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RESUMO

Introdugao: Mulheres sofrem mais com dores cronicas do que homens, sendo a
percepcao, tolerancia e limiares diferentes entre os sexos. As causas desse
dimorfismo sexual podem estar relacionadas as variagbes hormonais do
estrogénio, que ainda tem um papel controverso na modulagéo da dor. Objetivo:
Avaliar a relagao entre o modelo de dor inflamatéria orofacial com os niveis de
estrogénio resultante da ovariectomia e os efeitos da reposigcéo de estrogénio em
ratas ovariectomizadas. Material e Métodos: 80 ratas Wistar adultas foram
inicialmente divididas em 2 grupos: (1) Sham Ovariectomia; (2) Ovariectomia
(OVX). Sete dias apdés a cirurgia para retirada dos ovarios, as ratas foram
submetidas a uma infiltragao unilateral de Adjuvante Completo de Freund (CFA) ou
salina na Articulagdo Temporomandibular (ATM) direita, sendo divididas em ratas
sham ovariectomizadas ou ovariectomizadas com infiltragdes de salina ou CFA na
ATM. O tratamento consistiu na reposi¢cao hormonal (21 dias) de 17(3-estradiol (28
Mag/kg/dia) por via oral ou placebo. A alodinia mecéanica na regido da ATM foi
avaliada pelo teste de von Frey (VF) eletrbnico nos tempos basal, 14°, 17°, 21° e
30° dia apos a OVX. Os animais foram avaliados quanto a hiperalgesia térmica pelo
teste da Placa Quente (HP) no 30° dia apds a OVX, e quanto ao comportamento do
tipo-depressivo pelo teste do Nado Forgado (FST) no 31° dia apds a OVX. Apods a
eutanasia, analises neuroquimicas do marcador pro-inflamatorio (TNF-a) e do fator
de crescimento (BDNF) foram realizadas pelo teste de ELISA em amostras do
tronco encefalico e hipocampo. Além disso, os niveis de estrogénio foram avaliados
por ensaio imuno quimioluminescente em amostras de soro. Os dados foram
analisados utilizando o modelo de Equacgao de Estimativa Generalizada (GEE) com
corregcao de Bonferroni para avaliar simultaneamente os parametros ao longo do
tempo, e pelo teste de Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn e testes de Qui-
quadrado, considerando P<0,05 como significativo. Este projeto foi aprovado pela
CEUA - HCPA (n° 2021-0632). Resultados: Animais que receberam infiltraces
intra-articulares de CFA apresentaram maior resposta nociceptiva no teste de VF
nos dias 14, 17 e 21 (p<0.05). Ndo houve diferenga significativa entre os grupos na
laténcia do teste HP (p=0,735), nem na laténcia para imobilidade e tempo total de

nado do teste FST (p=0.800; p=0.998, respectivamente). Nao houve diferenca
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significativa entre os grupos nos niveis de BDNF no hipocampo (p=0,232) e no
tronco encefalico (p=0,054), nem nos niveis de TNF-a no hipocampo (p=0,081). No
entanto os niveis de TNF-a no tronco encefalico apresentaram diferenca
significativa entre os grupos (p=0,043;). Conclusao: O modelo animal utilizado foi
efetivo em induzir dor orofacial, sendo uma opc¢ao pré-clinica na busca de novas
intervencgdes terapéuticas. A reposicao hormonal foi efetiva no restabelecimento de
niveis séricos de estrogénio, porém, contrariando a hipoétese inicial, nas condi¢des
experimentais utilizadas, a falta do estrogénio nao alterou o limiar nociceptivo de

ratas ovariectomizadas.

Palavras-chave: Dor orofacial, Disfungdo Temporomandibular, Ovariectomia,

Estrogénio, Ratas Wistar.
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ABSTRACT

Introduction: Women suffer more from chronic pain than men, with perception,
tolerance and thresholds being different between genders. The causes of this sexual
dimorphism may be related to hormonal variations in estrogen, which still has a
controversial role in modulating pain. Objective: To evaluate the relationship
between the orofacial inflammatory pain model and estrogen levels resulting from
ovariectomy, and the effects of estrogen replacement in ovariectomized rats.
Material and Methods: 80 adult female Wistar rats were initially divided into 2
groups: (1) Sham Ovariectomy; (2) Ovariectomy (OVX). Seven days after surgery
to remove the ovaries, the rats were subjected to a unilateral infiltration of Complete
Freund's Adjuvant (CFA) or saline in the right Temporomandibular Joint (TMJ),
being divided into sham ovariectomized rats or ovariectomized rats with saline or
CFA infiltrations into the TMJ. Treatment consisted of oral hormonal replacement
(21 days) of 17B-estradiol (28 ug/kg/day) or placebo. Mechanical hyperalgesia in
the TMJ region was assessed using the electronic von Frey test (VF) at baseline,
14t 17t 21t and 30" day after OVX. The animals were evaluated for thermal
hyperalgesia using the Hot Plate (HP) test on the 30th day after OVX, and for
depressive-like behavior using the Forced Swim Test (FST) on the 31st day
following OVX. After euthanasia, neurochemical analysis of the pro-inflammatory
marker (TNF-a) and growth factor (BDNF) were performed using the ELISA test in
brainstem and hippocampus samples. Furthermore, estrogen levels were assessed
by immunochemiluminescent assay in serum samples. The data were analyzed
using the Generalized Estimating Equation (GEE) model with Bonferroni correction
to simultaneously assess the parameters over time, and the Kruskal-Wallis with
Dunn post hoc test and Chi-square tests, considering P<0.05 as significant. This
project was approved by CEUA - HCPA (#2021-0632). Results: Animals that
received intra-articular CFA infiltrations showed higher nociceptive response in the
VF teston days 14, 17 and 21 (p<0.05). There was no significant difference between
the groups in the latency of the HP test (p=0.735), nor in the latency for immobility
and total swimming time of the FST test (p=0.800; p=0.998, respectively). There
was no significant difference between the groups in BDNF levels in the

hippocampus (p=0.232) and brainstem (p=0.054) and in TNF-a levels in the
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hippocampus (p=0.081). However, the levels of TNF-a in the brainstem showed a
significant difference between groups (p=0.043). Conclusion: The animal model
employed in this study was effective in inducing orofacial pain, being a preclinical
option in the search for new therapeutic interventions. Hormone replacement was
effective in restoring serum estrogen levels, however, in contrast to the initial
hypothesis, under these experimental conditions, the lack of estrogen did not

change the nociceptive threshold in ovariectomized rats.

Keywords: Orofacial pain, Temporomandibular Disorder, Ovariectomy, Estrogen,

Female Wistar Rats.
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1. INTRODUGAO

Os dados epidemiolégicos mostram que as mulheres sao mais afetadas pela
dor, com indices mais proeminentes que se iniciam logo apdés a puberdade,
permanecem durante seu periodo reprodutivo e tendem a diminuir apds a
menopausa, podendo retornar com a utilizagdo de reposicdo hormonal com
estrogénio. Pesquisas clinicas e experimentais comprovam essa discrepancia na
percepgao de dor entre os sexos, porém com resultados divergentes e muitas vezes
contraditérios. O mecanismo pelo qual isto ocorre é complexo e nao é
completamente compreendido. O estrogénio, como principal horménio feminino,
tem recebido atencdo nas pesquisas envolvendo dor. Ha uma correlagao entre os
niveis de estrogénio e a sensibilidade a dor, sugerindo que hiperalgesia e alodinia
sdo mais proeminentes em mulheres que em homens, assim como um sistema
endogeno inibitério de dor deficiente. Inumeros estudos buscam esclarecer e
justificar este fenbmeno, dentre os quais 0 mecanismo de agdo dos horménios
esteroidais, mais especificamente o estrogénio, que parece influenciar esta
diferenciacdo sexual de maneiras ainda ndo completamente esclarecidas. O
estrogénio € capaz de modular a fungao de varios sistemas, como nervoso, imune,
cardiovascular e esqueletal, e dependendo de qual sistema esta envolvido e do tipo
de dor, pode ter efeitos préo ou antinociceptivo. Esta pesquisa avaliou a relagao
entre o modelo de dor inflamatoria orofacial com os niveis de estrogénio resultantes
da ovariectomia e os efeitos da reposi¢céo de estrogénio em ratas ovariectomizadas.
A compreensao dos mecanismos pelos quais o estrogénio contribui ou atenua a

dor, podera indicar um tratamento preventivo e curativo de maior efetividade.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. DOR CRONICA

A Associacgéao Internacional para Estudo da Dor (do inglés, IASP) define a dor
como “uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada, ou
semelhante aquela associada a uma lesao tecidual real ou potencial” (Raja et al.,
2020). A dor fisiolégica é um reflexo protetor do organismo, para evitar dano ou
injuria, e pode ser classificada segundo a determinagdo temporal como aguda ou
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cronica. Enquanto a dor aguda ocorre como sinal de alerta de les&o, a dor crbénica
ou persistente pode durar meses ou anos e pode nao estar associada a leséo
tecidual (Schaible, 2007). A dor crénica € uma queixa comum nos pacientes que
buscam atendimento médico, sendo coadjuvante na perda da qualidade de vida e
na produtividade dos pacientes. Assim como sua associagdo com transtornos
psiquiatricos como a depressao e a ansiedade (Chang, 2020). As dores agudas séao
consideradas fisiolégicas, como um sinal de alerta e muito importante para a
sobrevivéncia, tém duracgao limitada, cessando com a resolugcéo do processo noxico.
Ja a dor cronica é definida por aquela sofrida por mais de 3 meses ou apds a cura
da causa. Nao é uma dor protetora como as demais, mas mal adaptativa, resultante
do funcionamento anormal do sistema nervoso. Algumas vezes nao consegue um
nexo causal, deixa de ser um sintoma de algum disturbio para se tornar um estado
de doenca do sistema nervoso. Varias condigdes podem ocasiona-la, entre elas as
disfungdes temporomandibulares (DTMs), sendo em grande parte a consequéncia
de sinais sensoriais amplificados no sistema nervoso central (Woolf, 2010; Marquez,
2011).

Pacientes com dores crénicas podem apresentar quadros mais intensos de
dor relatada, reduzindo a estabilidade psicoldgica, a produtividade e a qualidade de
vida, podendo estar relacionada a mortalidade prematura (Raja et al., 2020; Smith et
al., 2014). As dores crénicas sdo de dificil manejo farmacologico, sendo, muitas
vezes, refratarias as terapias convencionais como os anti-inflamatérios nao
esteroides (AINES) e opioides (Paller et al., 2009).

2.2.DORES OROFACIAIS NAO ODONTOGENICAS

Entre as dores crénicas estdo as disfungdes temporomandibulares (DTMs)
como principais causas de dores orofaciais ndo odontogénicas (Hilgenberg et al.,
2010). As quais abrangem um grande numero de sintomas clinicos envolvendo a
articulagdo temporomandibular (ATM), os musculos mastigatorios e as estruturas
associadas (Ferneini, 2021). Além dos sintomas clinicos, a presenga de DTM tem
sido relacionada a transtornos de sono, sintomas de estresse, de ansiedade e
depressivos, influenciando sua vida emocional, social e consequentemente levando

a perda na qualidade de vida (Oliveira et al., 2015). A etiopatogenia das DTMs n&o
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€ bem compreendida, sendo de origem multifatorial, incluindo fatores
biopsicossociais, neuromusculares, bioquimicos e biolégicos com inumeros fatores
predisponentes e desencadeantes, o que resulta em tratamentos multidisciplinares
para o seu adequado manejo e controle (Swiri et al., 2020; Wang et al., 2008).

Cabe salientar que as DTMs sdo mais prevalentes em mulheres, com maior
prevaléncia no periodo reprodutivo (Warren e Fried, 2001; Vilanova et al.,2015). A
dor nas DTMs pode variar durante o ciclo menstrual, se mantendo mais elevada nas
fases lutea e menstrual quando comparada a ovulacdo (Vilanova et al., 2015). E o
uso de estrogénio esta associado ao aumento de DTM em mulheres em idade
reprodutiva em uso de contraceptivos orais e em mulheres pdés-menopausicas em
suplementacdo  hormonal (LeResche,1997; Vilanova et al.,, 2015).
Interessantemente, a dor nas DTMs pode desaparecer durante a menopausa, mas
retorna em algumas mulheres com a reposi¢céo do estrogénio (Ferreira, 2018; Wise
et al., 2000).

A percepgao da dor também é modulada pelo sistema imunolégico que esta
sob o controle dos horménios gonadais, e difere entre homens e mulheres: mulheres
percebem mais a dor provavelmente pelos altos indices de estrogénio e
progesterona e baixa testosterona (Moggil, 2009). As DTMs sao de dificil tratamento
e refratarias as terapias farmacolégicas tradicionais, necessitando frequentemente
de estratégias alternativas de terapia. A compreensdo dos mecanismos que
envolvem o estrogénio em sua etiologia é de fundamental importéncia para auxiliar
os profissionais envolvidos no tratamento destes pacientes. Inumeros estudos
buscam esclarecer e justificar este fenbmeno, dentre os quais 0 mecanismo de agao
dos horménios esteroidais, mais especificamente o estrogénio (Wang et al., 2008;
Paller et al., 2009; LeResche et al., 1997).

2.3.ESTROGENIO

O estrogénio € um horménio gonadal, que pertence a familia dos hormbnios
esteroidais, dentre os principais, estdo o estradiol, estrona, estriol e etestrol. O
estradiol € o mais potente e abundante nos anos reprodutivos, sendo o mais utilizado
para estudos in vitro e in vivo (Cui et al.,2013; Robinson et al.,2020). E responséavel

pelas caracteristicas femininas nas mulheres durante a puberdade quando se inicia
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sua produgao. Apresenta seu pico de atuac¢ao durante a idade reprodutiva e declinio
no periodo de menopausa, com variagdes durante o ciclo menstrual, na gravidez, no
uso de contraceptivos orais e com o0 uso de reposi¢ao hormonal (Motta., 2012;
Guyton e Hall., 2021). Os efeitos biolégicos do estrogénio estdo baseados em seus
efeitos gendmicos, os quais sdo modulados através de seus receptores nucleares,
alfa (ERa) e beta (ERp), presentes nas estruturas das ATMs (disco articular,
membrana sinovial e céndilo) ou ndo genémicos, que envolvem os receptores de
membrana celular acoplados com a proteina G (Halbe et al., 2005; Prossnitz et al.,
2008; Yamada et al.,2003). O estrogénio participa da modulagdo de diversos
sistemas, como o sistema nervoso central e periférico, imunologico, esquelético e
cardiovascular, podendo atuar de maneira pré ou antinociceptiva (Wang et al, 2008).

O estrogénio regula positivamente a expressao da caderina 11, glicoproteina
envolvida na adesao celular epitelial, de maneira dependente da dose e do tempo
nos sinovidcitos primarios, responsavel também pela indugao e ativagao do infiltrado
com padrao pro inflamatério tipo M1 na sindvia da ATM; induz produgao e atuagao
de MMP9 e MMP13 (metaloproteinases de matriz, um grupo de enzimas proteoliticas
zinco-dependentes responsaveis pela degradacdo da matriz extracelular e
membranas basais) na fibrocartiliagem da ATM, induz a producéo das citocinas pré
inflamatérias, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B) e
interleucina 6 (IL-6); potencializa a agao da Ciclo-oxigensase-2 (COX-2) e do éxido
nitrico sintase (iINOS), uma isoenzima que possui papel importante na cascata da
inflamacéo; e regula positivamente a vida do Fator de Transcricdo NFkapa B (NF-
Kb) e sua via, fator de transcrigdo envolvido na expressdo de genes ligados a
resposta inflamatdéria (Kou et al., 2014; Kou et al.,2015; Park et al., 2019; Traub e Ji,
2013; Jedynak et al., 2021; Xue et al., 2017; Yazici et al., 2021).

2.4.ESTROGENIO E DTM

E importante ressaltar que a deficiéncia nos niveis de estrogénio decorrentes
da menopausa, cirurgica ou fisioldgica, e os efeitos da estrogenioterapia sob as
DTMs ainda sao contraditérios e com resultados divergentes. Segundo Patil et al,
2005 ha um aumento dos niveis séricos de estrogénio e progesterona com aumento

do grau de gravidade da DTM sugerindo a influéncia desses horménios como fatores
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etiologicos da DTM. Corroborando outros estudos que afirmam que a DTM afeta
predominantemente mulheres em idade fértil, sugerindo que niveis mais elevados
de estrogénio potencializam a doenga (LeResche et al.,1997; Macfarlane et al.,
2002). Ja outros autores mostraram que a prevaléncia de DTM atinge o pico entre
45 e 64 anos de idade e depois diminui gradualmente (Lovgren et al.,2016; Maixner
et al., 2016). Como a transi¢ao da menopausa e a subsequente queda nos niveis de
estrogénio ocorrem entre os 45 e os 55 anos de idade, esses resultados sugerem
que baixos niveis de estrogénio podem potencializar certos tipos de DTM. Quando
avaliado o padrao de distribuicdo etaria nas DTMs observa-se que a degeneragéo
da ATM aumenta em mulheres com mais de 50 anos; enquanto os disturbios do
disco diminuem na mesma faixa etaria e atingem o pico em mulheres em idade fértil
(Guarda-Nardini et al., 2012). Tomados em conjunto, os estudos sugerem que o
estrogénio pode ter um efeito bifasico na DTM, com niveis elevados e/ou flutuantes
promovendo certos tipos de DTM e com niveis baixos potencializando outros tipos
de DTM.

Além da modulagéo sistémica, o estrogénio atua diretamente nas ATMs e em
suas estruturas associadas, tendo um papel fundamental no mecanismo pelo qual
se estabelecem as DTMs (Wang et al., 2008). Parece haver uma correlagao entre os
niveis de estrogénio e a sensibilidade a dor, corroborando a hipdtese de que a
hiperalgesia e alodinia s&o mais proeminentes em mulheres, assim como podem
apresentar o sistema de controle inibitério de dor menos atuante ou ausente (Racine
et al., 2012; Berger et al., 2015; Carbone e Handa, 2013). No estudo de Ye et al.
(2018), os autores demonstraram que a reposicdo de estrogénio em ratas
ovariectomizadas em estagios iniciais da DTM reverte a absor¢do anormal do tecido
0sseo subcondral por meio da inibicdo dos osteoclastos, mas por outro lado agrava
a degradacgao condilar pela deterioracao da matriz extracelular e da apoptose dos
condrécitos. Abdrabuh et al., 2020 demonstrou uma degradagao da cartilagem do
disco articular na deficiéncia de estrogénio e um aumento na proliferacdo dos
condrocitos na sua reposi¢cdo. Um estudo pré-clinico demonstrou que ratas
ovarectomizadas desenvolveram osteoartrite pds-menopausa, sugerindo que niveis
reduzidos de estrogénio induzem perda Ossea subcondral e aceleraram a
degeneragao da cartilagem articular (Xu, 2019). Neste mesmo estudo também foi

demonstrado que a reposicdo de estrogénio preveniu a perda 6ssea, medida pelo
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indice de densidade 6ssea em articulagdes do joelho. A reposicédo de estrogénio em
mulheres na menopausa diminui os sintomas de desconforto oral e melhora na
citologia oral em 56% das mulheres sintomaticas (Forabosco,1992). Por outro lado,
a utilizagdo de um antagonista do estrogénio, tamoxifeno, induziu alivio da dor para
72% dos individuos com mastalgia ciclica e 54% destes pacientes ficaram
assintomaticos por até 12 meses apos a interrupgao do tratamento, sugerindo que
menores niveis de estrogénio podem induzir analgesia (Kontostolis et al,1997).
Estes dados sugerem que o nivel de estrogénio esta intimamente relacionado ao

processo nociceptivo e ao equilibrio dindmico da remodelagao dssea.

2.5.BIOMARCADORES E DTM

A busca de biomarcadores tem como objetivo quantificar e avaliar como um
processo biolégico normal, patogénico ou resposta biolégica a uma intervencgéo
terapéutica. Sabe-se hoje que as DTMs sdo de origem multifatorial e de dificil
diagndstico sendo ainda necessarias pesquisas para definir um perfil de
biomarcadores em pacientes com DTMs. O reconhecimento da relagdo da DTM com
0s seus marcadores bioquimicos ou inflamatoérios permitira um melhor diagndstico e
tratamento da doenca (Swiri et al., 2020).

O estrogénio atua na modulacdo de neurotrofinas como o Fator Neurotréfico
Derivado do encéfalo (do inglés, BDNF) e Fator de Crescimento Neural (do inglés,
NGF), e de citocinas pré e anti-inflamatérias como Fator de Necrose Tumoral alfa
(doinglés, TNF-a) e 1I-10, respectivamente (Kou et al., 2015).

Em relagdo aos biomarcadores inflamatérios, as citocinas s&o polipeptideos
mediadores da inflamagéo, que atuam como um complexo imunobioldgico contendo
citocinas pro-inflamatdérias, como as interleucinas IL-1, IL-6 e o TNF, e mediadores
anti-inflamatdrios como IL-4 e IL-10 (Feghali e Wright, 1997). Altas concentragdes
de citocinas pro-inflamatorias sdo associadas com sintomas de DTM e contribuem
para a degradacéo da cartilagem e osso articular liberando proteinases e outras
moléculas inflamatérias (Campos et al., 2006). A IL-8 esta presente na inflamacéao
severa e indica a presencga de atividade quimiotatica e contribui para a infiltracdo de
neutrofilos no fluido sinovial (Nishimura et al., 2002). O TNF tem um papel
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fundamental nas DTMs como uma das primeiras citocinas estimulando a producéao
em cascata de outros mediadores inflamatérios (Wojdasiewicz et al., 2014).

Por outro lado, a neurotrofina BDNF esta envolvida em sindromes dolorosas,
atuando como regulador sinaptico neuronal e na neuroplasticidade periférica e
central (Merighi et al. 2008, Binder and Scharfman 2004). Em individuos saudaveis
foi demonstrado efeito do BDNF dependendo do sexo, onde mulheres com maiores
niveis de BDNF apresentaram maiores limiares de dor e o inverso foi observado em
homens, podendo, inclusive variar ao longo do ciclo estral, o que se correlaciona
com seus efeitos na excitabilidade neural (Scharfman et al. , 2003, Stefane et al.,
2012). Ja Allen and McCarson 2005 demonstraram que a expressao do gene BDNF
em certas estruturas cerebrais € inibida pela dor inflamatéria, no entanto, o
estrogénio pode aumentar a sensibilizagcao do sistema nervoso central associada ao
processamento sensorial. Como as alteragbes na expressao do gene BDNF nos
centros cerebrais superiores podem ser relevantes para as alteragdes cognitivas que
ocorrem na depressdo recorrente, esses resultados podem fornecer informacoes

sobre a coincidéncia de dor crénica e depresséo.

2.6.MODELO ANIMAL DE DOR INFLAMATORIA OROFACIAL

O uso de animais em pesquisas bioldgicas é necessario, promovendo o
avanco dos conhecimentos na area da medicina humana e veterinaria. Os animais
sdo seres senscientes e que possuem sensibilidade similar a humana no que se
refere a dor, memoria, angustia e instinto de sobrevivéncia. Os animais utilizados
como modelos experimentais sao seres Vvivos que possuem as mesmas
caracteristicas biolégicas dos outros animais de sua espécie, com a diferenca de
estarem sendo privados de sua liberdade em favor da Ciéncia (Raymundo, 2000).

A pesquisa cientifica basica utiliza-se de modelos animais de laboratério na
busca de uma melhor compreensdo da dor e suas comorbidades. Os modelos
animais sao correlatos aos fenbmenos encontrados na clinica e os estudos
experimentais s&o, na maioria, realizados em roedores (ratos e camundongos). Em
pesquisa basica, os termos dor e analgesia sao substituidos por nocicepgéo e
antinocicepgao (Medeiros et al., 2020).
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Adjuvante Completo de Freund (CFA) € um bom modelo para o estudo de
hiperalgesia mecénica e alodinia, produz dor persistente e hiperalgesia mecanica,
promovendo uma resposta inflamatoéria bifasica: inicial (inflamagao aguda) e tardia
(inflamacgao cronica) (Philippe et al., 1997), liberando mediadores pro-inflamatorios
(PGE2, TNF-a, IL-1) que induzem as sinovites, reabsor¢do Ossea e eventual
degeneragao, responsaveis pela sensibilizagdo neural, resultando em dor articular
(Mulley et al., 2016).

2.7.CICLO ESTRAL

O ciclo estral das ratas tem duracdo média de quatro a cinco dias e é
caracterizado por quatro fases: proestro, estro, metaestro (diestro | ou precoce) e
diestro (diestro Il ou tardio). Estas fases podem ser identificadas pela coleta da
secrecgao vaginal e analise no microscépio eletrénico pelo tipo de células presentes
no esfregaco vaginal. Na fase proestro estdo mais frequentes as células epiteliais
grandes, redondas e nucleadas, dura aproximadamente 1 dia. Segue na fase estro
com células cornificadas (ou queratinizadas), anucleadas e irregulares, com duragao
de 1 dia (ciclo de 4 dias) a dois dias (ciclo de 5 dias). Apds segue a fase metaestro,
um periodo de transigcdo com a presenca de leucdcitos, células epiteliais e células
cornificadas; na fase diestro ha a predominancia de leucocitos, células pequenas e
redondas quando retorna novamente a fase proestro (Figura 1) (Goldmann et al.,
2007; Marcondes, 2002 e Butcher et al., 1974).
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Figura 1 - Esfregaco vaginal. Sob microscépio padrdo em aumento de 40x. A. Proestro
(maior frequéncia de células epiteliais grandes, redondas e nucleadas); B. Estro (células
cornificadas ou queratinizadas, anucleadas e irregulares); C. Metaestro (um periodo de
transicdo com a presencga de leucocitos, células epiteliais e células cornificadas); D.Diestro
(predominancia de leucdcitos, células pequenas e redondas). Fonte: proprio autor.

O aumento do nivel de estradiol que inicia no segundo dia do diestro e atinge
0 pico por volta do meio-dia no proestro, diminuindo ao nivel basal ao final da tarde
(Fig.2). Essas concentragbes crescentes agem para regular positivamente os
mecanismos hipotalamicos do cérebro que amplificam a liberagdo pulsatil do
horménio liberador de gonadotropina nos vasos portais que descem para a hipéfise
anterior. Esse aumento do estradiol também sensibiliza a hipdfise, e é essa
combinagao de efeitos no hipotalamo e na hipdfise que desencadeia o aumento
ovulatério do horménio luteinizante. O pico, por sua vez, desencadeia os estagios
finais da maturacgao folicular oocitaria e ovariana que precedem a ruptura ovulatéria

do foliculo, um evento que no rato segue o pico por 10 a 12 horas (Goldmann, 2007).
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Figura 2 - Ciclo estral de ratos. Figura adaptada de Goldmann et al., 2007 apresentando o
padrao esquematico do ciclo estral de 4 dias no rato representando as concentracoes
séricas de estradiol e progesterona conforme elas se relacionam com o tempo para o
aumento do horménio luteinizante (LH). Os blocos sombreados na base da figura indicam a
parte escura de um fotoperiodo claro:escuro de 14:10 horas. Enfatizando o periodo proestro

com maior concentracao de estradiol.

A ovariectomia € um procedimento cirurgico de retirada bilateral dos ovarios,

o procedimento promove a privagao dos hormdnios ovarianos como progesterona e

estrogenos, sendo amplamente utilizado como modelo experimental de menopausa
em pesquisas cientificas (Ferretti et al., 2014; Hoegh-Andersen et al., 2004; Babinski,

2012).
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3. HIPOTESES

HO: A variagao nos niveis de estrogénio produzida pela ovariectomia e pela
terapia de reposicao hormonal ndo é capaz de alterar a percepc¢ao dolorosa em ratas
submetidas a um modelo experimental de dor orofacial inflamatdria cronica, e induzir
alteracdes nos niveis de um biomarcador pro-inflamatério e de uma neurotrofina em
estruturas do sistema nervoso central.

H1: A variagao nos niveis de estrogénio produzida pela ovariectomia e pela
terapia de reposicado hormonal é capaz de alterar a percepc¢édo dolorosa em ratas
submetidas a um modelo experimental de dor orofacial inflamatdria cronica, e induzir
alteracdes nos niveis de um biomarcador pro-inflamatério e de uma neurotrofina em

estruturas do sistema nervoso central.
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4. OBJETIVOS
4.1.0OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da reposicao diaria de estrogénio na modulagdo da dor em

ratas ovariectomizadas e submetidas a um modelo de dor orofacial.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a relacédo entre o modelo de dor inflamatdria orofacial com os niveis
de estrogénio resultante da ovariectomia e os efeitos da reposi¢ao de estrogénio em
ratas ovariectomizadas, por meio dos seguintes parametros:

e Alodinia mecanica e hiperalgesia térmica através dos testes von Frey
eletronico facial e Placa Quente, respectivamente;

e Niveis de fator de necrose tumoral (TNF-a) em tronco encefdlico e
hipocampo;

e Niveis de fator de crescimento (BDNF) em tronco encefélico e hipocampo;

e Niveis de estrogénio em amostras de soro.



25

5. ARTIGO CIENTIFICO

Titulo: Hormone replacement therapy did not alleviate temporomandibular
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6. CONCLUSOES GERAIS

Apesar das inconsisténcias, o crescente corpo de literatura sobre as
diferencas sexuais na dor e na analgesia oferece vislumbres de um futuro no qual os
meédicos podem expandir as ferramentas de diagndstico e adaptar os tratamentos
para refletir as diferencgas individuais. Embora os padrées nos dados ainda estejam
surgindo, o estado atual da pesquisa nos permite sugerir varias diregdes de pesquisa
que podem levar a mudangas nas abordagens clinicas do tratamento da dor. A
experiéncia da dor é afetada por multiplas variaveis, incluindo variaveis
psicossociais, genética, sexo e tipo de analgesia. Explorar as questdes de pesquisa
conforme discutido acima nos permitira entender melhor os multiplos fatores que
influenciam a experiéncia de dor de um paciente e nos permitira desenvolver opcdes

de tratamento mais direcionadas.
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