptores opidides
capa induzem um efeito antinociceptivo significativamente maior em fémeas quando
comparadas com machos (Binder et al., 2000; Tershner et al., 2000). Similarmente, em
humanos, a administragcdo sist€émica de morfina (Larijani et al., 2004), ou de agonistas
seletivos para os receptores opidides capa (Gear et al., 1996a; Gear et al., 1996b) ou mu
(Gordon et al., 1995), tem proporcionado uma maior analgesia pds-operatdria no sexo
feminino.

Assim, podemos inferir que o sexo masculino apresenta uma menor
sensibilidade dolorosa e menor sensibilidade aos efeitos analgésicos. A diminuicdo da
sensibilidade dolorosa no sexo masculino tem sido atribuida a um mecanismo protetor,

em que a testosterona reduz o risco de desenvolvimento de dor na ATM em machos de
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forma sexo-especifica (Fischer et al., 2007). A sexo-especificidade do efeito protetor da
testosterona sugere que esse efeito pode ndo depender s6 da acdo da testosterona
durante a vida adulta, ou seja, pode depender também de sua a¢do durante um periodo
critico do desenvolvimento, quando a diferenciacdo sexual do sistema nervoso ocorre.
De fato, a acdo da testosterona durante os primeiros dias de vida medeia a diferenciacao
sexual do sistema nervoso masculino induzindo mudangas morfolégicas permanentes
que irdo se refletir durante a vida adulta (Kawata, 1995). Dessa forma, € possivel que o
efeito protetor da testosterona seja determinado durante o desenvolvimento do
organismo masculino, sendo apenas mantido pelos niveis fisioldgicos de testosterona na
vida adulta.

Além do efeito protetor da testosterona no desenvolvimento de dor na ATM, a
administracio exdgena desse hormoOnio em machos gonadectomizados reduz a
nocicep¢do ja instalada, ou seja, induzida por uma dose maior de formalina (1,5%).
Dados sugerem que esse efeito antinociceptivo é mediado pela ativacdo do sistema
opidide enddgeno, possivelmente ao nivel do nicleo do trato espinhal trigeminal
(Fischer et. al., 2005b).

Devido a controversa literatura relacionando dimorfismo sexual e sensibilidade
aos efeitos analgésicos, estudos ainda sdo necessdrios para melhor esclarecer os
mecanismos que medeiam a acdo da testosterona neste aspecto. A modulagdo pela
testosterona em ratos machos da nocicep¢do e da antinocicep¢do por meio de opidides
tem sido bastante descrita, mas a direcdo e a magnitude desta modulacdo ainda parecem
inconsistentes entre os estudos. Alguns estudos reportam que a gonadectomia aumenta o
limiar nociceptivo (Nayebi and Ahmadiani, 1999; Pajot et. al., 2003) enquanto outros
estudos reportam que ndo ha variagdo no limiar nociceptivo depois da gonadectomia

(Liu and Gintz, 2000; Craft et al., 2004; Kepler et al., 1989, 1991; Al et al., 1995;
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Krzanowska et al., 2002; Pajot et al., 2003; Stoffel et al., 2003). Ainda outros estudos
demonstram que a orquidectomia diminui o limiar nociceptivo, enquanto a reposi¢ao
hormonal com testosterona aumenta o limiar nociceptivo quando comparado aquele em
machos gonadectomizados (Forman et. al., 1989; Pednekar and Mulgaonker, 1995; Frye
and Seliga, 2001). Com relacdo a modulacdo da testosterona sobre a antinocicep¢do em
reposta a drogas opidides, uma recente revisdo citou seis estudos em que animais
machos intactos e/ou animais machos gonadectomizados com reposi¢do de testosterona
sd30 mais sensiveis a acdo antinociceptiva de opidides que os animais gonadectomizados
sem reposi¢do hormonal, trés estudos demonstrando o oposto, € seis estudos relatando
nenhuma diferenca entre animais intactos e gonadectomizados no efeito antinociceptivo
das drogas opidides (Craft et al., 2004). Com relagdao a morfina, embora tenha ocorrido
um rdpido e modesto aumento na poténcia antinociceptiva desta droga, ndo houve
mudanga efetiva no limiar de excitabilidade ou no efeito antinociceptivo entre animais
gonadectomizados com ou sem reposicio hormonal (Summer et. al., 2006). A
inconsisténcia na literatura sobre a modulagdo da testosterona sobre a antinocicep¢ao
pode ser devido a procedimentos que diferem significativamente em termos de intervalo
entre a gonadectomia e reposi¢cdo de testosterona , a duracdo do periodo de reposi¢cdao
hormonal antes dos testes e entre as concentragdes de testosterona utilizadas (Summer
et. al., 2006).

Clinicamente os B-bloqueadores ja sdo vastamente utilizados no tratamento da
enxaqueca. A enxaqueca e a dor da ATM apresentam algumas caracteristicas em
comum (O'Brien et al., 1994; Stewart et al., 1994; Rasmussen, 1995; Dworkin et al.,
1990; LeResche, 1997; Stewart et al., 1992) o que sugere que talvez os beta-
bloqueadores possam ser utilizados também com sucesso no tratamento da dor na ATM.

A utilizacdo de beta bloqueadores no tratamento dessas condi¢des é um alvo em

15



potencial, uma vez que a ATM possui rica inervagdo simpatica (Widenfalk and Wiberg,
1990; Yoshino et al., 1998; Kido et al., 2001), e a modulagdo da dor por esta via iria
contribuir para o tratamento de pacientes que apresentam dor inflamatdéria nessa regido e

que ndo respondem bem ao uso dos AINEs (Ta and Dionne, 2004).
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Figuras e Legendas
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Fig.1 — Efeito da administracdo local de antagonistas de adrenoceptores f; Atenolol, p>
ICI 118.551 ou B3 SR59230A no comportamento nociceptivo induzido pela formalina
em machos gonadectomizados.

Co-administracao de Atenolol (A), ICI 118.551 (B) ou SR59230A (C) com formalina
1,5% reduziu significativamente o comportamento nociceptivo induzido pela formalina
em machos gonadectomizados. O simbolo “*” indica uma resposta significativamente
menor que a induzida pela formalina em machos gonadectomizados (p<0.05, ANOVA
pos-teste de Tukey). Co-administragdo da maior concentracao dos antagonistas Atenolol
(162pg, Fig. A), ICI 118.551 (0,9ug, Fig. B) e SR59230A (13,5ug, Fig. C) com NaCl
ndo apresentou efeito por si s6 (p>0.05, teste t). Administracdo de Atenolol (162ug),
ICI 118.551 (0,9ug) e SR59230A (13,5ug) na ATM contralateral (ct) nao afetou o

comportamento nociceptivo induzido por formalina (p>0.05, teste t).
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Fig.2 — Efeito da administracdo local de antagonistas de adrenoceptores ; Atenolol, 5>
ICI 118.551 ou B3 SR59230A no comportamento nociceptivo induzido pela formalina
em machos gonadectomizados submetidos a reposicdo hormonal com testosterona.

Co-administracao de Atenolol (A), ICI 118.551 (B) ou SR59230A (C) com formalina
1,5% reduziu significativamente o comportamento nociceptivo induzido pela formalina
em machos gonadectomizados submetidos a reposicdo hormonal com testosterona. No
entanto, em machos gonadectomizados submetidos a reposicdo hormonal a
administracdo das menores concentragdes dos antagonistas Atenolol (6ug), ICI 118.551
(0,1ng) ou SR59230A (0,5ug) ndo apresentaram uma diminui¢do significativa no
comportamento nociceptivo induzido pela formalina como ocorreu em machos

gonadectomizados sem reposi¢cdo hormonal de testosterona, sugerindo que o hormonio

sexual masculino reduz a sensibilidade a antinocicepc¢do induzida pelos antagonistas
20



beta adrenérgicos. O simbolo “*” indica uma resposta significativamente menor que a
induzida pela formalina em machos gonadectomizados (p<0.05, ANOVA pés-teste de
Tukey). Co-administracdo da maior concentracdo dos antagonistas Atenolol (162ug,
Fig. A), ICI 118.551 (0,9ug, Fig. B) e SR59230A (13,5ug, Fig. C) com NaCl nido
apresentou efeito por si s6 (p>0.05, teste t). Administracdo de Atenolol (162ug), ICI
118.551 (0.9ug) e SR59230A (13,5ug) na ATM contralateral (ct) ndo afetou o

comportamento nociceptivo induzido por formalina (p>0.05, teste t).
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Conclusoes

O presente trabalho demonstrou que adrenoceptores P;, P, € B3 presentes na
regido da Articulacio Temporomandibular participam da nocicepcao da ATM de ratos
machos gonadectomizados submetidos ou ndo a reposi¢ao hormonal com testosterona.
Estes dados sugerem que os beta-bloqueadores, em especial aqueles seletivos para
adrenoceptores B, P, e B3, podem ser uma alternativa interessante no tratamento de
pacientes com dor da ATM que apresentam intolerancia ao tratamento prolongado com
antiinflamatérios ndo esteroidais ou que simplesmente ndo respondem aos seus efeitos.
Ainda, animais submetidos a reposi¢do hormonal, com niveis fisioldgicos de
testosterona circulante, apresentaram menor sensibilidade aos efeitos antinociceptivos
dos antagonistas beta adrenérgicos, sugerindo que medicamentos beta-bloqueadores no

sexo masculino talvez devam ser utilizados em concentragdes maiores para que seus

efeitos analgésicos sejam alcancados.
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uNIcCAMP

CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 2014-1, sobre "Papel dos adrenoceptores beta

na nocicepcio induzida por formalina na ATM de ratos”, sob a

responsabilidade de Profa. Dra. Claudia Herrera Tambeli / Nadia Cristina

Favaro Moreira, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA/Unicamp em 27 de novembro de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 2014-1, entitled “"Role of beta adrenoceptores in

the nociception induced by formalin in_rats'TMJ", is in agreement with the

Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian College for
Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -

Unicamp) on November 27, 2009.

Campinas, 27 de novembro de 2009.

rofa. Dra. An ria AYGuaraldo Fatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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