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RESUMO

Disfuncao temporomandibular (DTM) € um disturbio relacionado a funcéo do sistema
mastigatorio que acomete as articulagées temporomandibulares (ATM), os musculos
mastigatorios e/ou estruturas associadas, embora 0s mecanismos envolvidos na
inflamacdo e na dor da ATM sejam pouco compreendidos. Apesar do grande
interesse que hemeoxigenase-1 (HO-1) tem recebido nos ultimos anos e a forte
evidéncia dos seus efeitos citoprotetores e anti-inflamatoérios, o papel da via HO-
1/bilivedina (BVD)/monoxido de carbono (CO) na dor e inflamagdo da ATM ainda
nao foi estudado. O objetivo deste estudo é estabelecer um modelo experimental de
hipernocicepcdo articular e artrite na ATM de ratos induzida por zymosan (Zy),
estudar a via HO-1/BVD/CO, seu mecanismo através do guanosina monofostato
ciclico (GMPc)/canal de K* sensivel a ATP, e sua interligagdo com os mediadores
inflamatorios fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e interleucina-1 beta (IL-1pB).
Foram utilizados ratos Wistar machos (160-220 g). Injetou-se 40 pL de salina ou Zy
(0,25; 0,5; 1 ou 2 mg) na ATM esquerda dos animais para inducdo de artrite. Esses
animais foram sacrificados entre a 32 h e 482 h. Os parametros avaliados foram
analise do limiar de hipernocicepcao articular, contagem do influxo celular no lavado
sinovial, estudo da permeabilidade vascular pelo extravasamento de azul de Evans,
atividade de mieloperoxidase (MPO) e analise histopatologica. Os animais foram
pré-tratados com hemina (indutor de HO-1; 0,1, 0,3 ou 1 mg/kg), DMDC (doador de
CO; 0,025, 0,25 ou 2,5 umol/kg), biliverdina (produto final da via; 1, 3 ou 10 mg/kg ),
ZnPP IX (inibidor seletivo de HO-1; 1, 3 ou 9 mg/kg), ou com ODQ (12,5 umol/kg,
s.c.), inibidor de guanilato cilase soluvel, ou glibenclamida (10 mg/kg, i.p.), inibidor de
canal de K* sensivel a ATP, prévio ao DMDC 2,5 pmol/kg. Também estudou-se a
expressdo génica de HO-1, TNFa e IL-18 no tecido mole da ATM e no ganglio
trigeminal e identificaram-se esses mediadores por imunohistoquimica. Realizou-se
dosagem sérica de bilirrubina e de IL-1B no lavado sinovial. Observamos que Zy (2
mg) causou hipernocicepg¢ao articular, aumento do influxo celular no lavado sinovial,
do extravasamento de azul de Evans e da atividade de MPO tempo-dependente
entre a 32 h e a 242 h. A analise histopatolégica mostrou que Zy (2 mg) induziu
infiltrado celular na membrana sinovial (MS), no tecido conjuntivo periarticular, no

tecido muscular esquelético e espessamento da MS na 62 h apds inducao da artrite.



A partir do 10° d observaram-se crescente infiltrado celular, constituido de
mononuclerares, espessamento e fibrose da MS. Estimuladores da via HO-
1/BVD/CO reduziram todos os parametros, e ZnPP IX, inibidor de HO-1, intensificou
0s parametros. Também comprovou-se o envolvimento de CO/GMPc/canal de K*
sensivel a ATP, pois ODQ e glibenclamida reverteram a agdo do DMDC. Observou-
se aumento da expressdo génica e da presenca de HO-1, TNFa e IL-18 na ATM e
no ganglio trigeminal, sendo condrdcitos, sinoviocitos e neutrofilos, na ATM, e corpo
celular do neurdnio aferente primario e células satélites da glia, no ganglio trigeminal,
as células que foram positivas para HO-1, TNFa e IL-1B. Bilirrubina sérica
encontrou-se aumentada, e IL-1 foi detectada no lavado sinovial. Portanto, nossos
resultados sugerem que o modelo experimental proposto € adequado ao estudo da
hipernocicepcdo articular e da artrite na ATM, e que a via HO-
1/BVD/CO/GMPc/canal de K* sensivel a ATP participa da fisiopatologia do processo,
sendo este o primeiro trabalho a estudar esta via na hipernocicepgao articular na
ATM. Ademais, o balanco entre a atividade de HO-1, TNFa e IL-1B s&o importantes

no desenvolvimento da dor facial e da inflamacéo da ATM.

Palavras-chave: dor orofacial, articulagdo temporomadibular, zymosan,

hemeoxigenase-1



ABSTRACT

Temporomandibular disorders (TMDs) encompass a group of musculoskeletal and
neuromuscular conditions that involve the temporomandibular joints (TMJs), the
masticatory muscles, and all associated tissues, although the mechanisms involved
in the TMJ inflammation and pain are not clear. Beyond the great interest of the
hemeoxigenase-1 (HO-1) and the evidence of its citoprotector and antiinflammatory
effects, the role of the pathway HO-1/bilivedin (BVD)/carbon monoxide (CO) in the
TMJ inflammation and pain was not yet investigated.The purpose of the study is to
propose an experimental model of articular hypernociception and TMJ arthritis
induced by zymosan (Zy), to investigate the role of the HO-1/BVD/CO and its
mechanisms through GMPc/ K* channel ATP sensitive pathway on these events and
to evaluate its relationship with TNFa and IL-18 in rats. Inflammation was induced by
intra-articular injection of zymosan (0.25, 0.5, 1 or 2mg) or saline into left TMJ.
Mechanical hypernociception, cell influx, vascular permeability, myeloperoxidase
activity, and histological changes were measured in TMJ lavages or tissues at
selected time points. Hemin (0.1, 0.3 or 1 mg/kg), DMDC (0.025, 0.25 or 2.5
pmol/kg), Biliverdin (1, 3 or 10 mg/kg) or ZnPP (1, 3 or 9 mg/kg) was injected (s.c.)
60 min before zymosan. ODQ (12.5 pmol/kg; s.c.) or Glibenclamide (10 mg/kg; i.p.)
was administered 1 h and 30 min prior to DMDC (2.5 uMol/Kg; s.c). The gene
expression for mRNA from HO-1, TNF-a and IL-18 in the TMJ tissues and the
trigeminal ganglia, and the gene expression was studied at selected time points. The
level of bilirrubin in plasma and the level of IL-1B in the synovial lavage were
determined. Zymosan-induced TMJ arthritis caused a time-dependent leucocyte
migration, plasma extravasation, mechanical hypernociception, and neutrophil
accumulation between 4 and 24 h. Histopathological analysis of TMJ of Zy injected
animals showed inflammatory cell infiltration in synovial membrane (SM), in conective
periarticular tissue, in squeletic muscle tissue and thickness of SM in 6 h after TMJ
arthritis. Initiating on the 10" day of TMJ arthritis, it was observed continuous
leucocyte infiltration, composed mainly with mononuclear cells, thickness and fibrosis
of SM. Hemin (1 mg/kg), DMDC (2.5 pmol/kg) and Biliverdin (10 mg/kg) reduced
facial mechanical hypernociception, leucocyte migration, and neutrophil
accumulation, confirmed by histopathological analysis. ZnPP (3 mg/kg) potentiated

all the parameters. ODQ and glibenclamide reverted the antinociceptive and
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antiinflammatory effects of the DMDC. It was also observed increased expression of
MRNA for HO-1, TNF-a and IL-1B in the TMJ tissues and in the trigeminal ganglia,
and it was identified, through imunohistochemistry reaction, that chondhrocytes,
synoviocytes and neutrophils are the source of these proteins in the TMJ, and
aferente neuron cell body and satellite glial cells are the source of these protein in
the trigeminal ganglia. The level of bilirrubin was increased in the plasma, as well as
IL-18 level in the synovial lavage. These results sugest that zymosan-induced TMJ
arthritis is a reproducible model that may be used to assess both the mechanisms
underlying TMJ pain and inflammation and the potential tools for therapies.
Furthermore, HO-1/BVD/CO/GMPc/K* channel ATP sensitive pathway participate in
the physiopathological mechanisms of TMJ pain and inflammation, emphasizing that
this is the first study to show this pathway on theTMJ articular hypernociception.
Beyond, the balance between HO-1, TNFa and IL-1B activity is important on the
development of the TMJ pain and inflammation.

Key words: orofacial pain, temporomandibular joint, zymosan, hemeoxygenase-1
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1. INTRODUCAO

1.1. Dor Orofacial

A dor na regido oral ou craniofacial representa um grande problema de
saude uma vez que a dor é a razdo principal para a procura de tratamento, sendo
um importante indicador de saude (HARGREAVES, 2011). A dor é definida como
uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a dano tecidual real
ou potencial ou descrita em termos desse dano, estando presente no processo
inflamatoério e exercendo também papel de defesa e alerta do organismo (MERSK,
1986). A dor orofacial, por sua vez, é descrita como toda dor associada a tecidos
moles ou mineralizados da cavidade oral e da face ou descrita como dores referidas
a essa regido envolvendo estruturas como pele, vasos sanguineos, 0ssos, dentes,
periodonto, articulacbes, glandulas, estruturas nervosas, mauasculos, coérnea,
meninges, seios da face e mucosa nasal, segundo a Sociedade Brasileira de
Cefaleia (SBC, 2010). A dor orofacial envolve um grande grupo de condi¢cdes como
disfuncdo temporomandibular, cefaleias secundarias, neuropatias, dores
odontogénicas e advindas da mucosa oral e dor facial idiopéatica (SHINAL;
FILLINGIM, 2007). Sua presenca ou sua cronificagcdo, portanto, pode comprometer a
qgualidade de vida dos pacientes, alterando suas atividades profissionais, afetando
suas relagcdes emocionais, sociais e familiares e implicando ainda aumento dos
gastos financeiros para o0s servi¢cos publicos de saude (ALMEIDA et al., 2004).

Estudos demonstraram que a dor na regido orofacial atinge grande parte
da populagdo mundial, sendo a prevaléncia de 22% da populacdo com mais de 18
anos relatando alguma dor na regido orofacial, esses dados apenas nos EUA
(LIPTON et al., 1994). Ja dor orofacial em sua fase crénica se encontra em cerca
10% da populacdo adulta e mais de 50% em idosos. Nas mulheres com
aproximadamente 40 anos, a dor orofacial € mais frequente do que nos homens, na
relacdo de 2:1 (SHINAL; FILLINGIM, 2007). Diante disso, se faz mister o
aprofundamento no estudo da fisiopatologia da dor orofacial na perspectiva de

diagnoéstico mais acurado e de terapéuticas mais eficazes.
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1.1.1. Neurofisiologia da dor orofacial

As dores orofaciais sdo transmitidas através de impulsos nociceptivos
levados da periferia ao SNC principalmente por meio do V par de nervos cranianos,
0 nervo trigémio, mas também carreado por outras estruturas nervosas como nervo
facial (VII par), nervo glossofaringeo (IX par), nervo vago (X par) e nervos cervicais
superiores (SESSLE, 2000).

Os nociceptores, que se encontram na pele, muasculos, articulacoes,
vasos sanguineos e visceras atuando na integridade do corpo, realizam a
transducdo do estimulo a potenciais bioelétricos que serdo conduzidos pelos
neurdnios aferentes primarios, especificamente fibras Ad e C. Sabe-se que as fibras
mielinizadas Ad conduzem sinais de forma rapida (dor aguda), enquanto as fibras C
amielinicas apresentam conducédo lenta destes impulsos (dor lenta; queimacao), esta
Ultima respondendo a uma ampla variedade de estimulos (mecanicos, quimicos,
térmicos ou isquémicos) (MATTHEWS; SESSLE, 2002; OKESON, 2003).

As fibras aferentes primarias conduzirdo esse impulso elétrico ao
complexo trigeminal na regido da ponte do tronco encefélico, local onde ha sinapse
com neurbnio de segunda ordem, visto ser o nervo trigémio o principal responsavel
pela nocicepgao articular. A semelhanca do que ocorre na medula espinhal, em que
ha o ganglio sensitivo da raiz dorsal da medula espinal, o corpo celular desse
neurénio aferente primario se encontra no ganglio sensitivo trigeminal situado no
cavo trigeminal do osso temporal na base do cranio (MATTHEWS; SESSLE, 2002;
OKESON, 2003).

O complexo trigeminal do tronco encefalico é dividido anatdmica e
funcionalmente em ndcleo sensorial principal, nicleo motor e nucleo do trato espinal,
0 qual compreende trés subnucleos: oral, interpolar e caudal (Figura 1). O nucleo
motor esta envolvido nas respostas motoras. O ndcleo sensitivo principal € o local de
transmissdo das sensacdes de tato e propriocepc¢do, fazendo parte da via epicritica
somestésica trigeminal. O trato espinal do trigémio, com seus 3 subnucleos, é o local
de transmissdo das sensacdes de dor, temperatura e presséao fazendo parte da via
protopatica somestésica trigeminal (SESSLE, 1999; OKESON, 2003). Baseado em
observacbes morfoldgicas, comportamentais, clinicas e eletrofisiolégicas, o
subnucleo caudal é o principal local de transmissdo da informacdo nociceptiva da

regido orofacial no tronco cerebral, sendo analogo ao corno dorsal da medula
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espinhal para transmisséo das informacdes nociceptivas das demais parte do corpo
(SESSLE, 1999). Além disso, Sessle (2000) observou também que lesGes do
subndcleo caudal em animais experimentais reduziram as respostas
comportamentais, as de reflexos musculares e as autbnomas, aos estimulos nocivos

aplicados a face.

Ta

NM doV

N NSdoV

NTEdo V
sno
sni
sNG

Figura 1. Anatomia do complexo trigeminal no tronco encefélico. GG: Ganglio
trigeminal, NM do V: nucleo motor do complexo trigeminal, NS do V: nlcleo sensitivo
principal do complexo trigeminal, NTE do V: nucleo do trato espinhal do complexo
trigeminal, sno: subnucleo oral, sni: subnucleo interpolar, snc: subnucleo caudal, Ta:
talamo. Fonte: Adaptado de OKESON, 2003.

A partir do subnucleo caudal do trato espinal do trigémio, principalmente,
a informacdo nociceptiva serd levada por neurbnios de segunda ordem como
neurdnios nociceptivo especifico (SN) e de variacdo dindmica ampla (WDR) que
ascenderdo pelos tratos trigeminotalamicos ao talamo. Antes de a informacgao
nociceptiva ascender ao talamo e cortex cerebral, ha a modulacdo tanto para
suprimir quanto para amplificar a informac&o nociceptiva nos terminais centrais das

fibras aferentes (SESSLE, 2000). Esse sistema modulador € composto por um grupo
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de estruturas no tronco encefélico, mesencéfalo, subcoértex e cortex que formam um
sistema de projecdes descendentes para o complexo trigeminal do tronco encefalico
e corno dorsal da medula espinhal (MATTHEWS; SESSLE, 2002; OKESON, 2003).
Para a supressdao podem ser liberados peptideos opidides enddgenos como
endorfinas, encefalinas e dinorfinas que atuam em receptores opidides, assim como
ha a liberacdo de serotonina, acido y-aminobutirico (GABA), glicina e dopamina
inibindo a passagem do impulso nociceptivo. Para a facilitacdo, entretanto, pode
haver liberacdo de neurotransmissors estimulatérios como glutamato e aspatato
atuando em receptores NMDA e AMPA, ATP em receptores P2X e norepinefrina
atuando em receptores alfa-adrenérgicos presentes nos neurdnios centrais
(MATTHEWS; SESSLE, 2002; OKESON, 2003; VANEGAS; SCHAIBLE, 2004).

A informacdo nociceptiva chega entdo ao talamo (ndcleos talamicos
sensitivos), de onde partem aferéncias para o cortex somestésico, local onde a
intensidade e a localizagdo serdo processadas, e, juntamente com as informacoes
advindas do cortex somestésico secundario e do sistema limbico, dardo um
significado a sensacdo sendo percebida como dor. Em conexdes com o sistema
limbico (amigdala, hipotalamo, hipocampo, giro do cingulo) h4 o desencadeamento
do componente emocional da dor, que gera ao paciente o sofrimento e a busca pelo
tratamento, sendo apresentado ao clinico através do comportamento doloroso, que
provoca todas as consequéncias socio-econdmico-emocionais das dores orofaciais
(MATTHEWS; SESSLE, 2002; OKESON, 2003).

A partir do momento em que a dor passa de uma fungéo de alerta para se
tornar patolégica, ocorrem alteragcbes da via nociceptiva que caracterizam a
fisiopatologia da dor como sensibilizagdo periférica, hiperexcitabilidade dos
interneurénios do SNC, sensibilizacdo central, neuroplasticidade, descargas
ectopicas, acoplamento simpéatico-sensitivo e reducao ou perda do controle inibitorio
descendente (SESSLE, 2005a, 2005b).

Participando desse processo, sabe-se também que células da glia, tanto
no ganglio trigeminal quanto no trato espinal do trigémio, além de promoverem
suporte metabdlico e estrutural, modulam a excitabilidade neuronal através de
mediadores como neuropeptideos, NO, citocinas, glutamato e ATP contribuindo na
fisiopatologia da dor periférica e central. Essa conexdo com 0s neurbnios ocorre
através de juncdes tipo GAP, que sdo canais formados por conexinas, podendo,
dessa forma, modular a atividade neuronal (CHIANG et al., 2011).
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Sabe-se que a sensibilizacdo periférica dos nociceptores ou hiperalgesia
primaria se deve, pelo menos em parte, a acdo de mediadores inflamatorios
(FERREIRA et al., 1978). Em uma primeira fase de sensibilizacdo dos nociceptores,
durante a resposta inflamatoria, mediadores proteicos (citocinas), lipidicos
(prostaglandinas (PGs)), gasosos (6xido nitrico (NO)) e histamina, oriundos de
células residentes e recrutadas; bradicinina, oriunda da cascata plasmatica, e
neuropeptideos, advindos das terminacdes nervosas, sdo responsaveis pela
manutencdo e amplificacdo do processo inflamatério. Enquanto algumas dessas
substancias (histamina e bradicinina) sado capazes de ativar diretamente o0s
nociceptores, outras, como as PGs, sdo capazes apenas de sensibilizar esses
receptores (Figura 2) (NOGUSHI; OKUBO, 2011; VERRI-JUNIOR et al., 2006).

Sensagao
— dolorosa
8 Cortex
Articulagao temporomandibular =
{ ‘ 1
Ganglio
= 7/ 5 : Mesencéfalo
- P : .
r g _ =  trigeminal
‘__ “:él - Ponte
s , Lt
E
Dano tecidual :
Fosfolipidios \ _M\_\
Y y \

Acido araquidonico me—p-  Prostaglandina £,

BradiCining s s e s s s s o—— o —\|

Q ' Excitagdo

Mudangas na e @ %

Mastécitos

microcirculagao e na /£ W ) )
permeabilidade W .

o o | W
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Histamina '
Serotonina ke
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Figura 2. Participacdo de células e de mediadores inflamatérios na dor
orofacial. Fonte: Adaptado de OKESON, 1998.
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1.2. Disfuncao temporomandibular

Disfuncdo temporomandibular (DTM) foi inicialmente denominada
Sindrome de Costen em 1934, identificada por um otorrinolaringologista, ao
descrever um grupo de sintomas situados ao redor do ouvido e na ATM, sendo
denominada DTM em 1982 (COSTEN, 1934). De acordo com a ultima revisdo da
Associacdo Americana de Dor Orofacial, em 2010, foi reconhecido que as DTMs
englobam um grupo de condicdes musculoesqueléticas e neuromusculares que
envolvem as ATMs, os musculos da mastigacdo e todos os tecidos associados. Os
sinais e sintomas relacionados com esses transtornos séo diversos, e podem incluir
dificuldades na mastigacéo, fala e outras funcdes orofaciais. Além disso, 0s sintomas
estdo também associados com a dor aguda ou persistente, e 0s pacientes muitas
vezes sofrem de outros disturbios dolorosos (comorbidades). As formas crénicas da
dor podem levar & auséncia ou insuficiéncia de trabalho ou interagbes sociais,
resultando em uma redugéo na qualidade de vida (GREENE et al., 2010).

De fato, dor nas estruturas articulares e musculares, em repouso e
durante movimentos mandibulares, € um dos mais importantes sintomas de
pacientes com DTM e uma fonte comum de dor orofacial cronica. Trabalhos tém
relatado que a inflamacdo articular exerce o papel de sensibilizar nociceptores,
causando hiperalgesia, aumentando a excitabilidade dos neurbnios aferentes
primarios. A dor articular pode, ainda, causar hiperatividade dos musculos
mastigatorios, o que perpetua a condicdo da dor facial (SESSLE; YU, 1991; YU et
al., 1995; TAKEUCHI et al.,, 2004; TAKEDA et al., 2006). A dor pode estar
acompanhada de ruidos articulares como estalido e crepitagdo. Os sintomas
associados as DTMs podem incluir cefaleia secundaria, dor cervical, sintomas
otolégicos como zumbido, otalgia, barohipoacuisia e distirbios do sono
(CIANCAGLINI; RADAELLI, 2001; LAM et al., 2001; YATANI et al., 2002).

Dados epidemioldgicos sugerem que cerca de 6 a 12 % da populacado
apresenta sintomas de DTM, e que sao gastos por ano cerca de 10 bilhdes de
dolares no tratamento desta desordem nos Estados Unidos (EUA) (MILAM, 2003).
No Brasil, foi encontrado pelo menos um sintoma de DTM em 39,2 % da populacao,
e relato de dor na ATM em 25,6 % da populacao, ressaltando sempre uma maior
prevaléncia pelo sexo feminino (GONCALVES et al., 2010).
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De acordo com a ultima classificacdo da Associacdo Americana de Dor
Orofacial (AAOP), as DTMs podem ser classificadas em articulares e musculares. As
disfuncbes musculares incluem mialgia local, miosite, mioespasmo, mialgia
centralmente mediada, contratura miofibrética e dor miofascial. As disfuncdes
articulares incluem desordens congénitas ou de desenvolvimento, fratura do condilo,
anquilose, deslocamento da ATM, condi¢cdes nédo inflamatdrias como osteoartrites,
condi¢cbes inflamatorias como sinovite/capsulite e poliartrites, e deslocamento do
disco com reducédo e sem reducédo (DE LEEUW, 2008). Na tentativa de padronizar
os estudos clinicos, foi desenvolvido também o RDC/TMD (Research Diagnostic
Criteria for Temporomandibular Disorders) que inclui um duplo eixo de classificacdo
envolvendo as condicdes fisicas e os fatores psicolégicos associados, questionario
esse que se encontra em fase modificacdo (DWORKIN; LERESCHE, 1992). O
diagnostico diferencial, portanto, € mister para o correto tratamento a fim de
proporcionar ao paciente alivio da dor e reabilitacdo de sua condicdo fisica,
emocional e laboral.

As DTMs apresentam etiologia multifatorial tendo como fatores de risco
traumas na regido de face e pescoco; habitos parafuncionais como mascar chicletes,
onicofagia, habito de morder objetos e bruxismo; habitos posturais e habitos
ocupacionais como o0 uso continuo do telefone por telefonistas e musicos com
instrumento de sopro ou instrumento com apoio na mandibula (ISRAEL et al., 1999;
MANFREDINI et al., 2003). Problemas psicolégicos, ansiedade, depressdo e
estresse também tém grande correlacdo (SCHNURR et al., 1990; MADLAND et al.,
2000). Envolvimento de alteracdes sistémicas relacionadas primariamente com
doencas reumatolégicas, como esclerose sistémica, polimiosite, dermatomiosite,
espondilite anquilosante, gota, condrocalcinose e desordens autoimunes (sindrome
de Sjogren), artrite reumatoide e lupus eritematoso sistémico, assim como
fiboromialgia, s&o importantes de serem investigadas durante anamnese dos
pacientes (FREDRIKSSON et al., 2003; SMYTHE, 2005).

As modalidades de tratamento incluem terapias com placas oclusais,
terapias fisicas (termoterapia, laser, estimulacéo elétrica neural transcutanea-TENS),
terapia com exercicios, farmacoterapia, terapia cognitiva, acupuntura e
procedimentos cirdrgicos como artroscopia, artrocentese, reposicionamento de disco

e regularizacao das superficies articulares (JUNG et al., 2011; CRAANE et al., 2012;
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LIU et al.,, 2012). Essas terapéuticas tém mostrado bons resultados, porém o

controle da dor ainda precisa ser melhor trabalhado.

1.2.1. Articulacédo temporomandibular

As articulagdes temporomandibulares (ATM) s&o componentes do sistema
estomatognatico constituido também pela musculatura facial, dentes, periodonto,
mucosa jugal, lingua, glandulas, nervos e vasos sangilineos. Esses componentes,
em conjunto, desempenham importantes funcbes para a sobrevivéncia e para as
relacdes sociais dos individuos como mastigacdo, degluticdo, respiracdo, fala e
expressdo facial. Caso alguma dessas estruturas esteja acometida funcional ou
patologicamente, tal alteracdo trara problemas funcionais e prejudicara
sobremaneira a qualidade de vida desses individuos (SIQUEIRA; TEIXEIRA, 2012).

Essa articulacdo € uma das mais complexas articulacdes do corpo sendo
classificada como uma articulacdo ginglimo artroidal ao realizar movimentos de
dobradica e de deslize, respectivamente; tendo origem embriolégica do 1° arco
branquial (OGUTCEN-TOLLER; KESKIN, 2000). Diferencia-se das demais
articulagbes do corpo pelo fato de as duas ATMs, direita e esquerda, funcionarem
simultaneamente; de possuir um ponto rigido ao final do movimento, os dentes, e de
apresentar metabolismo diferenciado. Trabalha em conjunto com os musculos
mastigatorios masseter, temporal, pterigdideo medial, pterigdéideos lateral superior e
inferior, supra e infra-hidideos para realizar os movimentos excursivos mandibulares
de abertura, fechamento, protruséo e lateralidade direita e esquerda e assim exercer
as funcdes do sistema mastigatério (RATCLIFF et al. 1998; ALOMAR et al., 2007).

Esta localizada a frente do ouvido e é formada anatomicamente pela
cabeca da mandibula articulando na fossa mandibular do osso temporal, estruturas
estas recobertas por cartilagem articular que exercem funcbes de facilitar o
funcionamento dessas estruturas 6sseas com o disco articular e de reduzir cargas
pontuais sobre 0 0sso subjacente (Figura 3). A cartilagem articular é constituida de
fibras de colageno (tipos IlI, IX e XI) e de condrocitos. Além disso, apresenta grande
quantidade de proteoglicanos e glicosaminoglicanos, que contribuem para
flexibilidade da cartilagem e protecédo de seus constituintes contra a agado mecanica
originada da compressao, cisalhamento e alongamento de cargas nas articulagbes
(KURODA et al., 2009).
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Anatomia da ATM

Figura 3. Articulacdo temporomandibular e musculos mastigatorios. 1. cabeca
da mandibula, 2. fossa mandibular do osso temporal, 3. disco articular, 4. zona
retrodiscal, 5. cartilagem articular, 6. musculo masseter, 7. musculo temporal, 8.
musculo pterigdideo lateral superior, 9. musculo pterigéideo lateral inferior. Fonte:

cedido por Prof. Terry Tanaka.

O disco articular, avascular e sem inervacdo, se encontra interposto entre
as duas estruturas O0sseas com as funcdes de amortecer e distribuir pressfes
durante os movimentos; preencher 0os espacos intra-articulares, compensando as
irregularidades Osseas; estabilizar os cbéndilos nas suas posicdes e movimentos
funcionais e proteger a cartilagem articular e o osso subcondral. O disco articular
constituido por uma matriz fundamental composta de fibras coldgenas e
proteoglicanos, com as glicosaminoglicanas principalmente alocadas na pocéao
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central, com condrdcitos em sua intimidade. Insere-se na capsula articular anterior e
posteriormente, sendo a regido posterior denominada zona bilaminar ou retrodiscal.
Essa regido apresenta dois estratos, o superior, composto de fibras elasticas, e o
inferior, composto de fibras colagenas, sendo a Unica estrutura capaz de tracionar
posteriormente o disco articular, caracterizando-se por ser ricamente inervada e
vascularizada e, portanto, fonte importante de dor nas disfuncbes
temporomandibulares (DTM) que envolvam a ATM (FUJITA; HOSHINO, 1989;
ALOMAR et al., 2007; WILLARD et al., 2012).

Os ligamentos articulares como céapsula articular, ligamento
temporomandibular, ligamentos colaterais mediais e laterais e ligamento mandibulo
ou disco-maleolar, participam da funcdo articular ao limitar de forma passiva 0s
movimentos excursivos mandibulares tanto mecanicamente quanto através de
atividades reflexas neuromusculares (ALOMAR et al., 2007).

A presenca do lavado sinovial, produzido, secretado e reabsorvido pela
membrana sinovial situada na superficie interna da capsula articular, € muito
importante, pois lubrifica as superficies articulares, nutre as células do disco articular
e da cartilagem articular e atua na defesa local ao apresentar células como linfocitos
e macrofagos. A membrana sinovial, assim denominada, n&o constitui
verdadeiramente uma membrana, pois € composta de uma a trés camadas de
células sinoviais, a citar sinoviécitos tipo A ou macrofagos-simile e sinovidcitos tipo B
ou fibroblastos-simile, soltas em uma matriz fundamental composta de
proteoglicanos, tendo as glicosaminoglicanas (condroitina-4-sulfato e condroitina-6-
sulfato) como seus componentes estruturais, de &cido hialurénico, de agua e de
fibras coldgenas. Nao apresenta membrana basal para separagdo dos capilares,
apenas uma estrutura simile (laminina), e o epitélio dos capilares ainda sao
fenestrados (SHIBATA et al., 1998, NOZAWA-INOUE et al., 1998, 2003).

O equilibrio entre os niveis das enzimas metaloproteinases (MMP), que
degradam proteoglicano e coldgeno da matriz cartilaginosa, e do fator tecidual
inibidor das metaloproteinases (TIMP) regula a remodelacéo tecidual em condicoes
fisiologicas. O desequilibrio entre os niveis dessas enzimas séo fatores importantes
para o desenvolvimento de processos degenerativos articulares (KUBOTA et al.,
1997,1998; SHINODA; TAKAKU, 2000; MIZUI et al., 2001).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Willard%20VP%22%5BAuthor%5D

32

1.3. Mediadores envolvidos na dor e inflamagéo da ATM

Pesquisas clinicas e experimentais sobre patogénese e mediadores
envolvidos na dor, na inflamacdo e em processos degenerativos da articulacédo
temporomandibular (ATM) vém sendo desenvolvidas nessas duas Ultimas décadas.
Alguns mecanismos ja foram propostos, mas ndo se tem ainda uma total
compreensdao de como se desencadeiam esses processos (CAIRNS, 2010).
Citocinas como interleucina-1 beta (IL-1B), fator de necrose tumoral alfa (TNFa),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), e outros mediadores como serotonina (5-
HT), neuropeptideos, protaglandinas (PGs) como PGE,, leucotrienos (LTs),
imunoglobulinas e ATP atuando em receptores P2X3 e P2X2/3 ja foram descritos
como importantes no desencadeamento desse processo (ALSTERGREN et al.,
1995; QUINN et al., 2000; YAMAZA et al., 2003; KANEYAMA et al., 2002; 2005a;
2005b; FREDRIKSSON et al., 2005; CHANG; ISRAEL, 2005; RODRIGUES et al.,
2006; KYRKANIDES et al., 2007; TEIXEIRA et al. 2010a, 2010b; VERNAL et al.,
2008). A prostaglandina PGJ,, assim como oxido nitrico (NO) e os receptores
opidides p e k atuam na inibicdo da dor inflamatdria na ATM (CHICRE-ALCANTARA
et al.,, 2012; QUINTEIRO et al., 2012). Enfocaremos as duas citocinas com as quais

trabalhamos em nosso estudo.

1.3.1. Interleucina-1

Interleucina-1 é produzida em grandes quantidades pela membrana
sinovial durante a inflamacao, assim como por mondcitos e macrofagos, ndo estando
presente em tecidos normais (DINARELLO; WOLFF, 1993; TATAKIS, 1993).
Consiste numa familia de IL-1a, IL-13 e antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra), de
forma que IL-la normalmente permanece no citosol enquanto IL-13 e IL-1ra sao
secretados (DINARELLO, 1998). Foi encontrada pela primeira vez em 1982 no fluido
sinovial de articulagbes de joelhos de pacientes com artrite reumatdide (AR),
impulsionando o desenvolvimento de muitas pesquisas a partir da coleta do lavado
sinovial articular (KOPP, 1998).

Sandler et al. (1998) e Shinoda e Takaku (2000) sugeriram néo haver

relagéo entre IL-1p e alterac¢Bes inflamatdrias como sinovite e processo degenerativo
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intra-articular. Kubota et al. (1997), entretanto, mostraram haver relacdo entre a
presenca de IL-13 e o desenvolvimento de osteoartrite na ATM. Alstergren et al.
(1998; 1999), Suzuki et al. (2002), Matsumoto et al. (2006) e Vernal et al. (2008)
observaram aumento da dosagem de IL-1 em ATMs acometidas por processo
inflamatério quando comparado a articulagbes normais, e sugeriram relagédo entre IL-
1B e sintomatologia dolorosa, limitagdo nos movimentos mandibulares e desarranjos
internos articulares. ljima et al. (2001) demonstraram que também IL-1a é capaz de
induzir sintese de MMPs por condrdcitos e células do disco articular. Tominaga et al.
(2004) reafirmaram a participacédo de IL-13 na patogénese das DTMs, assim como
Nishimura et al. (2004) ao mostrar que, nos casos de insucesso na realizacdo de
artrocentese, IL-13 e IL-6 continuavam presentes no lavado sinovial articular.
Experimentalmente, foi detectada IL-1B no lavado sinovial da ATM na artrite
induzida por antigeno (albumina) (TOMINAGA et al., 2001; QUINTEIRO et al., 2012)
e por carragenina (DENADAI-SOUZA et al., 2009).

Estudos sugerem que IL-1B sensibiliza nociceptores e causa hiperalgesia,
devendo atuar na fisiopatologia da dor articular advinda da ATM (WATKINS et al.,
1994; ALSTERGREN et al.,, 1998, 2003). Exerce também as funcbes de ativar
sinoviocitos tipo B (fibroblastos-simile) a estimular a sintese de outras citocinas
como IL-6, IL-8 e de estimular a producdo de PGs, exercendo seu papel
fundamental na amplificacdo e na perpetuacdo da resposta inflamatéria articular
(OGURA et al., 2002; TOBE et al., 2002; OGURA et al., 2009; SATOH et al., 2009).

Sabe-se gque seu efeito na destruicao articular € devido a sua capacidade
de ativar condrocitos, células do disco articular, células da cartilagem articular e
sinoviocitos tipo B (fibroblastos-simile) a produzirem MMPs, assim como de inibir
sintese de proteoglicanos e colageno tipo 2, e de ativar osteoclastos. IL-13 também
estimula a proliferacdo de fibroblastos e a metaplasia de condrécitos a células
fibroblastos-simile. IL-1(, portanto, deve estar envolvida no processo de destruicdo
articular, formacdo do pannus, desenvolvimento de aderéncias e adesbes e
anquilose da ATM (MARTEL-PELLETIER et al.,1991; KUBOTA et al.,1997; SASAKI
et al.,1998; KOPP, 1998; ALSTERGREN et al., 1998, 2000; IJIMA et al., 2001,
SUZUKI et al., 2002; OGURA et al., 2002; GE et al., 2011).

Existem também fatores protetores produzidos localmente na tentativa de

conter o processo inflamatoério. Fang et al., em 1999, encontraram antagonista do
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receptor de IL-18 (IL-1ra) em ATMs com osteoartrite. Alstergren et al. (2003) e
Tominaga et al. (2004) detectaram a presenca de IL-1ra e de forma solavel do
receptor de IL-1 tipo Il (sIL-1RIl) no fluido sinovial da ATM de pacientes com
poliartrite, e no lavado sinovial da ATM de pacientes com osteoartrite,
respectivamente. Uma elevada producéo de IL-1ra e sIL-1RII, ambos com ac¢é&o anti-
inflamatoria, esta relacionada a protecdo da destruicdo 0ssea e cartilaginosa e da
dor por inibirem a acdo de IL-1B (FANG et al., 1999; ALSTERGREN et al., 2003;
TOMINAGA et al., 2004).

1.3.2. Fator de necrose tumoral alfa

Fator de necrose tumoral alfa (TNFa) € produzido pela membrana sinovial
da ATM durante a inflamacéo, assim como por mondcitos e macrofagos ativados, e
parece ser responsavel pela inflamacdo sistémica na artrite reumatodide
(ALSTERGREN, 2000). Encontra-se presente na sindvia, no lavado sinovial e no
pannus de pacientes com AR (CHU et al., 1991; DELEURAN et al., 1992).

Sabe-se que TNFa exerce funcdes de ativar linfécitos, de estimular a
sintese de outras citocinas como IL-1B e IL-6, de estimular a producdo de PGs em
sinoviocitos tipo B (fibroblastos-simile), o que estimula a sintese de colagenases e
ativa osteoclastos (CUNHA et al., 1992; ALSTERGREN, 2000; EMSHOFF et al.,
2002; OGURA et al., 2005; KE et al., 2007).

Foram encontrados niveis elevados de TNFa em ATMs sintomaticas
guando comparados a articulacées normais (SHAFER et al., 1994; NORDAHL et al.,
2000; EMSHOFF et al., 2000). TNFa provavelmente atua na sensibilizacédo de
nociceptores indiretamente, por desencadear o aumento da producdo de IL-1j,
exercendo papel importante nos processos de hiperalgesia e alodinia participando
da fisiopatologia da dor articular da ATM (NORDAHL et al., 2000).

Sandler et al. (1998), entretanto, sugeriram ndo haver relagdo entre niveis
de TNFa e processo degenerativo intra-articular. No entanto, autores como Fu et al.
(1995), Emshoff et al. (2000), Kaneyama et al. (2002) e Vernal et al. (2008)
discutiram que TNFoa esta envolvido na etiopatogénese da sinovite e da
degeneragéo cartilaginosa em pacientes com DTM. Suzuki et al. (2002) e Matsumoto

et al. (2006) afirmaram que TNFa participa também da etiopatogénese de
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desarranjos internos articulares. Experimentalmente, foi detectado TNFa no lavado
sinovial e em tecidos da ATM na artrite induzida por antigeno (albumina) (SUKEDAI
et al.,, 2004; HIROTA et al.,, 2006; QUINTEIRO et al., 2012) e por carragenina
(DENADAI-SOUZA et al., 2009).

Inibidores biologicos de TNFa, as formas sollveis de seus receptores
tipos | e Il (STNFR-I e sTNFR-II), sdo também importantes na fisiopatologia das
DTMs. Em pacientes com DTM e osteoartrite, niveis elevados desses receptores
foram detectados no fluido sinovial em maiores concentragdes do que em ATMs
normais, sugerindo que o balanco entre TNFa e seus inibidores STNFR-1 e STNFR-II
€ importante para a inibicdo da progressdo da doenca (UEHARA et al., 2004,
KANEYAMA et al., 2005a, 2005b).

1.4. Via da hemeoxigenase/biliverdina/monéxido de carbono

1.4.1. Biossintese e isoformas da hemeoxigenase

A hemeoxigenase (HO) foi originalmente identificada em 1969 por
Tenhunen et al. que caracterizaram a atividade da enzima, assim como sua
localizacéo celular. A HO é uma enzima microssomal que catalisa a degradacao do
heme em monoxido de carbono (CO), biliverdina (BVD) e ferro (ABRAHAM et al.,
1988). Uma vez que o grupo heme em sua forma livre é potencialmente toxico para
a célula, por estimular a producdo de radicais livres, aumentar a permeabilidade
vascular, a expressao de moléculas de adeséo e a infiltracdo de neutréfilos para o
sitio inflamatdrio, HO exerce sua acao citoprotetora degradando-o e gerando seus
produtos finais (ALCARAZ et al., 2003). A oxidacdo do heme requer NAD(P)H
ferrihemoproteina redutase (NAD(P)H-citocromo P-450 redutase) e a presenca de
oxigénio, assim como NAD(P)H. Na maioria dos mamiferos, BVD é reduzida a
bilirrubina pela biliverdina redutase, enquanto o ferro livre produzido durante a
degradacdo do heme é sequestrado pela ferritina (Figura 4).

Trés isoformas da HO (HO-1, HO-2 e HO-3) foram identificadas (MAINES
et al.,, 1988; MCCOUBREY et al., 1997). A ativacdo de HO-1, a forma induzida da
HO, resulta em reducdo do dano oxidativo e apoptose, reduzindo eventos

inflamatérios como edema, migracdo celular e producdo de citocinas pro-
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inflamatorias (ALCARAZ et al.,, 2003). HO-2 e HO-3 sédo as formas constitutivas
expressas na maioria dos tecidos (MCCOUBREY et al., 1992; MCCOUBREY et al.,

1997).
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Figura 4. Degradacdo do heme pela enzima hemeoxigenase (HO), gerando
biliverdina, monoéxido de carbono (CO) e ferro. Biliverdina € rapidamente

convertida em bilirrubina pela biliverdina redutase. O ferro é capturado pela ferritina.

Os produtos de degradacdo do heme pela HO possuem varias propriedades

fisiologicas (WAGENER et al., 2003).

Enquanto a HO-1 é estruturalmente diferente de suas isoformas, HO-2 e

HO-3 sdo muito similares (cerca de 90 % de homologia), com a HO-3 apresentando
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pobre atividade de degradacdo de heme. Constitutivamente expressa, a HO-2 foi
identificada nos rins, muasculo liso vascular, figado, cérebro e baco (WUNDER,;
POTTER, 2003). Embora ambas isoenzimas, HO-1 e HO-2, degradem heme numa
extensdo similar e levem a geracdo dos mesmos produtos, foram demonstradas
diferencas significantes entre as duas isoformas. Sob condi¢cdes normais a atividade
da HO-2 supera em 2-3 vezes a atividade da HO-1 (TRAKSHEI et al., 1986).
Entretanto, a atividade da HO-1 pode aumentar em até 100 vezes quando exposta a
metais pesados e condicbes de estresse como hipoOxia, hipertermia, dano celular,
respondendo pela maior parte do catabolismo do heme e gerando producéo de CO e
BVD (TRAKSHEL et al., 1986).

Ressalta-se que parece ndo existir outra enzima que responda a tamanha
variedade de estimulos. Com base nestas observacdes foi sugerido que a inducéo
da HO-1 representa, pelo menos em parte, um mecanismo de defesa. A saber, a
maioria dos camundongos que sofreram delecdo génica da HO-1 ndo sobreviveram
ap0s o0 nascimento, e agueles que sobreviveram apresentaram retardo no
crescimento e anemia normocrémica, morrendo dentro do primeiro ano de vida
(POSS; TONEGAWA, 1997). Ainda, a andlise histopatoldgica revelou que os rins e 0
figado desses animais apresentaram deposicdo de ferro e demonstraram intensa
reacdo inflamatoéria caracterizada por hepatoesplenomegalia e leucocitose. Além
disso, em 2002, foi descrito na literatura o primeiro caso de deficiéncia da expressao
da HO-1 em humanos. Esse individuo apresentava alteracfes semelhantes aquelas
observadas nos animais deficientes de HO-1, incluindo retardo do crescimento,
anemia, leucocitose e sensibilidade aumentada ao estresse oxidativo (KAWASHIMA
et al., 2002).

1.4.2. HO-1/biliverdina/monéxido de carbono na inflamacéo e na dor

Vérios estudos vém demonstrando que a HO-1, seu substrato heme e
seus produtos, CO e BVD, sao capazes de modular o processo inflamatorio. HO-1 é
geralmente expressa em condicdes de estresse oxidativo, isquemia e reperfuséo e €
estimulada por citocinas pro-inflamatorias, NO, endotoxinas e heme, o seu substrato,
representando um mecanismo de defesa celular que pode modular a resposta
inflamatoria (BAKKEN et al., 1972; CAMHI et al., 1995; DOI et al., 1999; YACHIE et

al., 2003). Essa variedade de estimulos a expressdo de HO-1 parece ser devido ao
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fato de que sua expressdo € controla por um grande numero de fatores de
transcricdo, incluindo fator NF-kB (fator nuclear kB) via PI3K (proteina quinase
especifica de serina) e alguns membros da familia MAPK (sigla em inglés para
proteina quinase ativada por mitdgeno) como quinases ativadas por estresse ou
quinases regulada por sinais extra-celulares (ERK) (Figura 5) (GERALDES et al.,
2008). Outro fator de transcricdo importante para a expressao génica de HO-1 é o
Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2), conferindo prote¢do contra o
estresse oxidativo e levando a inibicdo da producdo de citocinas (ALAM; COOK,
2003; PARK et al.,, 2010; WRUCK et al., 2011), assim como o AP-1 (proteina
ativadora-1) (CAMHI et al., 1995). Igualmente importante em condi¢cGes de hipoxia,
ha o fator de transcricdo 1a induzido por hipoxia (HIF-1 a) para regular a expressao
de HO-1 diante dessa condi¢éo (LEE et al., 1997).

De forma semelhante com que os estimulos induzem a sintese de HO-1
via fatores de transcricdo génica, HO-1 também parece atuar sobre fatores de
transcricdo como NF-kB, AP-1 e EGR-1 (early growth response-1), inibindo-os, para
exercer suas acoes (MEGIAS et al., 2009; PARK et al., 2010; CHI et al., 2012).

Citocinas

A Transcrigio
NF-KD ) uee g

Figura 5: Via de sintese da HO-1 durante processo inflamatério. As citocinas

liberadas durante o processo inflamatério ativam o fator NF-kB via PIK3 e MAPK, o
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gue ocasiona um feedback positivo na expressdo de HO-1 e posterior sintese da
proteina HO-1. Fonte: adaptado a partir de GERALDES et al., 2008.

De fato, HO-1 é induzida em uma variedade de células como endotélio,
mondcitos/macrofagos, neutrofilos e fibroblastos (ALCARAZ et al., 2003; DATTA,
LIANOS, 1999; OSHIRO et al., 1999; VICENTE et al.,, 2003). Um aumento da
atividade da HO-1 nessas células exerce um importante papel no sistema de defesa
antioxidante, na reducédo de radicais livres, na inibicdo da proliferacdo celular e de
apoptose, assim como reduz a migracdo de neutrdfilos, a exsudacéo, a liberacdo de
mediadores pro-inflamatorios e a expressao de moléculas de adesdo (ALCARAZ et
al.,, 2003; PAE et al.,, 2004). Por outro lado, a inibicdo da HO-1 pelo Zinco
protoporfirina-IX (ZnPP-I1X), um inibidor especifico de HO-1, aumenta a expressao
das moléculas de adeséo e a liberacdo de mediadores pro-inflamatorios (HUALIN et
al., 2012), sugerindo um possivel efeito anti-inflamatério da via da HO-1/BVD/CO.

O mondxido de carbono (CO), produto da via HO-1/BVD/CO, tem sido
reconhecido como um gas nocivo e perigoso, entretanto, em 1949, Sjostrand
mostrou que o CO poderia ser sintetizado endogenamente, e Marks et al., em 1991,
mostraram que o CO assumia funcdes bioldgicas. A saber, CO exibe algumas
propriedades semelhantes ao NO, incluindo a geracdo de GPMc (guanilato
monofosfato ciclico), atuando na regulacao no ténus vascular, sinalizacdo neuronal
(neurotransmissor e neuromodulador), inibicAo de apoptose e da sintese de
mediadores inflamatdrios, incluindo citocinas, NO e PGs (MCCOUBREY et al., 1997;
MORITA et al.,, 1995; MAINES, 1997; PETRACHE et al., 2000; BARANANO;
SNYDER, 2001; OTTERBEIN et al., 2000). Além disso, o CO reduz respostas
inflamatorias em diversos modelos de estresse oxidativo (OTTERBEIN et al., 2003).

Ha evidéncias de que o CO module a sinalizacado intracelular através da
via de sinalizagdo JNK, levando a reducgéo da proteina 1 ativadora (OTTERBEIN et
al., 2000), e também através de sistemas de transducdo de sinais via GMPc
(MAINES, 1993; MORITA et al.,, 1995). Esses efeitos bioquimicos resultam na
inibicdo da sintese de citocinas pro inflamatérias como IL-18, TNFa e IL-8 e aumento
da sintese de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 (KOBAYASHI et al., 2006;
GUILLEN et al., 2008). De fato, a via HO-1/CO/GMPc esta envolvida na modulacao
periférica e espinhal da dor tanto inflamatoria quanto nao inflamatéria (STEINER et
al.,, 2001; NASCIMENTO; BRANCO, 2007, 2008; CARVALHO et al., 2011). Apesar

dessas observacfes, as acdes bioldégicas do CO na manutencdo da homeostase,
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assim como durante processos patologicos, ainda demandam de maiores
investigacoes.

A biliverdina, também um dos produtos da via HO-1/BVD/CO, exerce agao
antioxidante e € capaz de reduzir a migracdo de neutréfilos, exsudacdo e a
expressao de proteinas de adesdo (HAYASHI et al., 1999; VICENTE et al., 2003).
Foi demonstrada que a administracdo de bilirrubina em ratos modula a expressao de
moléculas de adesado (selectinas P e E) em resposta ao LPS, sugerindo que a
bilirrubina possui propriedades anti-inflamatérias (VACHHARAJANI et al., 2000). A
dosagem dos niveis de bilirrubina, portanto, representa uma medida indireta da
ativacdo da via HO-1. Desta forma, processos patolégicos que promovam reducao
nos niveis de bilirrubina podem afetar a viabilidade celular durante periodos de
estresse reativo.

Enquanto a biliverdina é convertida em bilirrubina, o ferro, outro produto
da HO-1, estimula a sintese de ferritina. Ambos, bilirrubina e ferritina, atuam como
agentes antioxidantes (ALCARAZ et al., 2003). Kobayashi et al. (2006) afirmaram
gue o CO, em contrapartida a ferritina e bilirrubina, era o responséavel pela regulacéo
da expresséo enddgena e da inducdo quimica de HO-1 sobre a sintese de citocinas.
Embora os eventos bioquimicos através dos quais a HO-1 exerca sua agfes anti-
inflamatoria e citoprotetora ainda careca de maiores elucidagfes, indubitavelmente,
CO, BVD e ferro estdo envolvidos nessa mediacdo. Portanto, a via HO-1/BVD/CO
tornou-se foco de interesse para estudo na regulacdo e funcdo sobre patologias

humanas.

1.4.3. HO-1/BVD/CO e artrite

Tem-se demonstrada a participacdo da via HO-1/BVD/CO tanto na artrite
em humanos quanto em modelos experimentais de artrite induzida. Em cultura de
osteoblastos e condrécitos estimulados por IL-1B, obtidos de pacientes com
osteoartrite em joelhos, observou-se que a indugao de HO-1 reduziu a expressao de
MMPs, a produgao de citocinas pro inflamatérias como TNFa e IL-6, assim como de
PGE_, nitrito, TGF, (fator transformador de crescimento), TGFB3, e a atividade das
enzimas NOSi, COX-2 e mPGES-1 (microssomal prostaglandina E sintase-1)
(GUILLEN et al., 2008; MEGIAS et al., 2009; CLERIGUES et al., 2012a, 2012b).

Também em cultura de condrocitos com IL-1B, TNFa e IL-17, obtidos de pacientes
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com osteoartrite, observou-se reducdo da expressdao de HO-1, porém, quando
incubados com IL-10 ou nitroprussiato de sodio (doador de NO), houve aumento da
expressdo de HO-1, embora altos niveis de NO gerado a partir da incubacéo com IL-
1B ndo aumentaram expressao de HO-1 (FERNANDEZ et al., 2003; VALVASON et
al., 2008).

Em sioviécitos de pacientes com artrite reumatoide (AR), cultivados com
IL-18, a estimulacdo de HO-1 reduziu a expressdo de fosfolipase A, (PLA;) via
inibicdo do fator de transcricdo AP-1 (CHI et al.,, 2012). Também, em cultura de
sinoviécitos com LPS de pacientes com artrite reumatoide (AR), a sintese de HO-1
foi estimulada por IL-1B e TNFa, e inibida por IFN-y (interferon gama) (KITAMURA et
al., 2011), assim como a estimulagcdo de HO-1 inibiu o fator de transcricdo NF-kB
inibindo a expresséao de IL-1B3, TNFa e IL-6 (PARK et al., 2010).

A expressao de HO-1 é aumentada em pacientes com osteoartrite e artrite
reumatodide, sendo mais evidente na artrite reumatoide. Foi observado aumento da
expressao de HO-1 em cartilagem articular, embora também tenha sido detectada
HO-1 em articulagdes nao inflamadas (FERNANDEZ et al., 2003). Foi identificada
HO-1 tanto no tecido sinovial (KOBAYASHI et al., 2006) quanto no lavado sinovial,
sendo muito pouco detectada em sindvia de articulacbes normais (KITAMURA et al.,
2011). Também, em pacientes com artrite idiopética juvenil, foi detectado aumento
dos niveis de HO-1 sericamente (TAKAHASHI et al., 2009), e foi sugerido que a
inducdo do gene para HO-1 reduz a progressdo de artrite e o dano articular em
pacientes com artrite reumatoide (WAGENER et al., 2008).

Semelhante ao encontrado em pacientes, em modelo experimental de
artrite aguda em camundongos, foi observado que a indugéo farmacologica de HO-1
reduziu edema articular, degradacdo da cartilagem e proliferacdo de tecidos
inflamados articulares, além de reduzir niveis de in IL-13, IL-6 e TNFa, a secrecao
de PGE,; e a atividade de MMP-9 (BENALLAOUA et al., 2007). Cronicamente, em
modelos de artrite autoimune induzida por colageno e adjuvante de Freund em
camundongos, entretanto, observou-se um efeito dual de HO-1. A indugéao de HO-1
resultou em inibicdo de erosdo na cartilagem e reducédo da fibrose articular, embora
a inibicdo de HO-1 também tenha reduzido a inflamacéo articular e a destruicdo da
cartilagem (DEVESA et al.,, 2005a, 2005b). Esse mesmo grupo de pesquisa,
entretanto, mostrou, em artrite induzida por colageno, que tanto inibidores da HO-1

guanto compostos capazes de liberar CO promovem reducéo do infiltrado celular
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inflamatorio, da inflamacgé&o articular e da destruicdo articular, assim como reducéo
dos niveis de IL-1B, IL-2, IL-6, TNFa e PGE,, mostrando a importancia de compostos
que liberam CO no tratamento da artrite (FERRANDIZ et al., 2008; IBANEZ et al.,
2011). Confirmando esses dados, também em artrite induzida por colageno, foi
demonstrado que tanto biliverdina quanto CO reduziram a condi¢éo inflamatéria e a
destruicdo 6ssea (BONELLI et al., 2012).

Apesar do grande interesse que HO-1 tem recebido nos ultimos anos e a
forte evidéncia dos seus efeitos citoprotetores e anti-inflamatérios, o papel da via
HO-1/BVD/CO na artrite da ATM e na dor facial ainda ndo foi estudado, sendo

objetivo do presente trabalho.

1.5. Modelos experimentais para estudo da nocicepcdo articular e das

alterac@es inflamatdrias na articulagcdo temporomandibular

Alguns modelos experimentais, utilizando diferentes espécies animais,
tém sido desenvolvidos para o estudo da nocicepcdo articular e das alteracfes
inflamatérias da ATM. Alguns autores propéem a inducdo da artrite através de
procedimentos cirargicos como remocao do disco articular (YAILLEN et al., 1979),
perfuracdo do disco articular (HELMY et al., 1988), remocao de cartilagem articular
(ISHIMARU; GOSS, 1992), inducdo de trauma cirdrgico em tecidos articulares
(LEKKAS, 1994), realizacdo de osteotomia subcondilar (MONJE et al., 1993),
remocdo do cébndilo mandibular (SHIMODA et al., 1989) e aplainamento da
eminéncia articular (TOMINAGA et al., 2002). Outros induzem a artrite na ATM
através de procedimentos mecéanicos como deslocamento do disco articular (ALI,
SHARAWY, 1994) e tracionamento do ramo mandibular (IMAI et al., 2001). Outros
autores trabalham, ainda, com animais modificados geneticamente (EMBREE et
al., 2011). A maioria dos autores, entretanto, induzem alterages inflamatorias
através da injecdo intra-articular de substancias na ATM de ratos. Autores como
Puzas (2003) acreditam ainda ndo haver um modelo experimental que sirva para
esclarecer a fisiopatologia da dor orofacial e das condicfes inflamatorias da ATM
em todos os estagios, da fase aguda a fase cronica. A saber, os diferentes modelos
experimentais apresentam vantagens e desvantagens que os tornam validos

dependendo da abordagem que se pretende fazer, porém ha mais similaridades
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gue diferencas entre estes modelos e a artrite na ATM, o que justifica o0 seu
emprego.

Um dos primeiros modelos de inducdo de artrite na ATM de ratos
através da injecao de substancias foi desenvolvido por Zamma, em 1983, o qual se
utilizou de estimulos mecéanicos juntamente a inoculagéo intradérmica de adjuvante
completo de Freund (CFA) na escapula parietal de ratos, sendo a artrite avaliada
histologicamente. Ren (1999), fazendo uso dos filamentos de von Frey e pela
inducdo da dor facial por adjuvante completo de Freund (CFA) na ATM de ratos,
desenvolveu um método para avaliar o limiar de nocicepcdo mecanica. Kerins et
al., em 2003 e 2005, induziram inflamacéo/dor aguda na ATM de ratos pela injecéao
de CFA, avaliando tais achados através de parametros comportamentais
alimentares.

Haas et al., em 1992, aplicaram Oleo de mostarda na regido
temporomandibular de ratos e, atravées de parametros inflamatérios de
extravasamento de azul de Evans e infiltracdo de neutrofilos, observaram
inflamacéo aguda nos tecidos articulares. Fiorentino et al. (1999) compararam
atividade inflamatoria do 6leo de mostarda e do glutamato aplicados na ATM de
ratos através de parametros inflamatérios de extravasamento de azul de Evans e
da medicdo do edema, e mostraram que 6leo de mostarda induziu alteracbes
inflamatorias agudas, enquanto glutamato ndo apresentou tal efeito.

Em 1996, Carleson et al. injetaram substancia P (i.art.) na ATM de ratos
e estudaram o papel da inflamacdo neurogénica na artrite aguda da ATM.
Tominaga et al. (1999) injetaram o antigeno ovoalbumina para inducdo da artrite na
ATM de coelho, avaliando inflamagéo via temperatura na superficie da pele e
analise histopatolégica, assim como nocicepcao articular pela limiar de retirada da
cabeca por pressao exercida. Kawai et al., em 2000, utilizaram IL-1 recombinante
humana para inducdo da artrite na articulagdo temporomandibular de ratos e
estudaram a participagdao de radicais livres na etiopatogenia das alteragcbes
degenerativas da ATM cronicamente. Roveroni et al. (2001) administraram
formalina na ATM de ratos e realizaram estudo comportamental para avaliar dor
orofacial aguda.

Lundeberg et al. (1996) foi o primeiro a utilizar carragenina para induzir
artrite  na ATM, avaliando a participacdo de neuropeptideos no modelo
experimental. Takeuchi et al. (2004) induziram inflamacao/dor aguda na ATM
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através da injecdo de carragenina e kaolina e estudaram dor baseados em
parametros comportamentais e em preparacao de nervo isolado. Denadai-Sousa et
al. (2009) induziu artrite na ATM de ratos com carragenina e avaliaram o limiar de
nocicepcao articular através de Von-Frey elétrico, assim como avaliaram
parametros inflamatérios e a participacéo de citocinas.

Outros trabalhos mostraram que a aplicacdo i.art. de substancias como
6leo de mostarda (YU et al., 1995; NOGUCHI et al., 2005), glutamato (CAIRNS et
al., 1998, 2001), substancias algésicas (NaCl, KCI, histamina) (BROTON; SESSLE,
1988) e capsaicina (LAM et al., 2005) na ATM de ratos apresentava efeitos na
hiperatividade da musculatura facial.

Para estudo da artrite reumatdide (AR) na ATM, Al-Mobireek et al.
(2000) induziram a doenca pela injecao sistémica de Streptococcus pyrogeneses e

estudaram AR na ATM atraves de exames clinicos e tomograficos.

1.6. Artrite induzida por zymozan

Zymozan tem sido usado como um agente pré-inflamatério jA ha alguns
anos (GADO; GIGLER, 1991). E classificado como um polissacarideo constituinte da
parede celular do fungo Saccharomyces cerevisae que causa uma resposta
inflamatéria quando injetado intradérmica (RIDGER et al.,, 1997), intraperitoneal
(RAO et al., 1994) ou intra-articularmente (GRIFFITHS et al., 1991; GEGOUT et al.,
1995; COMERFORD; ETWEBI, 1995; PETTIPHER; SALTER, 1996; ROCHA et al.,
1999).

A administracdo de zymozan ativa a via alternativa do sistema
complemento, induz a degranulacdo de mastocitos a liberar aminas vasoativas como
serotonina e histamina, € capaz de gerar produtos do metabolismo do acido
araquidénico, assim como de estimular a liberacdo de mediadores inflamatorios por
macrofagos, neutréfilos e células sinoviais (KONNO; TSURUFUJI, 1983; GRIFFITHS
et al., 1991; COATES; MCCOLL, 2001; VALE et al., 2006).

A injecao intra-articular de zymozan em joelho de ratos desencadeia uma
artrite caracterizada inicialmente por aumento da permeabilidade vascular e
migracdo celular (ROCHA et al., 1999). Posteriormente, ocorre hipertrofia sinovial,
infiltracdo de células mononucleares, ativacao de fibroblastos e formacao do pannus
(KEYSTONE et al.,, 1977; GEGOUT et al.,, 1994). Ha ainda estudos sugerindo
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degradacgéo da cartilagem articular e do osso subcondral na fase crénica da artrite
por zymozan (GEGOUT et al., 1995; BEZERRA et al., 2004). Nosso estudo,
recentemente publicado, € o primeiro a validar a artrite induzida por zymozan na

articulagao temporomandibular de ratos (CHAVES et al., 2011) .

2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A dor é uma experiéncia complexa e pessoal, refletindo um conjunto de
condi¢cdes psicossociais, fisiologicas, genéticas e culturais, perpassando o0s
processos fisiolégicos e fisiopatoldgicos até o processamento emocional e cognitivo
no cérebro humano (JULIUS; BASBAUM, 2001). A dor nas estruturas articulares e
musculares em pacientes com DTM, portanto, € uma fonte comum de dor orofacial
crbnica, o que pode levar a auséncia ou insuficiéncia de trabalho ou interagbes
sociais, resultando em uma reducdo na qualidade de vida das pessoas acometidas
(GREENE et al., 2010). Aliado a isso, estudos epidemiolégicos ressaltaram a
prevaléncia da dor orofacial na populacéo, sendo definidos e rediscutidos critérios de
classificacdo para essas dores, afim de um melhor diagnéstico diferencial e
tratamento (DE LEEUW, 2008; GONCALVES et al.,, 2010). Sabe-se que essa
terapéutica € embasada na fisiopatologia da dor orofacial e que ainda carece de
estudos sobre sua fisiopatologia para um melhor controle da dor.

Ademais, devido ao fato de a dor orofacial envolver um grande grupo
de condicdes, e ao fato de as DTMs serem a segunda fonte dessas dores, seguidas
das dores odontogénicas, se faz mister o estudo da dor orofacial advinda de
alteracdes nessas estruturas (SHINAL; FILLINGIM, 2007). Por envolver fatores
fisiol6gicos e psicoldgicos, em animais, portanto, a dor é avaliada de forma indireta.
Assim, o componente sensitivo discriminativo da dor € chamado de nocicepcéo, e 0s
modelos experimentais em animais sdo modelos de nocicepgao (TJZLSEN et al.,
1992). Alguns modelos experimentais, utilizando diferentes espécies animais, tém
sido desenvolvidos para o estudo da nocicepgdo articular e das alteragdes
inflamatorias da ATM. Devido ao fato de a artrite induzida por zymozan em joelho de
ratos desencadear condicbes que perpassam da fase aguda a fase crbnica da
artrite, torna-se valido desenvolver um modelo experimental de hipernocicepcao e

artrite induzida por zymozan na articulagado temporomandibular de ratos.
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Somado a isso e diante do grande interesse que a via da HO-1 tem
recebido nos ultimos anos e a forte evidéncia de seus efeitos citoprotetores e anti-
inflamatorios, é relevante o estudo do papel da via HO-1/BVD/CO na artrite da ATM

e na dor facial.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Desenvolver um modelo experimental de hipernocicepcéo articular e
inflamacé&o na ATM de ratos induzida por zymosan, investigando o papel da via HO-
1/BVD/CO/GMPc/canal de K* sensivel a ATP.

3.2. Objetivos especificos

1. Estudar a hipernocicepcao articular e parametros inflamatérios como: migracéo
celular, aumento de permeabilidade vascular e atividade de mieloperoxidase na

induzida por zymosan na articulacado temporomandibular de ratos;

2. Investigar o envolvimento da via HO-1/BVD/CO na fisiopatologia da
hipernocicepgao articular e artrite da articulagdo temporomandibular de ratos

induzidos por zymosan;

3. Analisar a participacdo de GMPc e canais de K* sensiveis a ATP no mecanismo
de acdo antinociceptivo da via HO-1/CO na hipernocicepcéo articular induzida por

zymosan em ATM de ratos;

4. Estudar o curso temporal da expressdo do RNAm para HO-1, TNFa e IL-18 em
tecidos da ATM e no ganglio trigeminal de ratos submetidos a artrite por zymosan na

articulacéo temporomandibular de ratos;

5. Investigar através de imunohistoquimica as células da ATM e do ganglio

trigeminal que produzem HO-1 e os mediadores TNFa e IL-13.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (180-240 g) fornecidos pelo biotério
central da Universidade Federal do Ceara (UFC) - Campus do PICI, e alocados no
biotério setorial da UFC Campus Sobral. Os animais receberam agua e alimentacao
ad libitum. Todos os esforcos foram feitos para minimizar o nimero e o sofrimento
dos animais utilizados.

Todos os experimentos foram realizados de acordo com a legislagao
nacional vigente e de acordo com as diretrizes da Associacao Internacional para o
Estudo da Dor (IASP) para estudo da dor em animais conscientes (ZIMMERMAN,
1983). O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa com Animais da
UFC (protocolo CEUA n° 26/08).

4.2. Drogas, Solucdes, Liquidos e Corantes

Todos o0s reagentes utilizados apresentaram grau de pureza e
propriedades analiticas adequadas. As drogas e reagentes utilizados para o
desenvolvimento deste trabalho foram:

Alcool absoluto, hematoxilina, eosina, violeta de genciana (Reagen);
sulfato de sédio anidro (Na,SO,), azul de toluidina, azul de Evans 2,5%, brometo de
cetil, trimetil amonio, &acido cloridrico P.A (HCI), hidroxido de sédio (NaOH), acido
sulfrico (H,SO,4), alcool etilico P.A, fenol P.A, cloreto de béario (BaCl,), acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), Acido fosférico P.A. (Synth, Brasil), cloroférmio,
acido acético P.A, formaldeido P.A, hidrato de cloral, cloreto de sédio (NaCl), acetato
de sodio, peroxido de hidrogénio (H.O,), D-galactose (Vetec Quimica farm. LTDA,
SP-Brasil); agarose (Bioagency, Sdo Paulo, SP); albumina sérica bovina (BSA),
cloreto de cetilpiridinio (CCP), DEAE-celulose, propano 1,3-diamino, azul de 1,9-
dimetilmetileno (ADM), brometo de hexadecil-trimetil-amoénio (HTAB), indometacina,
tribromoetanol, dextrana sulfato, fosfato de potassio monobasico, fosfato de potassio
dibasico, zymosan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); o-dianosidina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA); hemina, DMDC, ZnPP IX, biliverdina, ODQ,
glibencalmida (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); tampao carbonato de sodio
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(Na,COs); Kits para dosagens séricas: bilrrubina (Labtest®, Lagoa Santa, MG,
Brasil); Anticorpo TNF-q, IL-13, HO-1 (Santa Cruz Biotechnology, INC); KIT ABC IgG
de cabra (VECTASTAIN); dietil pirocarbonato (DEPC); TRIzol®, oligo (DT), dNTPs
Mix 10mM, Superscript Il reverse transcript 10000 U (Life/Technologies Invitrogen);
Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). As drogas e reagentes foram

solubilizados em salina estéril (0,9%, NaCl), agua destilada ou ultra-pura.

4.3. Modelo experimental de hipernocicepcao articular e artrite na articulacao

temporomandibular induzida por zymozan

4.3.1. Injecéo intra-articular de zymozan

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol a 10 % (1 mL/100 g;
i.p.) para proceder a inje¢do intra-articular (i.art.) de Zy (40 pL), dissolvido em
solucdo salina estéril, na ATM esquerda dos animais, utilizando-se agulha de
insulina com calibre de 29 G em seringa de 0,5 mL (CHAVES et al., 2011). O grupo
sham recebeu salina estéril 0,9 % (40 uL) na ATM esquerda. Primeiramente,
realizou-se tricotomia do local, quando entdo a agulha foi inserida no ponto
imediatamente inferior a borda posterior do arco zigomético e avancada em direcdo
medial e anterior até contato com o condilo. Esse contato foi verificado
movimentando a mandibula, e a puncdo da agulha no espaco articular foi
confirmada pela perda de resisténcia, quando se injetou 40 uL de Zy ou salina i.art.

Foi realizada uma curva dose-resposta pela aplicacdo de Zy nas doses
de 0,25; 0,5; 1 ou 2 mg para definir a melhor dose de Zy a ser utilizada para induzir
hipernocicepcéo articular e artrite na ATM. Para tanto, a afericdo da hipernocicepcéao
articular foi realizada entre a 22 h e a 62 h ap6s administracdo de Zy ou salina i.art.,
guando os animais foram sacrificados. Apos o sacrificio na 62 h, foram coletadas as
amostras, e os parametros avaliados foram contagem total de leucécitos do lavado
sinovial e dosagem de mieloperoxidase (MPO) tanto do lavado sinovial quanto dos
tecidos articulares da ATM.

Foi realizado também a cinética da hipernocicepcdo articular e do
processo inflamatorio na artrite da ATM induzida por zymozan, em que Zy, na dose
estabelecida a partir da curva dose-resposta de Zy, ou salina foram administrados
l.art., e os animais foram sacrificados nos tempos 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 9 h, 12 h, 24 h,
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48 h, 10 d, 20 d e 30 d. Os parametros avaliados foram afericdo da hipernocicepcéo
articular, contagem total de leucécitos do lavado sinovial, dosagem de
mieloperoxidase (MPO) tanto do lavado sinovial quanto dos tecidos articulares da

ATM, e avaliacdo do extravasamento plasmatico de azul de Evans.

4.3.2. Teste nociceptivo (avaliacao da hipernocicepgéo articular)

A hipernocicepcdo mecanica foi avaliada através do comportamento de
retirada da cabeca do animal (head-withdrawal threshold) em resposta a aplicacéao
de uma forca (g) de intensidade crescente a ATM. Classicamente, um dos métodos
utilizados para avaliar a presenca da hipernocicepcéo articular é através do emprego
de filamentos de von-Frey (REN, 1999). Em nosso estudo, utilizamos um
equipamento desenvolvido pela Insight (Ribeirdo Preto, SP, Brasil), o qual é
baseado em um sistema de transduc¢édo digital que registra a forca maxima aplicada
ao animal até o momento de sua resposta de retirada da cabeca (DENADAI-SOUZA
et al., 2009).

Foi realizado treinamento para que 0s animais permitissem a afericdo da
hipernocicepcao articular. Primeiramente foi realizada tricotomia na regido da ATM
esquerda de ratos Wistar. Durante o treinamento, os animais eram transferidos para
gaiolas individuais onde foram mantidos previamente por trinta minutos e
condicionados a receber estimulos mecéanicos na ATM esquerda durante os quatro
dias que antecederam ao dia de inducédo da artrite e afericAo da nocicepcdo. No
quinto dia, foi obtido o valor basal (média de trés medidas) da ATM esquerda
(DENADAI et al., 2009). ApGs a inducao da artrite por Zy ou da administracdo de
salina i.art., a hipernocicepgéo articular foi registrada através da observagdo do
limiar mecanico de retirada da cabeca resultante da média de trés medidas
consecutivas (CHAVES et al., 2011).

4.3.3. Lavagem da ATM e coleta do lavado sinovial

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 10 % (0,1 mL/35 Q)
e sacrificados por exsanguinacdo. Procedeu-se dissecacao dos tecidos superficiais
até atingir a ATM esquerda para coleta do lavado sinovial. As ATMs foram entéo

lavadas com volumes de 0,05 mL (2 x) de solucdo com tampao fosfato de potassio
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(PBS) e EDTA utilizando-se seringa de 0,5 mL. Do lavado sinovial, foram obtidas
aliguotas para realizacdo de contagem do influxo celular no lavado sinovial, e
restante do lavado foi armazenado em tubos de eppendorfs no freezer a -80° C para

posterior dosagem de mieloperoxidase e dosagem de citocinas.

4.3.4. Coleta da articulagcéo temporomandibular

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 10 % (0,1 mL/35 Q)
e sacrificados por exsanguinacdo. Procedeu-se dissecacao dos tecidos superficiais
até atingir a ATM esquerda. Para realizacdo da dosagem de MPO, avaliacdo do
estravasamento de azul de evans, analise histopatolégica e imunohistoquimica, foi
coletada toda articulacéo incluindo tecidos duros e tecidos moles da ATM de cada
animal.

Para realizagdo da reacdo em cadeia de polimerase quantitativa em
tempo real (QRT-PCR), foram coletados os tecidos moles da ATM utilizando material
cirdrgico livre de RNAases (aquecido por 200° C/4 h) ). As amostras foram limpas
com PBS estéril tratado com dietilpirocarbonato (DEPC), um inibidor de RNAase, e
congeladas imediatamente. Posteriormente, as amostras foram armazenadas em

microtubos de 1,5 mL estéreis e mantidas em nitrogénio liquido.

4.3.5. Coleta do ganglio trigeminal

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 10 % (0,1 mL/35 g)
e sacrificados por exsanguinacdo. Para ter acesso ao ganglio trigeminal, que fica
alojado na base do créanio na regido de cavo trigeminal no osso temporal, foi
removida calota craniana e o cérebro, e cautelosamente identificado e removido o
ganglio trigeminal para realizacdo de estudo por gRT-PCR e imunohistoquimica.

Para realizacdo de gRT-PCR, foram coletados os ganglios trigeminais
utilizando material cirdrgico livre de RNAases (aquecido por 200° C/4 h). As
amostras foram limpas com PBS estéril tratado com dietilpirocarbonato (DEPC), um
inibidor de RNAase, e congeladas imediatamente. Posteriormente, as amostras
foram armazenadas em microtubos de 1,5 mL estéreis e mantidas em nitrogénio

liquido.
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4.4. Parametros avaliados

4.4.1. Hipernocicepcao articular

O limiar mecanico de retirada da cabeca do animal foi procedido conforme
descrito anteriormente e avaliado nos tempos 2 h,3h,4h,6h,9h,12h,24he48h

apos administracédo de Zy ou salina i.art.

4.4.2. Contagem do influxo celular no lavado sinovial

Nos tempos 2 h, 3 h,4 h,6 h,9 h, 12 h, 24 h e 48 h apés administracédo
de Zy ou salina i.art., os animais foram sacrificados, e realizada coleta do lavado
sinovial, conforme descrito anteriormente. Dos lavados sinoviais obtidos, retiramos
uma aliquota (10 pL) que, apos coloragdo em solucdo de Turk (90 pL), foi utilizada
para contagem total do niumero de leucdcitos utilizando camara de Neubauer em

microscopio Optico com aumento de 20 X.

4.4.3. Medida do extravasamento de azul de Evans / Analise da permeabilidade

vascular

Nos tempos 2 h, 4 h, 6 h, 12 h, 24 h e 48 h apds administracao de Zy ou
salina i.art., os animais foram sacrificados, e as ATMs foram coletadas conforme
descrito anteriormente. A quantificacdo de Azul de Evans no tecido articular foi
medida por espectrofotometria. O corante foi injetado intravascular (i.v.) na veia da
cauda, na dose de 25 mg/kg, dissolvido em salina, 30 minutos antes do sacrificio.
Baseado no método de extracdo de azul de Evans de Kwan et al. (1996),
imediatamente apds a extracdo do tecido articular, este foi pesado e imergido em
solugdo de 2 mL de formaldeido, assim mantido “overnight”. O sobrenadante (100 pl)
foi extraido, sua absorbéancia foi determinada através de espectofotbmetro em 630
nm, e sua concentracdo determinada pela comparagcdo com uma curva padréo da
mesma amostra. A quantidade de azul de Evans foi expressa em ug/g de tecido

coletado e calculada por peso da amostra.
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4.4.4. Ensaio de mieloperoxidase

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente nos granulos azuréfilos
dos neutrdfilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltracdo de
neutréfilo armazenados nos processos inflamatérios em varios tecidos. Para tanto, o
lavado sinovial ou tecido articular da ATM foram utilizados a fim de comparar os
resultados e determinar por qual material biologico, se lavado sinovial ou tecido da
ATM, era mais adequado para avaliar a atividade de MPO no modelo experimental

de artrite na ATM induzida por Zy.

Para avaliar a atividade de MPO nos tempos 2 h,4h,6 h, 12 h, 24 h e 48
h, apés administracdo de Zy ou de salina i.art, os animais foram sacrificados, e
realizada coleta do lavado sinovial e da ATM, conforme descrito anteriormente. Na
ATM, 100 a 200 mg de tecido articular, depois de pesados, foram colocados num
tampé&o de potassio com 0,5% de brometo de hexadecitrimetilamdnio (pH 6,0; 50 mg
de tecido por mL) e posteriormente homogeneizados em um Politron. A seguir, 0
homogenato foi centrifugado a 4500 rpm por 12 minutos a 4° C, e o sobrenadante foi
colhido. A atividade da MPO por mg de tecido e do lavado sinovial foi realizada
através da técnica descrita por Bradley et al. (1982), utilizando 0,0005 % de peroxido
de hidrogénio como substrato para a MPO. A unidade da atividade de MPO foi
definida como aquela capaz de converter 1 umol de peroxido de hidrogénio em agua
em 1 minuto a 22° C. Durante o ensaio, a medida que o peroxido de hidrogénio era
degradado ocorria a producdo do anion superéxido, responsavel pela conversao de
o-dianosidine em um composto de cor marrom. Foi realizada leitura em leitor de
placa com absorbancia de 450 nm. Os resultados foram expressos como atividade
de U de MPO/g de tecido ou U de MPO por lavado sinovial (BRADLEY et al., 1982).

4.4.5. Analise histopatologica da ATM

Para analise da ATM, nos periodos de 6 h, 10 d, 20 d e 30 d apos
administracdo de Zy ou salina i.art., os animais foram sacrificados, e as ATMs foram
coletadas conforme descrito anteriormente. As articulagdes foram fixadas em formol
10 % por 24 h, desmineralizadas com EDTA 10 %, e depois mantidas em agua
corrente por mais 24 h. Em seguida foram desidratadas, embebidas em parafina e



53

seccionadas no longo eixo da ATM, em seccdes de 4 um, que incluiram céndilo,
cartilagem articular, tecido periarticular e disco articular para colora¢éo pelo método
de eosina-hematoxilina.

As articulagdes foram analisadas em microscépio Optico Leica acoplado a
computador, para as quais foram atribuidos escores de 0 a 4 de acordo com a
intensidade do infiltrado inflamatério na membrana sinovial (MS) e nos tecidos
periarticular e muscular estriado, e de acordo com o grau de espessamento e fibrose
da MS. Os escores atribuidos de acordo com o infiltrado articular foram 0: ausente,
1: discreto, 2: leve, 3: moderado e 4: intenso. Para todas as amostras foi realizado
estudo cego para atribuir os parametros histopatolégicos as amostras. A fim de
visualizagdo dos tipos celulares presentes em cada fase da artrite utilizamos
aumento de 400 x.

4.5. Modulacéo farmacologica

4.5.1. Estudo da participagao da via HO-1/BVD/CO na hipernocicepgéo articular

e na inflamacdo da ATM induzidas por Zy

Para determinar se a inducao ou inibicdo de HO-1 é capaz de modular a
intensidade da hipernocicepcao articular e da inflamacéo na artrite da ATM induzida
por Zy, foram utilizados drogas que atuam na via HO-1/BVD/CO, administrados por
via s.c. 1 h antes da inducéo da artrite por Zy.

o Hemina: um substrato analogo utilizado como indutor da HO-1, diluido em
tampédo hidroxido de soédio (NaOH) 1 mM e solugdo salina estéril (0,9 %), foi
administrado nas doses de 0,1; 0,3 ou 1 mg/Kkg;

o DMDC: doador de CO (produto final da via enzimatica de HO-1/BVD/CO),
diluido em tween e solugéo salina estéril (0,9 %), foi administrado nas doses 0,025;
0,25 ou 2,5 pmol/kg;

o Biliverdina: produto final da via enzimatica de HO-1/BVD/CO, diluido em
tampdo hidroxido de sédio (NaOH) 1 mM e solugdo salina estéril (0,9 %), foi

administrado nas doses de 1, 3 ou 10 mg/kg;
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o ZnPP IX: inibidor seletivo da enzima HO-1, diluido em solugcdo tampéao
carbonato de sodio (Na,CO3) 50 mM e salina estéril (0,9 %), foi administrado nas
doses de 1, 3 ou 9 mg/kg;

o Indometacina: inibidor de COX, diluido em salina estéril (0,9 %), foi

administrado na dose de 5 mg/kg, utilizado como controle positivo.

A andlise da hipernocicepc¢éo articular foi realizada na 42 h apés inducéo
da artrite, e a contagem do influxo celular no lavado sinovial, dosagem de
mieloperoxidase no lavado sinovial e analise histopatolégica da ATM foram

realizadas na 62 h apds inducéo da artrite.

4.5.2. Estudo da participacdo de GMPc e canais de K* sensiveis a ATP no

mecanismo antinociceptivo e antiinflamatorio da via HO-1/CO

Em outra sequéncia de experimentos, foi estudada a participacdo de
GMPc e canais de K' sensiveis a ATP no mecanismo de acgdo antinociceptivo e
antiinflamatdrio da via HO-1/CO na artrite da ATM induzida por zymosan em ratos.
Para tanto, foram utilizados drogas que modulam essa via, administrados por via s.c.
ou i.p., 30 min ou 1 h antes da indugé&o da artrite por Zy.
o ODQ: um inibidor seletivo da guanilato ciclase soluvel (GCs), diluido em
DMSO e solucao salina estéril (0,9 %), foi administrado na dose de 12,5 umol/kg
(s.c.) 1 h antes do DMDC 2,5 pumol/kg (s.c.);
o Glibenclamida: um bloqueador de canal de K* sensivel a ATP, diluido em
solucéo salina estéril (0,9 %), foi administrado na dose 10 mg/kg (i.p.) 30 min antes
do DMDC 2,5 pmol/kg (s.c.).

A analise da hipernocicepcao articular foi realizada na 42 h apos inducéo
da artrite, e a contagem do influxo celular no lavado sinovial e dosagem de

mieloperoxidase no lavado sinovial foram realizadas na 62 h apds inducéo da artrite.
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4.6. Estudo do curso-temporal da expressdo do RNAm para HO-1, TNFa e IL-18 em
tecidos da ATM e do ganglio trigeminal de ratos com artrite na ATM induzida

por Zy

Para estudar o curso-temporal da expressdao génica de HO-1 e a
interligagdo temporal da via HO-1/BDV/CO com a expressdo génica de dois
importantes mediadores inflamatérios, TNFa e IL-18, foi realizado o estudo tanto em
tecidos da ATM de ratos, quanto no ganglio trigeminal, local onde se situam os
corpos celulares dos neurénios aferentes priméarios. Para tanto, nos periodos de 3 h,
6 h, 9 h, 12 h e 24 h apés administracdo de Zy ou salina i.art., os animais foram
sacrificados, e os tecidos da ATM e os ganglios trigeminais foram coletadas

conforme descrito anteriormente.

4.6.1. Extracao de RNA total

O RNA total foi extraido utilizando TRIzol® (Life Tecnhologies/Invitrogen)
(0,1 g de tecido /1,0 mL de TRIzol®) seguindo as orientacdes do fabricante baseado
no método de isolamento de RNA num Unico passo desenvolvido por Chomczynski
et al. (1987). Posteriormente o RNA total foi purificado pelo método guanidino-
isotiocianato-fenol-cloroformio e, apds posterior precipitacdo com uso de Iso-
Propanol (isopropanol) e etanol 75 %, o RNA total foi mantido (-80° C) em agua

ultra-pura tratada com DEPC.

4.6.2. Quantificacao por espectrofotometria e eletroforese

Para testar a eficacia da extracéo e pureza do RNA total, foi determinada
a concentracdo de RNA total nas amostras por diluicdo do RNA (fator de diluicdo
conhecido) e leitura em cubetas de quartzo em espectrofotbmetro no comprimento
de onda de 260 nm (Azs0) € 260/280 nm (Aze0/A280). A qualidade do RNA total foi
verificada por eletroforese em gel de agarose 1 % corado com brometo de etidio (10

mg/ml) em equipamento de luz ultravioleta.
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4.6.3. Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA (DNA complementar) foi utilizado por reacéo 1
Hg de RNA total, 0,3 pg do primer oligo (dT) (Invitrogen), 1 pL de dNTPs Mix 10 mM
e agua estéril, que, apdés misturadas, foram aquecidas a 65° C por 5 min e depois
resfriados em gelo. Posteriormente, foi adicionado 1 puL da Superscript Il reverse
transcript 10000 U (Invitrogen) (200 U), 2 uL de DTT 0,1 M, 4 uL de Fist-Strind Buffer
5X, e o mix foi incubado no termociclador a 50° C por 50 min, sendo depois aquecido

a 70° C por 15 min e posteriormente armazenado a -20° C.

4.6.4. Construcdo dos primers para os genes GAPDH, HO-1, TNFa e IL-18

Os primers foram desenhados com base em dados obtidos do Gene Bank
(NCBI) e submetidos a analise através do programa PrimerBlast, com especificidade
somente para RNAmM de Rattus novergicus. Os primers foram produzidos pela
Invitrogen (Tabela 1). O GAPDH foi utilizado como gene para controle enddgeno,
denominado também housekeeping, por ser um gene que ndo € afetado pela
condicao inflamatoria analisada, visando normalizar as amostras quanto a possiveis

diferencas de quantidade de cDNA adicionadas em cada reacéo.

TAMANHO NUMERO DE
NOME SIGLA SEQUENCIA DO ACESSO
AMPLICON

F 5- CGGGGTGATCGGTCCCAACAA -3’
Fator de necrose TNF-a 139 NM-012675.3
. | R 5- GTGGTTTGCTACGACGTGGGC - 3’
umoral-a

Interleucina -18 IL-18 F 5-ACCTGCTAGTGTGTGATGTTCCCA-3’ 109 M98820.1
R 5- AGGTGGAGAGCTTTCAGCTCACAT-3
F 5'- TCCAGTATCAGAACCGCATTGCCT -3

Heme-oxigenase-1 HO-1 R 5- AGCAAGTCCGTGTTCAAGGAGGAT -3 99 NM-012580.2
Gliceraldeido-3- GAPDH F 5- GGGGGCTCTCTGCTCCTCCC -3 108 NM-017008.3
fosfodesidrogenase R 5’- CGGCCAAATCCGTTCACACCG -3’

Tabela 1 - Informacéo dos genes relatados e das sequéncias de primers.Fonte:

NCBI - National Center for Biotechnology Information



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Os primers utilizados para os genes alvos (HO-1, TNFa e IL-1B) foram
desenvolvidos sob a juncdo éxon-éxon, impossibilitando a amplificacdo de DNA

gendmico. A localizacéo éxon-éxon esta marcada de branco na figura 6.
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Figura 6. Localizacdo éxon-éxon dos primers desenhados para os genes alvo
(TNFa, IL-18 e HO-1).

4.6.5. PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

As andlises quantitativas da expressdo dos genes foram realizadas
através de PCR em Tempo Real (QRT-PCR). Para tanto, 1 pg do cDNA de cada
amostra foi utilizado na reacao de gRT-PCR. Além dos acidos nucléicos, a reacao foi
composta de iniciadores especificos (300 nm cada) e 10 pl de 2X Power SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems), com volume final de 20 pl. A reacdo de
amplificacéo foi realizada no termociclador Mastercycler® ep realplex* (Eppendorf)
consistindo de desnaturacéao inicial de 95° C/10 min seguido de 40 ciclos térmicos de
95° C por 15 s, 55° C por 15 s e 60° C por 20 s. Para analise de provaveis
contaminantes realizou-se melting curve constando de temperatura inicial de 55°
C/15 s, gradiente de 20 min e temperatura final de 95° C/15 s (Figura 7).

Para as analises da expresséo dos genes, foram monitorados os niveis de
expressdo do GAPDH (controle enddgeno), e como controle negativo 0 mix sem o

cDNA. Nesse sistema, a amplificacdo da sequéncia alvo foi detectada em tempo real
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pela emisséo de fluoréforos que ocorre quando ha formacédo de dupla fita na regido
codificada pelo par de primers. A quantificacdo da amplificacdo foi feita pela
fluorescéncia captada pela unidade O6ptica do aparelho. Pelas caracteristicas do
sistema gRT-PCR € possivel determinar todo o perfil de amplificacdo, o que
representa vantagens metodologicas (SCHMITTGEN et al., 2000).

O monitoramento em tempo real da PCR foi realizado em um
termociclador RealPlex 4S (Eppendorf ®) através da deteccdo dos niveis de
fluorescéncia do SYBR Green. As andlises dos dados de fluorescéncia obtidos foram
realizadas pelo Realplex Software. Todas as reacdes, tanto dos genes alvo quanto
do controle endbégeno, foram realizadas em triplicatas. Os cycle threshold — Ct
utilizados para as analises foram a média aritmética entre as triplicatas dos genes
alvo e controles enddgenos. A obtencdo da expressao relativa foi realizada pelo
método descrito anteriormente (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os resultados foram
normalizados utilizando os Cycle treshold — Ct. Para a normalizacao, foi utilizada a
equacao ACt = Ct (gene alvo) — Ct (controle enddgeno). A calibracéo foi determinada
pela férmula: AACt = ACt (amostra) — ACt (calibrador). A quantificagao relativa
(valores arbitrarios) foi obtida pela férmula E (eficiéncia do primer) ~[ACt (grupo experimental)
~ACt(grupo controle)] () \AK: SCMITTGEN, 2001; PFAFFL, 2001).

95°C10min  95°C 155 95°C 15s 95°C 158

60°C 20s

S5°C 155 56°C 155

Melting Curve

Figura 7. llustracdo do programa utilizado na reacdo de qRT-PCR. A reacao de
gRT-PCR foi realizada através de desnaturacao inicial de 95° C/10 min, seguido de
40 ciclos térmicos de 95° C por 15 s, 55° C por 15 s e 60° C por 20 s. Para analise
de provaveis contaminantes realizou-se melting curve constando de temperatura

inicial de 55° C/15 s, gradiente de 20 min e temperatura final de 95° C/15 s.
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4.7. Imunohistoquimica da ATM e do géanglio trigeminal para HO-1, TNFa e IL-
18

Para comprovacdo de que a expressao génica de HO-1, TNFa e IL-18
resultou na sintese proteica desses mediadores inflamatérios e para identificar quais
tipos celulares produzem HO-1, TNFa e IL-1B, foi realizado estudo por
imunohistoquimica na ATM e no ganglio trigeminal de ratos, utilizando método de
estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981).

Para tanto, na 62 h apés administracdo de Zy ou salina i.art. 0os animais
foram sacrificados, e os tecidos da ATM foram coletados conforme descrito
anteriormente. Na 122 h apds administracdo de Zy ou salina i.art., 0s animais foram
sacrificados, e 0s ganglios trigeminais foram coletadas conforme descrito
anteriormente. As ATMs e os ganglios trigeminais foram fixados em formol 10 % por
24 h. As ATMs foram desmineralizadas por EDTA a 10 % e depois mantidas em
agua corrente por mais 24 h. Em seguida as pecas tanto da ATM quanto do ganglio
trigeminal foram desidratadas e embebidas em parafina. As ATMs foram
seccionadas em seu longo eixo, em sec¢des de 4 um, que incluiam céndilo,
cartilagem articular, tecido periarticular e disco articular, e os ganglios trigeminais
foram seccionados em seu longo eixo, também em secg¢bes de 4 um.

Resumidamente, os cortes histolégicos da ATM e do ganglio trigeminal
foram desparafinizados e reidratados em xileno e &lcool. ApGs recuperagdo com
antigeno, peroxidase endégena foi realizada (15 min) com 3 % (v/v) de peroéxido de
hidrogénio e lavada em tampé&o fosfato (PBS). Os cortes foram incubados “overnight”
(4° C) com anticorpo primario anti-HO-1, anti-TNFa ou anti-IL-18 (Santa Cruz®) de
coelho diluido 1:200 em PBS com albumina sérica bovina (PBS-BSA). Os cortes
foram entdo incubados com “biotinylated goat anti-rabbit”; diluido 1:400 em PBS-
BSA. Depois de lavado, os cortes foram incubados com “avidin-biotin-horseradish
peroxidase” conjugada (Strep ABC complexo pela Vectastain® ABC Reagent e
solucdo de substrato de peroxidase) por 30 min, de acordo com o protocolo de
Vectastain. HO-1, TNFa e IL-1B foram visualizados com o0 cromogeno
3,3'diaminobenzidine  (DAB). Controles negativos foram  processados
simultaneamente como descrito acima, sendo que o primeiro anticorpo foi

substituido por PBS-BSA 5 %. Os cortes foram corados com hematoxilina,
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desidratados em uma série de concentracdes de &lcool, clareados em xilol e, em

seguida, a laminula foi colocada.

4.8. Estudo dos niveis séricos de bilirubina em ratos com artrite na ATM

induzida por Zy

Para comprovacdo do aumento da atividade de HO-1, foi realizada a
determinacdo da concentracdo sérica de bilirrubina. Para tanto, na 92 h apos
administragao de Zy ou salina i.art., os animais foram anestesiados com hidrato de
cloral 10 % (0,1 mL/35 g), e o sangue do coracdo foi coletado em eppendorf
contendo 20 pL de heparina. A seguir as amostras foram centrifugadas a 4° C, 3200
g durante 10 min, e o sobrenadante coletado e armazenado a -80° C para posterior
dosagem de bilirrubina.

A bilirrubina foi medida através de um kit comercial (Labtest, Brasil). O
procedimento para a dosagem de bilirrubina direta consistiu em adicionar 1 mL de
agua destilada a 0,1 mL da solucédo de diazo reagente (10 yL de Nitrato de Sdédio
72,5 mmol/L com 0,3 mL de acido sulfanilico 5,75 mmol/L), seguido de 50 uL da
amostra de cada animal, quando entdo foi misturado e aguardou-se o tempo de 5
min. Determinou-se a absorbancia em 525 nm em espectrofotdmetro ou filtro verde
(500 a 540), acertando o zero com branco. A cor permanece estavel por 30 min. O
mesmo procedimento foi realizado para dosar bilirrubina total, modificando apenas a
solucdo que consistiu em adicionar 1 mL de acelerador (cafeina 130 mmol/L,
benzoato de sodio 260 mmol/L, acetato de sédio 460 mmol/L e surfactante) a 0,1 mL
da solucéo de diazo reagente (10 pL de nitrato de Sodio 72,5 mmol/L com 0,3 mL de
acido sulfanilico 5,75 mmol/L), seguido de 50 puL da amostra de cada animal. Para
chegar ao resultado final, dosa-se a absorbéancia padrdao da amostra que consiste
em adicionar 1 mL de agua destilada a 0,1 mL de &cido sulfanilico 5,75 mmol/L,
seguido de 50 pL da amostra de cada animal. Alcangcados esses resultados, aplica-
se a formula: Absorbéancia Teste (direta ou total)/ Absorbancia Padrdao x 10. Os

resultados expressos em bilirrubina/uL da amostra.
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4.9. Dosagem de IL-1B8 no lavado sinovial de ratos com artrite na ATM induzida

por Zy

Para comprovacdo de que a citocina IL-1B foi produzida, realizou-se
dosagem da citocina no lavado sinovial. Para tanto, na 62 h ap0s administracdo de
Zy ou salina i.art.,, os animais foram sacrificados, e realizada coleta do lavado
sinovial, conforme descrito anteriormente. A detecc¢éo da citocina IL-1 foi realizada
por ELISA, usando o Kit DuoSet (R&D Systems). Resumidamente, a placa para
ELISA de 96 pocos foi incubada por 18 h a 4° C com 100 pL por pogo de anticorpo
de captura para IL-13. Posteriormente, a placa foi lavada trés vezes com 300 uL de
tampéao de lavagem e bloqueadas com 100 pL por poco BSA 1 %. Apds bloqueio da
placa com BSA 1 % por 1 hora, a placa foi novamente lavada trés vezes com 300 pL
de tampéo de lavagem. 50 pL da curva padrédo foram adicionados em duplicata a
cada poco em varias diluicdes e 50 pL das amostras. Em seguida a placa foi
incubada por 2 horas a 4° C. A placa foi entdo lavada trés vezes com 300 uL de
tampéo de lavagem e depois incubada com anticorpo de detec¢éo para IL-1B. Apos
o periodo de incubacdo a 4° C por 2 horas, a placa foi lavada novamente por trés
vezes com 300 pL de tampéo de lavagem e incubada a temperatura ambiente por 20
minutos com 100 pL de estreptavidina diluida 1:200. A placa foi lavada novamente
por trés vezes com 300 pL de tampdao de lavagem, e 100 pL da solucéo de substrato
para revelacao (Kit DuoSet, R&D Systems Catalog — Dy999) foram adicionados. A
placa foi incubada durante 20 minutos, no escuro e a temperatura ambiente. A
reacdo enzimatica foi parada com a solucdo de parada (H.SO,), e a absorbéancia foi

medida a 450 nm. O resultado foi expresso em pg/mL.

4.10. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). As médias dos varios procedimentos experimentais foram comparadas
utilizando a andlise de variancia (ANOVA), e a significancia entre 0s grupos
estabelecida pelo teste Bonferroni. Para analise dos resultados da dosagem de
citocina, utilizou-se teste t. A andlise histopatoldgica, os dados foram expressos em
medianas e foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e Dunn’s para diferenciacéo

estatistica. As analises da expressao dos genes foram realizadas através do método
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de Livak e Scmittgen (2001). Para a realizagdo das analises quantitativas, os valores
de Cycle treshold (Ct) obtidos para cada gene de cada animal foram normalizados
com o nivel de expressdo de GAPDH para o estudo da expressdo das moléculas de
RNAmM da HO-1, TNFa e IL-1B8 durante a evolucédo da artrite na ATM. O nivel de
expressao relativa foi obtido pelo calculo do AACt = mACt, (Média variacdo de Ct do
grupo experimental alvo) — mACt, (Média da variagdo de Ct do grupo experimental
controle). A quantificacdo relativa foi obtida pelo método E- 22! (LIVAK;
SCMITTGEN, 2001; PFAFFL, 2001). A especificidade das reacdes foi confirmada
pela melting curve. O numero (n) de animais por grupo experimental foi no minimo 5.

O nivel de significancia aceito foi p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Modelo experimental de hipernocicepcdo articular na artrite da ATM

induzida por zymosan em ratos

5.1.1. Dose-resposta da hipernocicepcao articular e da inflamacdo na ATM

induzidas por Zy

Realizou-se, primeiramente, padronizacdo e validagdo da dose-resposta
de Zy na inducdo da artrite na ATM em ratos, seguida da avaliacdo do curso
temporal da doenca.

A hipernocicepcéao articular induzida por Zy na ATM esquerda de ratos
em todas as doses (0,25; 0,5; 1 e 2 mg), mensurada claramente pela reducao do
limiar mecéanico de retirada da cabeca, foi observada a partir da 22 h apds a inducéo
da artrite quando comparado ao grupo sham (p < 0,05) (Figura 8). Zy na dose de 2
mg apresentou reducao significativa do limiar mecéanico de retirada da cabeca na 42
h e na 62 h quando comparado a todas as outras doses de Zy (p < 0,05). Ademais,
Zy 2mg aumentou significativamente a migragdo leucocitaria, observada através da
contagem total do nimero de leucdcitos no lavado sinovial, quando comparado ao
grupo sham e a todas as outras doses de Zy (p < 0,05) (Figura 9).

Essa reducédo no limiar mecéanico de retirada da cabeca e o aumento da
contagem de leucdcitos totais no lavado sinovial foram acompanhados pelo aumento
da atividade de mieloperoxidase nos tecidos articulares e no lavado sinovial na 62 h
apos inducdo da artrite. Nos tecidos articulares, Zy 2 mg resultou aumento
significativo da atividade de MPO na 62 h ap0s a indugdo da artrite quando
comparado ao grupo sham (p < 0,05) (figura 10). Resultado semelhante foi
observado na 62 h apos a inducdo da artrite em que também Zy 2 mg aumentou
significativamente a atividade de MPO no lavado sinovial em relagéo ao grupo sham
(p <0,05) (figura 11).

A dose de Zy 2 mg, portanto, foi a escolhida para induzir artrite na ATM de
ratos, em detrimento das demais, por ter sido a melhor dose para causar alteracao

em ambos, comportamento nociceptivo e parametros inflamatérios.
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Figura 8. Curva dose-resposta da hipernocicepcao articular em ratos
submetidos a artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (0,25; 0,5; 1 ou 2 mg; 40
uL) foi injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solucéo
salina i.art. O limiar mecanico de retirada da cabeca foi mensurado antes e apos a
injecao intra-articular de Zy ou salina durante 6 h. A administragdo de Zy em todas
as doses reduziu o limiar de hipernocicepc¢ao articular a partir da 22 h. A dose de Zy
2 mg reduziu o limiar mecanico de retirada da cabeca na 42 h e 62 h comparado as
demais doses. Os dados representam a média £ epm (n=6). *p < 0,05 em relacdo ao

grupo sham, "p < 0,05 em relagdo aos grupos 0,25, 0,5 e 1 mg (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 9. Curva dose-resposta da contagem total de leucé6citos do lavado
sinovial da ATM de ratos submetidos a artrite induzida por zymosan. Zy (0,25;
0,5; 1 ou 2 mg; 40 pL) foi injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham
recebeu 40 uL solucdo salina i.art. A migracao leucocitaria foi avaliada na 62 h apos
a injecao intra-articular de Zy ou salina. A administracéo de Zy nas doses de 1 mg e
2 mg foi capaz induzir migracao leucocitéria na 62 h. A dose de Zy 2 mg aumentou a
migracao leucocitaria comparada as demais doses de Zy. Os dados representam
uma média + epm (n=6). *p < 0,05 em rela¢éo ao grupo sham, *p < 0,05 em relacdo

aos grupos 0,25, 0,5 e 1 mg (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 10. Estudo da atividade de mieloperoxidase do tecido articular de ratos
submetidos a artrite da ATM induzida por zymosan. Zy (0,25; 0,5; 1 ou 2 mg; 40
uL) foi injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 pL solucdo
salina i.art. A atividade de MPO no tecido articular foi avaliada na 62 h apés a injecéo
intra-articular de Zy ou salina. Zy 2 mg aumentou atividade de MPO na 62 h apés
inducao da artrite. Os dados representam a média £ epm (n=6). *p < 0,05 em relacdo

ao grupo sham (ANOVA, Bonferroni).



67

200+

150

100

_|

o

atividade de MPO
(U/uL lavado sinovial)

Sham 0,25 0,5 1 2
Zymosan (mg)

Figura 11. Estudo da atividade de mieloperoxidase do lavado sinovial na artrite
da ATM de ratos induzida por zymosan. Zy (0,25; 0,5; 1 ou 2 mg; 40 uL) foi
injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solucdo salina
i.art. A atividade de MPO no lavado sinovial foi avaliada na 62 h apés a injecao intra-
articular de Zy ou salina. Zy 2 mg aumentou atividade de MPO na 62 h apds inducéo
da artrite. Os dados representam a média £ epm (n=6). *p < 0,05 em relacdo ao

grupo sham (ANOVA, Bonferroni).
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5.1.2. Cinética da hipernocicepcdo articular e da inflamac¢&o na ATM induzidos

por Zy

Observou-se que a administracdo i.art. de Zy 2 mg resultou em
significante hipernocicepgao articular tempo-dependente iniciada na 22 h, com pico
entre a 32 h e 42 h, mantendo-se até a 62 h quando comparado ao grupo sham (p <
0,05) (figura 12). A partir da 92 h ainda se observa significante reducéo do limiar
mecanico de retirada da cabeca, quando comparado ao grupo sham (p < 0,05),
porém com significativo inicio de reducdo de hipernocicepcao articular quando
comparado aos grupos Zy na 32 h e 42 h, retornando ao nivel do grupo sham apéds
48 h (p < 0,05). A injecéo i.art. de salina (grupo sham) néo foi capaz de alterar o
limiar de resposta nociceptiva em nenhum dos tempos avaliados.

Também a administracdo i.art. de Zy 2 mg resultou em um aumento
significante do niumero de células polimorfonucleares. A contagem total de leucdcitos
mostrou um aumento significante iniciado na 32 h apds a indugéo da artrite, com pico
de influxo leucocitario na 62 h, sendo mantido até a 122 h apds inducdo da artrite
guando comparado ao grupo sham (p < 0,05) (figura 13). O aumento da infiltracéo
de neutrdfilos foi certificado pelo aumento da atividade de MPO realizado em ambos
tecido articular e lavado sinovial. Observa-se que Zy 2 mg promoveu aumento da
atividade de MPO nos tecidos articulares nos momentos 62 h e 122 h apds inducéo
da artrite quando comparado ao grupo sham (p < 0,05) (figura 14). Visto que MPO
se encontra em granulos azuréfilos de neutréfilos, admite-se que o infiltrado
inflamatério era composta principalmente por neutrofilos. No lavado sinovial,
observou-se também aumento da atividade de MPO na 62 h e 122 h apos inducédo da
artrite por Zy 2 mg na ATM esquerda dos animais quando comparado aos grupos
sham (p < 0,05) (figura 15).

Essas alteracdes foram acompanhadas pelo aumento da permeabilidade
vascular na ATM observada pelo extravasamento plasmatico de azul de evans para
os tecidos articulares. Observou-se que ocorreu extravasamento plasmatico na 42 h
e 62 h apos inducédo da artrite por Zy de forma significativa em relacdo ao grupo
sham (p < 0,05). Uma segunda fase de extravasamento de azul de evans foi
observada na 242 h comparado ao grupo sham (p < 0,05) (figura 16), porém néo foi
acompanhada do aumento da atividade de MPO. Durante o curso temporal da artrite

na ATM induzida por Zy, portanto, houve pico de hipernocicepcédo articular entre a
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32 h e a 42 h e pico de influxo celular na 62 h, observando-se a presenca de
neutréfilos em tecidos articulares e lavado sinovial até a 122 h apds inducdo da
artrite. Baseado nesses resultados, propomos a utilizacdo da 32 h ou 42 h para
avaliar os mecanismos envolvidos na hipernocicepcéo articular , e a 62 h para avaliar
0S mecanismos envolvidos na inflamagédo da artrite na ATM induzida por Zy em
ratos.
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Figura 12. Cinética da hipernocicepcdao articular em ratos submetidos a artrite
na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 ulL) foi injetado na ATM esquerda de
ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solucdo salina i.art. O limiar mecanico de
retirada da cabeca foi mensurado antes e apds a injecdo intra-articular de Zy ou
salina durante 48 h. A administracdo de Zy 2 mg reduziu o limiar mecénico de
retirada da cabeca a partir da 22 h até a 242 h, com pico ente a 32 h e a 42 h. Os
dados representam a média + epm (n=6). *p < 0,05 em relacdo ao grupo sham, *p <

0,05 em relacdo aos grupos Zymosan 2 mg na 32 h e 42 h (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 13. Cinética da migracdo leucocitaria no lavado sinovial da artrite na
ATM de ratos induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 pL) foi injetado na ATM
esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solugédo salina i.art. A migracéo
leucocitaria foi avaliada durante 48 h apds a injecao intra-articular de Zy ou salina. A
administracdo de Zy 2 mg resultou aumento do influxo leucocitario a partir da 32 h
até a 122 h, com pico 62 h. Os dados representam a media + epm (n=6). *p < 0,05

em relacdo ao grupo sham (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 14. Cinética da atividade de mieloperoxidase do tecido articular de ratos
submetidos a artrite da ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 uL) foi injetado
na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 pL solucdo salina i.art. A
atividade de MPO no tecido articular foi avaliada durante 48 h apos a injecéo intra-
articular de Zy ou salina. Zy 2 mg aumentou atividade de MPO nas 62 h e 122 h apos
inducao da artrite. Os dados representam a média £ epm (n=6). *p < 0,05 em relacdo

ao grupo sham (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 15. Cinética da atividade de mieloperoxidase do lavado sinovial da ATM
de ratos submetidos a artrite da ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 ulL) foi
injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solucdo salina
i.art. A atividade de MPO no lavado sinovial foi avaliada durante 48 h apés a injecao
intra-articular de Zy ou salina. Zy 2 mg aumentou atividade de MPO nas 62 h e 122 h
apos inducgéo da artrite. Os dados representam a média £ epm (n=6). *p < 0,05 em

relacdo ao grupo sham (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 16. Estudo do extravasamento de azul de Evans como medida da
andlise do aumento permeabilidade vascular na artrite da ATM em ratos
induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 uL) foi injetado na ATM esquerda de ratos. O
grupo sham recebeu 40 pL solugéo salina i.art. Azul de Evans 25 mg/kg foi injetado
i.v. 30 minutos antes do sacrificio. Zy 2 mg aumentou a permeabilidade vascular
detectada através do extravasamento do Azul de Evans na 42 h, 62 h e 242 h ap0s
inducédo da artrite. Os dados representam a média + epm (n=6). *p < 0,05 em relacédo

ao grupo sham (ANOVA, Bonferroni).
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5.1.3. Estudo histopatoléogico da ATM de ratos com artrite induzida por

Zymosan

Na andlise histologica da ATM, realizada através da coloragdo HE,
podemos observar na figura 17 A corte sagital da ATM esquerda de animais do
grupo sham em aumento de 40 x, mostrando a cabeca da mandibula (C), recoberta
pela cartilagem articular (CA), com o disco articular superiormente situado (DA) a
cabeca da mandibula, e a membrana sinovial em sua extremidade anterior (MS),
com toda a estrutura circundada por tecido muscular estriado (TME). Na figura 17 B
visualizamos o tecido sinovial em aumento de 400 X, em que se observam
parametros de normalidade sem infiltrado celular inflamatério ou edema.

A analise histopatolégica mostrou diferenca morfolégicas na 62 hora, 10°,
20° e 30° dias apos inducéo da artrite entre os grupos sham e Zy 2 mg. Na 62 hora
apos inducdo da artrite, observou-se infiltrado celular inflamatério na membrana
sinovial (MS), no tecido conjuntivo periarticular, no tecido muscular esquelético e
espessamento da MS comparado ao grupo sham, ndo apresentando ainda fibrose
da MS (figura 17 C). O infiltrado celular presente na 62 hora apo6s inducéo da artrite
€ constituido predominantemente de polimorfonucleares (neutréfilos) caracterizando
a inflamacdo aguda. Neste momento também podemos observar a presenca de
edema na MS (figura 17 D).

A tabela 2 apresenta os escores atribuidos a analise histopatologica das
ATM comparando valores entre grupos sham e grupos com artrite na ATM induzida
por zymosan nos tempo 62 h, 10°, 20° e 30° dias apds inducéo da artrite através das
coloragbes hematoxilina-eosina (HE). Escores de 0 a 4 foram atribuidos conforme
aumento do infiltrado celular inflamatorio, a saber 0: ausente, 1: discreto, 2: leve, 3:
moderado e 4: intenso. Observou-se significante aumento dos parametros
inflamatorios nos grupos Zy comparado ao grupo sham (p < 0,05).

No 10° d apés inducdo da artrite, jA& se observa fibrose da MS,
continuando a apresentar infiltrado celular inflamatorio na MS, no tecido conjuntivo
periarticular, no tecido muscular esquelético e hiperplasia da MS (figura 18 A). Na
avaliacdo da membrana sinovial (figura 18 B), observa-se que as células
predominantes sdo mononucleares. No 20° d apds indugdo da artrite, observou-se

infiltrado celular inflamatério na membrana sinovial, hiperplasia e fibrose na MS,
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estando reduzida a infiltracdo celular no tecido conjuntivo periarticular e no tecido
muscular esquelético (figura 18 C), o mesmo observado no 30° dia apés inducéo da
artrite (figura 18 E).

Ja distinguindo a fase crbnica da artrite, no 10° d, as células inflamatorias
presentes sdo predominantemente mononucleares (linfécitos e macréfagos)
apresentando proliferacao de fibroblastos (figura 18 B). No 20° d (figura 18 D) e no
30° d (figura 18 F) apoOs inducdo da artrite, encontram-se também células
mononucleares (linfocitos e macréfagos) assim como fibroblastos, associados a
intensa deposicdo de fibras colagenas, e observa-se a presenca de

neovascularizagcdo na membrana sinovial articular.

Tabela 2. Analise histopatolégica da ATM de ratos com artrite induzida por

zymosan através da coloracdo pelo método hematoxilina-eosina (HE).

Infiltrado Infiltrado

Infiltrado Espessamento|celular tec  |celular tec

celular MS  |MS periarticular |muscular Fibrose MS
Sham |0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
Zy6h |2,5(1-3)* 3 (0-3)* 4 (4-4)* 3 (2-4)* 0(0-0)
Zy 10d [3,5 (2-4)* 3 (2-3)* 4 (4-4)* 1,5 (1-3)* 2,5 (1-4)*
Zy 20d |3 (2-4)* 4 (2-4)* 3 (3-4)* 1(1-2) 3 (2-4)*
Zy 30d |3 (2-4)* 4 (4-4)* 3 (2-4)* 1(1-2) 4 (3-4)*

*» < 0,05 em relagdo ao grupo sham (Kruskal-Wallis, Dunn’s). MS: membrana

sinovial
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Figura 17. Fotomicrografias da analise histopatolégica da ATM e de tecidos
periarticulares na artrite aguda. Os animais receberam 40uL de Zy 2 mg ou salina
i.art na ATM, foram sacrificados na 62 h. (A): ATM de animais sham (40 x). (B):
Membrana sinovial da ATM de animais sham, mostrando parametros de normalidade
sem infiltrado celular inflamatério ou edema (400 x). (C) ATM de animais com artrite
mostrando infiltrado celular inflamatério na MS, no tecido conjuntivo periarticular, no
tecido muscular estriado e espessamento da MS (40 x). (D) Membrana sinovial da
ATM mostrando edema e infiltrado celular inflamatério com predominéncia de
polimorfonucleares (400 x). C: cabeca da mandibula, CA: cartilagem articular, DA:
disco articular, MS: membrana sinovial, TME: tecido muscular estriado. Seta branca:

células polimorfonucleares.
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Figura 18. Fotomicrografias da analise histopatologica da ATM e de tecidos
periarticulares. Os animais receberam 40uL de Zy 2 mg ou salina i.art na ATM,
foram sacrificados nos tempos 10 d, 20 d e 30 d. (A): ATM de animais com artrite
cronica no 10° d apds inducdo da artrite mostrando espessamento e fibrose da MS
(40 x). (B): Membrana sinovial da ATM de animais no 10° d apds inducdo da artrite
mostrando inicio de fibrose, neovascularizacéo e infiltrado celular inflamatério com
predominancia de mononucleares (400 x). (C): ATM de animais com artrite cronica
no 20° d apds inducédo da artrite mostrando espessamento e da fibrose na MS (40 x).
(D): Membrana sinovial da ATM de animais no 20° d apds inducdo da artrite
mostrando infiltrado celular inflamatério na MS destacando a presenca de
mononucleares e aumento do espessamento e fibrose na MS (400 x). (E): ATM de
animais com artrite crénica no 30° d apds inducdo da artrite mostrando fibrose na
MS (40 x). (F): Membrana sinovial da ATM de animais no 30° d apds inducédo da
artrite mostrando infiltrado celular e destacando fibrose na MS (400 x). C: cabeca da
mandibula, CA: cartilagem articular, DA: disco articular, MS: membrana sinovial.
Seta azul: células mononucleares; seta verde: fibroblastos; seta laranja: fibrécitos.
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5.2. Efeito da administracdo de moduladores da via HO-1/BVD/CO na
hipernocicepcdao articular e na artrite da ATM induzidas por Zy

5.2.1. Efeito da hemina, DMDC, biliverdina e ZnPP IX sobre hipernocicepcéao
articular na artrite da ATM induzida por Zy

Para determinar se a indugéo ou inibicdo de HO-1 é capaz de modular a
severidade da hipernocicepcéo articular na artrite da ATM induzida por Zy, animais
foram pré-tratados com hemina, um substrato largamente utilizado como indutor da
HO-1, para estudar a influéncia da atividade aumentada da via HO-1/BVD/CO. Em
outra sequéncia de experimentos, animais receberam também doador de CO
(DMDC) ou biliverdina, produtos finais da via enzimatica de HO-1/BVD/CO. Para
avaliar a influéncia de uma diminuicédo da atividade enzimética de HO-1, ZnPP IX foi
administrado 1 h antes da inducdo da artrite na ATM por Zy, e a hipernocicepc¢éo
articular foi aferida na 42 h ap6s inducao da artrite.

A administracdo de hemina nas doses de 0,3 e 1 mg/kg foi capaz de
aumentar significativamente (p < 0,05) o limiar mecéanico de retirada da cabeca
comparado ao grupo Zy 2 mg, assemelhando-se ao grupo sham, que recebeu
apenas salina i.art. (Figura 19). Igualmente observado, DMDC nas doses de 0,25 e
2,5 ymol/kg aumentou significativamente (p < 0,05) o limiar mecéanico de retirada da
cabeca comparado ao grupo Zy 2 mg, sendo a maior dose similar ao grupo sham,
gue recebeu apenas salina i.art. (Figura 20). Ademais, biliverdina em todas as doses
aumentou significativamente (p < 0,05) o limiar mecéanico de retirada da cabeca
comparado ao grupo Zy 2 mg (Figura 21). Observa-se que o efeito antinociceptivo
da indometacina foi similar ao da biliverdina, e foi sobrepujado pelas maiores doses
de hemina e DMDC, apresentado resultado similar ao grupo sham, que recebeu
apenas salina i-art.

Por outro lado, a administragcdao de ZnPP IX em todas as doses foi capaz
de reduzir significativamente (p < 0,05) o limiar mecéanico de retirada da cabeca
guando comparado ao grupo Zy 1mg (Figura 22). Observa-se que foi utilizada uma
dose submaxima de Zy (1 mg) para ser possivel identificar um aumento da

hipernocicepcéao articular pela inibigao da via HO-1/BVD/CO.
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Figura 19. Efeito da administracdo de hemina sobre a hipernocicepcéao articular
em ratos com artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 puL) foi injetado
na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 pL solucéo salina i.art O limiar
mecanico de retirada da cabeca foi mensurado antes e apdés a 42 h da injecao intra-
articular de Zy ou salina. Hemina nas doses de 0,1; 0,3 ou 1 mg/kg (s.c.) foi
administrado 1 h antes da inducdo da artrite na ATM. Hemina 0,3 e 1 mg/kg
aumentaram o limiar mecénico de retirada da cabeca. Os dados representam a
média + epm (n=6). *p < 0,05 em relacdo ao grupo sham, *p < 0,05 em relagéo ao

grupo Zy 2 mg (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 20. Efeito da administracdo de DMDC sobre a hipernocicepc¢éao articular
em ratos com artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 ulL) foi injetado
na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solugcdo salina i.art. O
limiar mecanico de retirada da cabeca foi mensurado antes e apés a 42 h da injecéao
intra-articular de Zy ou salina. DMDC nas doses de 0,025; 0,25 ou 2,5 umol/kg (s.c.)
foi administrado 1 h antes da inducdo da artrite na ATM. DMDC 0,25 e 2,5 pmol/kg
aumentaram o limiar mecanico de retirada da cabeca. Os dados representam a
média + epm (n=6). *p < 0,05 em relacdo ao grupo sham, *p < 0,05 em relagéo ao
grupo Zy 2 mg (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 21. Efeito da administracdo de biliverdina sobre a hipernocicepc¢éo
articular em ratos com artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 uL)
foi injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solugéo salina
i.art. O limiar mecéanico de retirada da cabeca foi mensurado antes e apos a 42 h da
injecédo intra-articular de Zy ou salina. Bliverdina nas doses de 1, 3 ou 10 mg/kg (s.c.)
foi administrado 1 h antes da inducdo da artrite na ATM. Biliverdina em todas as
doses aumentou o limiar mecanico de retirada da cabeca. Os dados representam a
média + epm (n=6). *p < 0,05 em relacdo ao grupo sham, *p < 0,05 em relagéo ao
grupo Zy 2 mg (ANOVA, Bonferroni).



83

©
150+

g

(GRS J *

$ = 100 3

O o

(SR N

&) Q —— ——

U m 50+

Eo

3

&

| 0 T T T T T
\(&@ 2 '\r el )
)

ZnPP IX (mg/kQ)

Figura 22. Efeito da administracdo de ZnPP IX sobre a hipernocicepcéo
articular em ratos com artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (1 mg; 40 uL)
foi injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solugéo salina
i.art. O limiar mecanico de retirada da cabeca foi mensurado antes e apds a 42 h da
injecdo intra-articular de Zy ou salina. ZnPP IX nas doses de 1, 3 ou 9 mg/kg (s.c.)
foi administrado 1 h antes da inducéo da artrite na ATM. ZnPP I1X em todas as doses
reduziu o limiar mecanico de retirada da cabeca. Os dados representam a média *
epm (n=6). *p < 0,05 em relagdo ao grupo sham, “p < 0,05 em relagéo ao grupo Zy 1
mg (ANOVA, Bonferroni).
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5.2.2. Efeito da hemina, DMDC, biliverdina e ZnPP IX sobre o influxo celular na

artrite da ATM induzida por Zy

Para determinar se a inducéo ou inibicdo de HO-1 é capaz de modular a
severidade da condi¢do inflamatéria na artrite da ATM induzida por Zy, animais
foram pré-tratados com hemina, DMDC ou biliverdina. Para avaliar a influéncia de
uma diminuicdo da atividade enzimatica de HO-1, ZnPP IX foi administrado 1 h antes
da inducéo da artrite na ATM por Zy, e os parametros foram avaliados na 62 h apos
inducé&o da artrite.

A administracdo de hemina nas doses de 0,3 e 1 mg/kg foi capaz de
reduzir significativamente (p < 0,05) o numero total de leucocitos do lavado sinovial
comparado ao grupo Zy 2 mg (Figura 23). Igualmente, DMDC nas doses de 0,025;
0,25 e 2,5 umol/kg reduziu significativamente (p < 0,05) o numero total de leucdcitos
do lavado sinovial comparado ao grupo Zy 2 mg (Figura 24). Ademais, biliverdina na
dose de 10 mg/kg reduziu significativamente (p < 0,05) o nimero total de leucocitos
do lavado sinovial comparado ao grupo Zy 2 mg (Figura 25). Em contrapartida, a
administragdo de ZnPP IX na dose de 3 mg/kg foi capaz de aumentar
significativamente (p < 0,05) o numero total de leucécitos do lavado sinovial
comparado ao grupo Zy 1mg (Figura 26).

Certificando que esse influxo celular era composto principalmente de
polimorfonucleares, foi realizada dosagem da atividade de mieloperoxidase (MPO),
uma enzima presente nos granulos azurofilos dos neutrdéfilos. Observou-se que Zy 2
mg foi capaz de aumentar significativamente (p < 0,05) a atividade de MPO quando
comparado ao grupo sham, e que hemina (1 mg/kg), DMDC (2,5 pmol/kg) e
biliverdina (10 mg/kg) reduziram de forma significante (p < 0,05) a atividade de MPO
quando comparado ao grupo Zy 2 mg (Figura 27). ZnPP IX na dose de 3 mg/kg,
entretanto, causou um aumento significante (p < 0,05) da atividade de MPO quando

comparado a dose submaxima de Zy, 1 mg (Figura 28).
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Figura 23. Efeito da administracdo de hemina sobre a contagem total de
leucocitos em ratos com artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 ulL)
foi injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solucdo salina
i.art. A contagem total do numero de leucécitos foi realizada na 62 h da injecao intra-
articular de Zy ou salina. Hemina nas doses de 0,1; 0,3 ou 1 mg/kg (s.c.) foi
administrado 1 h antes da indugcao da artrite na ATM. Hemina 0,3 e 1 mg/kg
reduziram o namero total de leucécitos do lavado sinovial. Os dados representam a
média + epm (n=6). *p < 0,05 em relacdo ao grupo sham, *p < 0,05 em relagéo ao

grupo Zymosan 2 mg (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 24. Efeito da administracdo de DMDC sobre a contagem total de
leucocitos em ratos com artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 ulL)
foi injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solugéo salina
i.art. A contagem total do niumero de leucdcitos foi realizada na 62 h da injecéo intra-
articular de Zy ou salina. DMDC nas doses de 0,025; 0,25 ou 2,5 umol/kg (s.c.) foi
administrado 1 h antes da inducédo da artrite na ATM. DMDC em todas as doses
reduziu o numero total de leucoécitos do lavado sinovial. Os dados representam a
média + epm (n=6). *p < 0,05 em relacdo ao grupo sham, *p < 0,05 em relagéo ao

grupo Zymosan 2 mg (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 25. Efeito da administracdo de biliverdina sobre a contagem total de
leucocitos em ratos com artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 ulL)
foi injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solugéo salina
i.art. A contagem total do nimero de leucécitos foi realizada na 62 h da injecao intra-
articular de Zy ou salina. Bliverdina nas doses de 1, 3 ou 10 mg/kg (s.c.) foi
administrado 1 h antes da indugéao da artrite na ATM. Bliverdina 10 mg/kg reduziu o
namero total de leucocitos do lavado sinovial. Os dados representam a média £ epm
(n=6). *p < 0,05 em relagdo ao grupo sham, *p < 0,05 em relagdo ao grupo Zymosan

2 mg (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 26. Efeito da administracdo de ZnPP IX sobre a contagem total de
leucocitos em ratos com artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (1 mg; 40 ulL)
foi injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solucdo salina
i.art. A contagem total do nimero de leucécitos foi realizada na 62 h da injecao intra-
articular de Zy ou salina. ZnPP IX nas doses de 1, 3 ou 9 mg/kg (s.c.) foi
administrado 1 h antes da inducgao da artrite na ATM. ZnPP 1X 3 mg/kg foi aumentou
0 numero total de leucécitos do lavado sinovial. Os dados representam a média *
epm (n=6). *p < 0,05 em relacdo ao grupo sham, “p < 0,05 em relagdo ao grupo

Zymosan 1 mg (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 27. Efeito da administracdo de hemina, DMDC e biliverdina sobre a
atividade de mieloperoxidase do lavado sinovial na artrite da ATM de ratos
induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 ulL) foi injetado na ATM esquerda de ratos. O
grupo sham recebeu 40 pL solucéo salina i.art. A atividade de MPO no lavado
sinovial foi avaliada na 62 h apds a inje¢do intra-articular de Zy ou salina. Hemina 1
mg/kg, DMDC 2,5 pmol/kg e biliverdina 10 mg/kg (s.c.) foram administrados 1 h
antes da inducgéo da artrite na ATM, e reduziram a atividade de MPO na 62 h apos
inducao da artrite. Os dados representam a média £ epm (n=6). *p < 0,05 em relacdo

ao grupo sham, *p < 0,05 em relag&do ao grupo Zymosan 2 mg (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 28. Efeito da administracdo de ZnPP IX sobre a atividade de
mieloperoxidase do lavado sinovial na artrite da ATM de ratos induzida por
zymosan. Zy (1 mg; 40 uL) foi injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham
recebeu 40 pL solucdo salina i.art. A atividade de MPO no lavado sinovial foi
avaliada na 62 h apds a injecao intra-articular de Zy ou salina. ZnPP IX 3 mg/kg (s.c.)
foi administrado 1 h antes da inducdo da artrite na ATM, e aumentou a atividade de
MPO na 62 h apoés indugéo da artrite. Os dados representam a média + epm (n=6).
*p < 0,05 em relagéo ao grupo sham, “p < 0,05 em relagéo ao grupo Zymosan 1 mg
(ANOVA, Bonferroni).



91

5.2.3. Andlise histopatoldgica do efeito da hemina, DMDC, biliverdina e ZnPP IX
na artrite da ATM induzida por Zy

Na 62 h apos a inducdo da artrite por Zy 2 mg, influxo celular foi
observado na membrana sinovial, no tecido periarticular e no tecido muscular
estriado (figura 29 C, D), comparado ao grupo sham (figura 29 A, B). Os tipos
celulares predominantes séo neutrofilos caracterizando a inflamacdo aguda (figura
29 C, D).

A analise histopatologica mostrou que hemina 1 mg/kg (figura 29 E, F),
DMDC 2,5 pmol/kg (figura 29 G, H) e biliverdina 10 mg/kg (figura 29 1, J) reduziram
o quadro inflamatério na ATM de ratos na 6% h apés indugdo da artrite por Zy 2 mg
observado pelo decréscimo no infiltrado celular da membrana sinovial (MS), do
tecido conjuntivo periarticular e do tecido muscular estriado. ZnPP IX 3 mg/kg (s.c.),
entretanto, aumentou o infiltrado celular inflamatério e o edema da membrana
sinovial (MS) e no tecido muscular estriado (figura 29 K, L).

A tabela 3 apresenta os escores atribuidos a andlise histopatoldgica das
ATM comparando valores entre grupos sham, grupos com artrite na ATM induzida
por Zy e grupos tratados com Hemina 1 mg/kg, DMDC 2,5 umol/kg, bliverdina 10
mg/kg e ZnPP I1X 3 mg/kg (s.c.) artrite através das coloragbes hematoxilina-eosina
(HE). Escores de 0 a 4 foram atribuidos conforme aumento do infiltrado celular
inflamatorio. Observou-se significante aumento dos parametros inflamatorios nos
grupos Zy comparado ao grupo sham (p < 0,05), reducdo dos parametros
inflamatérios nos grupos Hemina 1 mg/kg, DMDC 2,5 pumol/kg e biliverdina 10 mg/kg
comparado ao grupo Zy 2 mg (p < 0,05), e aumento dos parametros inflamatorios no

grupo ZnPP IX 3 mg/kg comparado ao grupo Zy 1 mg.
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Tabela 3. Efeito da administracdo de hemina, DMDC, biliverdina e ZnPP IX

sobre analise histopatologica da artrite na ATM de ratos induzida por zymosan

através da coloracao pelo método HE.

Infiltrado celular
MS

Infiltrado celular

tec periarticular

Infiltrado celular

tec muscular

Sham 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)

Zy 2 mg 2,5 (1-3)* 4 (4-4)* 3 (2-4)*
Hemina

1 mg/kg 0,5 (0-1)* 1(0-2)" 1,5(1-3) "
DMDC

2,5 umol/kg 1(1-2)° 2,5 (1-4)" 1,5(1-3)"
Biliverdina

10 mg/kg 1(0-2)" 1(0-2)" 1(0-2)"
Zy 1 mg 2 (2-2)* 4 (2-4)* 1(1-2)*
ZnPP 3 mg/kg 4(3-4)" 4 (4-4)" 3,5(3-4)"

*p < 0,05 em relacdo ao grupo sham, “p < 0,05 em relacdo ao grupo Zy 2 mg ou Zy 1

mg (Kruskal-Wallis, Dunn’s). MS: membrana sinovial.
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Figura 29. Fotomicrografias da ATM e de tecidos periarticulares do efeito da
hemina, DMDC, biliverdina e ZnPP IX na artrite da ATM induzida por Zy. (A):
ATM de animais sham (40 x). (B): Membrana sinovial da ATM de animais sham (400
X). (C): ATM de animais com artrite aguda na 62 h apds inducédo da artrite mostrando
infiltrado celular inflamatério na MS, no tecido conjuntivo periarticular, no tecido
muscular estriado e espessamento da MS (40 x). (D) Membrana sinovial da ATM de
animais na 62 h apdés inducdo da artrite mostrando edema e infiltrado celular
inflamatorio com predominéancia de polimorfonucleares (400 x). (E): ATM de animais
com artrite que receberam Hemina 1 mg/kg, mostrando reducgéo de infiltrado celular
inflamatério (40 x). (F): Membrana sinovial da ATM de animais com artrite que
receberam Hemina 1 mg/kg, mostrando reducédo de infiltrado celular inflamatério na
membrana sinovial (400 x). (G): ATM de animais com artrite que receberam DMDC
2,5 pmol/kg, mostrando reducdo de infiltrado celular inflamatério (40 x). (H):
Membrana sinovial da ATM de animais com artrite que receberam DMDC 2,5
pumol/kg, mostrando reducédo de infiltrado celular inflamatério na membrana sinovial
(400 x). (I): ATM de animais com artrite que receberam biliverdina 10 mg/kg,
mostrando reducéo de infiltrado celular inflamatorio (40 x). (J): Membrana sinovial da
ATM de animais com artrite que receberam bliverdina 10 mg/kg, mostrando reducéo
de infiltrado celular inflamat6rio na membrana sinovial (400 x). (K): ATM de animais
com artrite que receberam ZnPP IX 3 mg/kg, mostrando aumento de infiltrado celular
inflamatorio (40 x). (L): Membrana sinovial da ATM de animais com artrite que
receberam ZnPP IX 3 mg/kg, mostrando aumento de infiltrado celular inflamatério e
edema na membrana sinovial (400 x). C: condilo; CA: cartilagem articular; DA: disco
articular; MS: membrana sinovial; TME: tecido muscular estriado. Seta vermelha:

edema.
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5.3. Estudo do envolvimento da via HO-1/CO/GMPc/canal de K* sensivel a ATP
nareducédo da hipernocicepcéao articular da artrite da ATM induzida por Zy

Para estudar se a via HO-1/CO/GMPc/canal de K' sensivel a ATP
corresponde ao mecanismo de acgéo antinociceptivo, foi utilizado ODQ, um inibidor
seletivo da guanilato ciclase soluvel (GCs), e glibenclamida, um boqueador de canal
de K* sensivel a ATP previamente a administra¢cdo de DMDC, um doador de CO.

Observou-se que Zy 2 mg foi capaz de reduzir significativamente (p <
0,05) o limiar mecéanico de retirada da cabeca comparado ao grupo sham, e que
DMDC 2,5 umol/kg (s.c.) foi capaz de reverter a hipernocicepcéo articular de forma
significativa (p < 0,05) quando comparado ao grupo Zy 2 mg (figura 30). Quando
administrados previamente ao DMDC, ODQ 12,5 umol/kg (s.c.) e glibenclamida 10
mg/kg (i.p.) reverteram de forma significativa (p < 0,05) a acdo antinociceptiva do
DMDC, resultando em reduc¢éo do limiar mecanico de retirada da cabeca (figura 30).

Ademais, observou-se que a administracdo prévia de ODQ 12,5 umol/kg e
glibenclamida 10 mg/kg ao DMDC 2,5 pmol/kg foi capaz de reverter o efeito anti-
inflamato6rio do DMDC, resultando em aumento significativo (p < 0,05) do niamero de
leucécitos (figura 31). Certificando que essa acdo se deu principalmente devido a
inibicdo de polimorfonucleares, também se observou aumento significativo (p < 0,05)
na atividade de MPO dos grupos ODQ 12,5 umol/kg e glibenclamida 10 mg/kg
guando comparado ao grupo DMDC 2,5 umol/kg (figura 32).
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Figura 30. Efeito da administracdo de moduladores da via HO-1/CO/GMPc/canal
de K+ sensivel a ATP sobre a hipernocicepc¢édo articular em ratos com artrite
na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 ulL) foi injetado na ATM esquerda de
ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solucdo salina i.art. O limiar mecénico de
retirada da cabeca foi mensurado antes e apés a 42 h da injecao intra-articular de Zy
ou salina. DMDC 2,5 umol/kg (s.c.) foi administrado 1 h antes da inducao da artrite
na ATM. Glibenclamida 10 mg/kg (i.p.) foi administrado 30 min antes do DMDC.
ODQ 12,5 pmol/kg (s.c.) foi administrado 1 h antes do DMDC. Glibenclamida 10
mg/kg e ODQ 12,5 pumol/kg reduziram o limiar mecéanico de retirada da cabeca. Os
dados representam a média + epm (n=6). *p < 0,05 em relacdo ao grupo DMDC
(ANOVA, Bonferroni).
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Figura 31. Efeito da administracdo de moduladores da via HO-1/CO/GMPc/canal
de K+ sensivel a ATP sobre a contagem total de leucécitos em ratos com
artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 uL) foi injetado na ATM
esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solucéo salina i.art. A contagem
total do numero de leucdcitos foi realizada na 62 h da injecéo intra-articular de Zy ou
salina. DMDC 2,5 pmol/kg (s.c.) foi administrado 1 h antes da indug&o da artrite na
ATM. Glibenclamida 10 mg/kg (i.p.) foi administrado 30 min antes do DMDC. ODQ
12,5 ymol/kg (s.c.) foi administrado 1 h antes do DMDC. Glibenclamida 10 mg/kg e
ODQ 12,5 umol/kg aumentaram a contagem total do niumero de leucécitos no lavado
sinovial. Os dados representam a meédia + epm (n=6). *p < 0,05 em relagdo ao grupo
DMDC (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 32. Efeito da administracdo de moduladores da via HO-1/CO/GMPc/canal
de K+ sensivel a ATP sobre a atividade de mieloperoxidase do lavado sinovial
na artrite da ATM de ratos induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 uL) foi injetado na
ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solucdo salina i.art. A
atividade de MPO no lavado sinovial foi avaliada na 62 h apds a inje¢éo intra-articular
de Zy ou salina. DMDC 2,5 umol/kg (s.c.) foi administrado 1 h antes da inducao da
artrite na ATM. Glibenclamida 10 mg/kg (i.p.) foi administrado 30 min antes do
DMDC. ODQ 12,5 pmol/kg (s.c.) foi administrado 1 h antes do DMDC.
Glibenclamida 10 mg/kg e ODQ 12,5 umol/kg aumentaram a atividade de MPO. Os
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dados representam a média + epm (n=6). *p < 0,05 em relacdo ao grupo DMDC
(ANOVA, Bonferroni).

5.4. Analise do curso-temporal da expressdao do RNAm para HO-1, TNFa e IL-18 em
tecidos da ATM e do ganglio trigeminal de ratos com artrite na ATM induzida

por Zy

Para estudar o curso-temporal da expressdo génica de HO-1 e a
interligacdo temporal da via HO-1/BDV/CO com a expressao génica de dois
importantes mediadores inflamatérios, TNFa e IL-18, foi realizado o estudo tanto de
tecidos articulares da ATM de ratos, quanto do ganglio trigeminal, local onde se

situam os corpos celulares dos neurdnios aferentes primarios.

5.4.1. Extragc&o do RNA total

Para a extracdo do RNA total utilizou-se tecidos da ATM e do ganglio
trigeminal de ratos submetidos a inducédo da artrite por Zy (2 mg/art.; 40 pL) e do
grupo sham, que recebeu 40 uL solucéo salina i.art. Foram utilizados apenas 0s
RNA que apresentaram resultados satisfatorios de concentracao, variando entre 848
e 1233 ng/ul, e de qualidade, observada pela relacdo de absorbancia 260/280 nm
acima de 1,7 (SAMBROOK et al., 1989). Podemos observar os valores de
concentracdo de RNA para tecidos da ATM (Tabela 4) e para tecidos do ganglio
trigeminal (Tabela 5), além da presenca de bandas dos RNAs ribossémicos 28S e
18S integros (visiveis em gel de eletroforese), como pode ser obsevado na Figura
33 para tecidos da ATM e na Figura 34 para tecidos do ganglio trigeminal.
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Figura 33. Analise da qualidade do RNA total por eletroforese em gel obtido de
tecidos da ATM. Grupo que recebeu salina (i.art.; 40 pL) na ATM e foram
sacrificados na 32 h (1-4); grupo que recebeu Zy 2mg (i.art.; 40 uL) na ATM e foram
sacrificados na 32 h (5-8); grupo que recebeu salina (i.art.; 40 uL) na ATM e foram
sacrificados na 62 h (9-12); grupo que recebeu Zy 2mg (i.art.; 40 puL) na ATM e foram
sacrificados na 62 h (13-16); grupo que recebeu salina (i.art.; 40 yuL) na ATM e
foram sacrificados na 92 h (17-20); grupo que recebeu Zy 2mg (i.art.; 40 yuL) na ATM
e foram sacrificados na 62 h (21-24); grupo que recebeu salina (i.art.; 40 pL) na ATM
e foram sacrificados na 92 h (25-28); grupo que recebeu Zy 2mg (i.art.; 40 yL) na
ATM e foram sacrificados na 92 h (29-32); grupo que recebeu Zy 2mg (i.art.; 40 pL)
na ATM e foram sacrificados na 122 h (33-36); grupo que recebeu Zy 2mg (i.art.; 40
pL) na ATM e foram sacrificados na 242 h (37-40).
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Figura 34. Analise da qualidade do RNA total por eletroforese em gel obtido de
tecido do ganglio trigeminal. Grupo que recebeu salina (i.art.; 40 pL) na ATM e
foram sacrificados na 32 h (1-4); grupo que recebeu Zy 2mg (i.art.; 40 pL) na ATM e
foram sacrificados na 32 h (5-8); grupo que recebeu salina (i.art.; 40 pL) na ATM e
foram sacrificados na 62 h (9-12); grupo que recebeu Zy 2mg (i.art.; 40 pL) na ATM e
foram sacrificados na 62 h (13-16); grupo que recebeu Zy 2mg (i.art.; 40 uL) na ATM
e foram sacrificados na 92 h (17-20); grupo que recebeu Zy 2mg (i.art.; 40 pL) na
ATM e foram sacrificados na 122 h (21-24); grupo que recebeu Zy 2mg (i.art.; 40 L)
na ATM e foram sacrificados na 242 h (25-28).



Tabela 4. Quantificagdo do RNA total extraido do tecido da ATM de ratos.

Concentracéao
Grupo 3h Identificacdo ng/ul AB260 AB260/280
Sham 1 876 0,438 1,564
Sham 3 972 0,486 1,676
Sham 4 756 0,378 1,530
Sham 5 872 0,436 1,552
zy 1 750 0,375 1,476
zy 2 1004 0,502 1,438
zy 3 914 0,457 1,549
Zy 4 2378 1,189 1,254
Concentracéo
Grupo 6h Identificacdo ng/ul AB260 AB260/280
Sham 1 1064 0,532 1,880
Sham 3 970 0,485 1,622
Sham 4 1148 0,574 1,573
Sham 5 1130 0,565 1,544
zy 1 1045 0,418 1,484
zy 2 848 0,339 1,719
zy 3 983 0,393 1,589
Zy 4 1143 0,457 1,543
Concentracéao
Grupo 9h Identificacdo ng/ul AB260 AB260/280
Sham 1 1356 0,678 1,584
Sham 3 1100 0,550 1,528
Sham 4 934 0,467 1,390
Sham 5 1280 0,640 1,531
zy 1 836 0,410 1,384
Zy 2 1232 0,616 1,540
zy 3 918 0,458 1,525
Zy 4 1216 0,608 1,437
Concentracéo
Grupo 12h Identificacao ng/ul AB260 AB260/280
Sham 1 1858 0,929 1,410
Sham 3 1224 0,610 1,430
Sham 4 1088 0,544 1,443
Sham 5 1256 0,628 1,558
Zy 1 1280 0,640 1,608
zy 2 1330 0,665 1,515
zy 3 2042 1,021 1,513
Zy 4 1924 0,962 1,400
Concentracéao
Grupo 24h Identificacao ng/pl AB260 AB260/280
Sham 1 1196 0,598 1,448
Sham 3 1122 0,561 1,488
Sham 4 1776 0,888 1,485
Sham 5 1560 0,780 1,554
zy 1 3138 1,569 1,422
zy 2 1790 0,895 1,559
zy 3 2082 1,041 1,614
Zy 4 854 0,427 1,488




Tabela 5. Quantificagcdo do RNA total extraido do ganglio trigeminal de ratos.

Concentracéao
Grupo 3h Identificacdo ng/ul AB260 AB260/280
Sham 1 512 0,256 1,255
Sham 3 426 0,213 1,323
Sham 4 648 0,324 1,373
Sham 5 648 0,324 1,385
zy 1 1724 0,862 1,121
zy 2 624 0,312 1,368
zy 3 546 0,273 1,213
Zy 4 348 0,314 1,370
Concentracéo
Grupo 6h Identificagdo ng/ul AB260 AB260/280
Sham 1 796 0,398 1,513
Sham 3 912 0,456 1,634
Sham 4 778 0,389 1,556
Sham 5 940 0,047 1,808
zy 1 382 0,191 1,492
zy 2 140 0,070 1,892
zy 3 162 0,081 1,500
Zy 4 356 0,178 1,712
Concentracéao
Grupo 9h Identificacdo ng/ul AB260 AB260/280
Sham 1 780 0,378 1,515
Sham 3 906 0,465 1,644
Sham 4 770 0,399 1,526
Sham 5 930 0,147 1,810
zy 1 628 0,314 1,319
Zy 2 636 0,318 1,413
zy 3 626 0,313 1,338
Zy 4 1192 0,596 1,324
Concentragéo
Grupo 12h Identificacao ng/ul AB260 AB260/280
Sham 1 760 0,389 1,515
Sham 3 890 0,457 1,599
Sham 4 770 0,400 1,545
Sham 5 910 0,285 1,710
Zy 1 888 0,444 1,233
zy 2 904 0,452 1,314
zy 3 672 0,336 1,297
Zy 4 646 0,323 1,351
Concentracéao
Grupo24 Identificacao ng/pl AB260 AB260/280
Sham 1 768 0,395 1,464
Sham 3 812 0,421 1,517
Sham 4 560 0,266 1,424
Sham 5 435 0,225 1,288
zy 1 788 0,394 1,465
zy 2 800 0,400 1,487
zy 3 550 0,275 1,403
Zy 4 454 0,227 1,297
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5.4.2. Avaliacéo dos primers para os genes HO-1, TNFa, IL-18 e GAPDH

A técnica de gRT-PCR foi utilizada devido a sua sensibilidade e eficiéncia
em analises de expressdes de genes, e 0s genes utilizados foram de HO-1, TNF-a e
IL-18 (genes-alvo) e GAPDH (gene de controle enddgeno - housekeeping). Apesar da
técnica de gRT-PCR ser sensivel, esta ferramenta necessita de otimizacbes e
normalizacfes para uma melhor veracidade e qualidade de resultados em cada tipo
especifico de modelo de estudo (WONG; MEDRANO, 2005).

Para garantir as melhores condi¢cdes experimentais na aplicacdo desta
técnica, os primers utilizados para os genes alvos, HO-1, TNF-a, IL-18 e do controle
endégeno GAPDH, foram desenvolvidos sob a juncdo éxon-éxon, impossibilitando,
desta forma, a amplificacdo de DNA gendmico, que superestimaria um resultado de
PCR. Também suas sequéncias foram desenhadas de modo a obter total
especificidade para o animal utilizado no estudo (Rattus novergicus albinus),

impossibilitando uma provavel amplificacdo de um contaminante existente.

5.4.3. Estudo do curso-temporal da expressdao do RNAm para HO-1, TNFa e IL-1
em tecidos da ATM e do ganglio trigeminal de ratos com artrite na ATM
induzida por Zy

Primeiramente, pela analise da melting curve, ndo foi observada a
presenca de contaminantes nucléicos que pudessem interferir nos resultados na
reacdo de qRT-PCR (Figura 35).

Observa-se aumento significativo (p < 0,05) da expressao génica relativa
(em relacdo ao controle endogeno GAPDH) de HO-1 na ATM de ratos a partir da 62
h até a 242 h apos inducdo da artrite por Zy (2 mg/art.; 40uL), com um pico de
expressao génica relativa na 92 h, quando comparado ao grupo sham (Figura 36 A).
Em tecidos do ganglio trigeminal, observa-se aumento significativo (p < 0,05) da
expressdo génica relativa (em relacdo ao controle endogeno GAPDH) de HO-1 na
122 h apods inducdo da artrite por Zy (2 mg/art.; 40uL), quando comparado ao grupo
sham (Figura 36 B).

Ha também aumento significativo (p < 0,05) da expressao génica relativa
(em relacdo ao controle endégeno GAPDH) de TNFa (Figura 37 A) ATM de ratos a
partir da 32 h até a 242 h apds inducdo da artrite por Zy (2 mg/art.; 40uL), com um
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pico de expressdo génica relativa na 92 h, quando comparado ao grupo sham. Em
tecidos do ganglio trigeminal, observa-se aumento significativo (p < 0,05) da
expressao génica relativa (em relagdo ao controle endogeno GAPDH) na 62 h e 122
h apds inducdo da artrite por Zy (2 mg/art.; 40uL), quando comparado ao grupo
sham (Figura 37 B).

Quanto ao IL-1B3, observa-se aumento significativo (p < 0,05) da
expressao génica relativa (em relacdo ao controle endégeno GAPDH) na ATM de
ratos a partir da 32 h até a 242 h apos inducdo da artrite por Zy (2 mg/art.; 40uL),
com um pico de expressao génica relativa na 92 h, quando comparado ao grupo
sham (Figura 38 A). Em tecidos do ganglio trigeminal, observa-se aumento
significativo (p < 0,05) da expressao génica relativa (em relagdo ao controle
enddgeno GAPDH) de IL-1[ a partir da 62 h apos inducéo da artrite por Zy (2 mg/art.;

40uL), com um pico na 122 h, quando comparado ao grupo sham (Figura 38 B).
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Figura 35. Andlise da Melting curve. A analise consistiu da mensuracéo da
fluorescéncia do SYBR® Green pela absorbancia 520 nm durante gradiente
de reducdo de temperatura para verificagdo da presenca de contaminantes
(DNA gendmico e/ou interacfes inespecificas ou indesejadas dos primers). A
area marcada de vermelho indica a presenca de um unico tipo de amplicon

com temperatura de desnaturacéo de 82, 89° C.
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Figura 36. Curva-temporal da expressao génica relativa do RNAm para HO-1
em tecidos articulares e no ganglio trigeminal de ratos com artrite na ATM
induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 pL) foi injetado na ATM esquerda de ratos. O
grupo sham recebeu 40 pL solugéao salina i.art. Os animais foram sacrificados nos
tempos 3 h, 6 h, 9 h, 12 h e 24 h apds inducéo da artrite, e os tecidos articulares da
ATM (A) e do ganglio trigeminal (B) esquerdos removidos e armazenados para
processamento da gRT-PCR. H& aumento da expressao génica relativa de HO-1 a
partir da 62 h na ATM (A) e na 122 h no ganglio trigeminal (B). Célculo realizado
através do método de 2! *p < 0,05 em relacdo ao grupo sham (ANOVA,

Bonferroni).
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Figura 37. Curva-temporal da expressao génica relativa do RNAm para TNFa
em tecidos articulares e no ganglio trigeminal de ratos com artrite na ATM
induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 pL) foi injetado na ATM esquerda de ratos. O
grupo sham recebeu 40 pL solugéao salina i.art. Os animais foram sacrificados nos
tempos 3 h, 6 h, 9 h, 12 h e 24 h apds inducéo da artrite, e os tecidos articulares da
ATM e do ganglio trigeminal esquerdos removidos e armazenados para
processamento da gqRT-PCR. Ha aumento da expressao génica relativa de TNFa a
partir da 32 h com pico na 92 h na ATM (A) e na 62 h e 122 h no ganglio trigeminal
(B). Célculo realizado através do método de 222, *p < 0,05 em relacdo ao grupo
sham (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 38. Curva-temporal da expressao génica relativa do RNAm para IL-1B
em tecidos articulares e no ganglio trigeminal de ratos com artrite na ATM
induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 ulL) foi injetado na ATM esquerda de ratos. O
grupo sham recebeu 40 pL solugéao salina i.art. Os animais foram sacrificados nos
tempos 3 h, 6 h, 9 h, 12 h e 24 h apds inducéo da artrite, e os tecidos articulares da
ATM e do ganglio trigeminal esquerdos removidos e armazenados para
processamento da gRT-PCR. Ha aumento da expressdo génica relativa de IL-1 a
partir da 32h com pico na 92 h na ATM (A) e a partir da 62 h, com pico na 122 h, no
ganglio trigeminal (B). Calculo realizado através do método de 222!, *p < 0,05 em
relacdo ao grupo sham (ANOVA, Bonferroni).
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5.5. Estudo por imunohistoquimica da expressdo de HO-1, TNFa e IL-18 em
tecidos articulares e no ganglio trigeminal de ratos com artrite na ATM

induzida por Zy

Para comprovagcao de que a expressao génica de HO-1, TNFa e IL-13
resultou na sintese proteica desses mediadores inflamatérios e para identificar quais
tipos celulares produzem HO-1, IL-18 e TNFa, foi realizado estudo por
imunohistoquimica na ATM, na 62 h apds inducao da artrite, e no ganglio trigeminal,

na 122 h apods inducédo da artrite, de ratos com artrite na ATM.

5.5.1. Estudo por imunohistoquimica da expressdo de HO-1, TNFa e IL-1B em

tecidos articulares de ratos com artrite na ATM induzida por Zy

O estudo da expressao por imunohistoquimica para HO-1 mostrou
aumento de expressdo de HO-1 na ATM de animais com artrite (Figura 39 C, D) em
relacdo aos animais sham (Figura 39 B), caracterizada pela coloracdo marrom nas
células. Em animais com artrite na ATM observa-se que a marcacédo celular para a
enzima HO-1 foi identificada em condrécitos (Figura 39 C), células sinoviais e
neutréfilos (Figura 39 D). O controle negativo da reac¢do de imunohistoquimica foi
composto da ATM de ratos com artrite induzida por Zy e que ndo foram incubados
com anticorpo primario (Figura 39 A).

Na reagdo da expressdo por imunohistoquimica de TNFa, observa-se leve
aumento de expressdo de TNFa na ATM de animais com artrite (Figura 40 C, D) em
relacdo aos animais sham (Figura 40 A, B). Em animais com artrite na ATM
observa-se que a leve marcacédo celular para TNFa foi identificada em condrocitos
(Figura 40 C), em células sinoviais e em neutroéfilos (Figura 40 D).

Na reacdo da expressao por imunohistoquimica de IL-13, observa-se
expressivo aumento de expressao de IL-18 na ATM de animais com artrite (Figura
41 B, C) em relagcdo aos animais sham (Figura 41 A). Em animais com artrite na
ATM observa-se que a marcacao celular para IL-1B a foi identificada em condrocitos
(Figura 41 B), em células sinoviais e em neutrofilos (Figura 41 C). Observa-se que
a imunomarcacédo para IL-18 em neutrofilos ocorre de forma mais intensa do que

para TNFa.
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Figura 39. Fotomicrografias de imunomarcacdo para HO-1 na ATM de ratos
com artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 ulL) foi injetado na ATM
esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solucdo salina i.art. Os animais
foram sacrificados na 62 h apés inducédo da artrite, e suas ATM esquerdas removidas
para realizacdo de cortes histolégicos, processados para reacdo de
imunohistoquimica. (A): controle negativo (cortes que nao foram incubados com
anticorpo primario) (400 x). (B): ATM de animais sham (400 x). (C, D): ATM de
animais com artrite induzida por Zy mostrando notdéria imunomarcagdo para HO-1

em condrdcitos (C), sinovidcitos e neutrdfilos (D) (400 x).
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Figura 40. Fotomicrografias de imunomarcagdo para TNFa na ATM de ratos
com artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 pL) foi injetado na ATM
esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solucdo salina i.art. Os animais
foram sacrificados na 62 h apés inducédo da artrite, e suas ATM esquerdas removidas
para realizacdo de cortes histolégicos, processados para reacdo de
imunohistoquimica. (A, B): ATM de animais sham (400x). (C, D): ATM de animais
com artrite induzida por Zy mostrando leve imunomarcagdo para TNFa em
condrdcitos (C), sinovidcitos e neutrdfilos (D) (400 x).
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Figura 41. Fotomicrografias de imunomarcacgdo para IL-1B na ATM de ratos
com artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 ulL) foi injetado na ATM
esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 puL solucdo salina i.art. Os animais
foram sacrificados na 62 h apés inducédo da artrite, e suas ATM esquerdas removidas
para realizacdo de cortes histolégicos, processados para reacdo de
imunohistoquimica. (A): ATM de animais sham (400 x). (B, C): ATM de animais com
artrite induzida por Zy mostrando notdria imunomarcacgéo para IL-13 em condroécitos
(B), sinoviécitos e neutrofilos (C) (400 x).
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5.5.2. Estudo por imunohistoquimica da expressédo de HO-1, TNFa e IL-18 no
ganglio trigeminal de ratos com artrite na ATM induzida por Zy

O estudo da reacao da expressdo por imunohistoquimica para HO-1 no
ganglio trigeminal de ratos na 122 h apds inducao da artrite por Zy mostrou aumento
de expressdo de HO-1 nos animais com artrite (Figura 42 C) em relagcdo aos
animais sham (Figura 42 B), caracterizada pela coloracdo marrom nas células. Em
animais com artrite na ATM observa-se que a marcacao celular para a enzima HO-1
foi identificada tanto no corpo celular do neurdnio aferente primario quanto nas
células satélites da glia que circundam o corpo celular neuronal de ganglio trigeminal
(Figura 42 C). O controle negativo da reacao de imunohistoquimica foi composto de
ganglio trigeminal de ratos com artrite induzida por Zy e que nao foram incubados
com anticorpo primario (Figura 42 A).

Na reacdo da expressao por imunohistoquimica de TNFa no ganglio
trigeminal de ratos na 122 h apos indugéo da artrite por Zy, observa-se leve aumento
de expressao de TNFa no ganglio trigeminal de animais com artrite na ATM (Figura
43 B) em relacdo aos animais sham (Figura 43 A), caracterizada pela coloragéo
marrom nas células. Semelhante a expressdao de HO-1, também em animais com
artrite na ATM observa-se que a marcacgao celular para TNFa foi identificada no
corpo celular do neurbnio aferente primario e nas células satélites da glia (Figura 43
B).

Na reacdo da expressao por imunohistoquimica de IL-18 no ganglio
trigeminal de ratos na 122 h apés inducdo da artrite por Zy, observa-se expressivo
aumento de expressado de IL-1B no ganglio trigeminal de animais com artrite na ATM
(Figura 44 B) em relagdo aos animais sham (Figura 44 A). Semelhante a expressao
de HO-1 e de TNFa, também em animais com artrite na ATM observa-se que a
marcacao celular para IL-1B foi identificada no corpo celular do neurénio aferente

primario e nas células satélites da glia (Figura 44 B).
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Figura 42. Fotomicrografias de imunomarcagdo para HO-1 no ganglio
trigeminal de ratos com artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 ulL)
foi injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solucéo salina
i.art. Os animais foram sacrificados na 122 h apds inducédo da artrite, e seus ganglios
trigeminais esquerdos removidos para realizacdo de cortes histologicos,
processados para reacdo de imunohistoquimica. (A): controle negativo (cortes que
nao foram incubados com anticorpo primario) ganglios trigeminais de animais com
artrite induzida por Zy nao apresentando imunomarcagao (400 x). (B): ganglio
trigeminal de animais sham (400 x). (C): ganglio trigeminal de animais com artrite
induzida por Zy mostrando notoéria imunomarcacao para HO-1 no corpo celular do
neurdnio aferente primario e nas células satélites da glia (400 x). Seta verde: corpo

celular neuronal; seta branca: células satélites da glia.
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Figura 43. Fotomicrografias de imunomarcacdo para TNFa no géanglio
trigeminal de ratos com artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 pL)
foi injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solugéo salina
i.art. Os animais foram sacrificados na 122 h apds inducéo da artrite, e seus ganglios
trigeminais esquerdos removidos para realizagdo de cortes histologicos,
processados para reagdo de imunohistoquimica. (A): ganglio trigeminal de animais
sham (400x). (B): ganglio trigeminal de animais com artrite induzida por Zy
mostrando discreta imunomarcagdo para TNFa no corpo celular do neurdnio
aferente primario e nas células satélites da glia (400 x). Seta verde: corpo celular
neuronal; seta branca: células satélites da glia.
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Figura 44. Fotomicrografias de imunomarcacdo para IL-1B8 no ganglio
trigeminal de ratos com artrite na ATM induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 uL)
foi injetado na ATM esquerda de ratos. O grupo sham recebeu 40 uL solugéo salina
i.art. Os animais foram sacrificados na 122 h apds inducéo da artrite, e seus ganglios
trigeminais esquerdos removidos para realizagdo de cortes histologicos,
processados para reagdo de imunohistoquimica. (A): ganglio trigeminal de animais
sham (400x). (B): ganglio trigeminal de animais com artrite induzida por Zy
mostrando notdria imunomarcagdo para IL-13 no corpo celular do neurénio aferente
primario e nas células satélites da glia (400 x). Seta verde: corpo celular neuronal,
seta branca: células satélites da glia.



120

5.6. Estudo dos niveis séricos de bilirrubina em ratos com artrite na ATM

induzida por Zy

Para comprovacdo de que a proteina HO-1 exerceu sua atividade
enzimatica apés a sintese proteica de HO-1, resultado da expressdo génica de HO-
1, foi realizada a determinacdo da concentracdo sérica de bilirrubina nos animais
com artrite na ATM induzida por Zy 2 mg na 92 h apés inducao da artrite.

Observou-se que em animais com artrite na ATM foi encontrado o nivel
sérico significativamente (p < 0,05) elevado de bilirrubina quando comparado ao

grupo sham (Tabela 6).

Tabela 6. Niveis séricos de bilirubina (mg/ml) em animais com artrite na ATM

induzida por Zy e do grupos sham.

Sham Zy 2 mg

Bilirrubina 0,077+0,51 17,12+5,94 *

*p < 0,05 em relacdo ao grupo sham (Teste t).

5.7. Dosagem de IL-1B no lavado sinovial de ratos com artrite na ATM induzida

por Zy

Para comprovagcdo de que a citocina IL-1B3 foi produzida pelos
condrécitos, sinovidcitos e neutrdéfilos, realizou-se dosagem da citocina no lavado
sinovial na 62 h ap6s artrite na ATM induzida por Zy 2 mg.

Observou-se que em animais com artrite na ATM foi encontrado o nivel
significativamente (p < 0,05) elevado de IL-1B no lavado sinovial quando comparado

ao grupo sham (Figura 45).
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Figura 45. Dosagem de IL-1B no lavado sinovial de ratos com artrite na ATM
induzida por zymosan. Zy (2 mg; 40 ulL) foi injetado na ATM esquerda de ratos. O
grupo sham recebeu 40 pL solucéo salina i.art. O lavado sinovial foi coletado na 62 h
apos a inducdo da artrite na ATM por Zy. Os dados representam a média + epm

(n=6). *p < 0,05 em relacdo ao grupo sham (Teste t).
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, propomo-nos, inicialmente, padronizar um modelo
experimental que estude a nocicepcdo articular e as alteracdes inflamatérias na
articulagdo temporomandibular. Desenvolvemos entdo, pela primeira vez na
literatura, um modelo de hipernocicepg¢éao articular e de artrite na ATM induzida por
zymosan. Investigamos, neste modelo experimental, a hipernocicep¢ao articular, o
extravasamento plasmatico, a migracdo celular, a participacdo de neutréfilos e as
alteracdes histopatoldgicas tanto na fase aguda quanto na fase crbnica da artrite na
ATM e no géanglio trigeminal. Avaliamos também, pela primeira vez na literatura, a
participacdo da via hemeoxigenase-1l/biliverdina/monéxido de carbono na
hipernocicepcao articular e na artrite da ATM, através indutores e inibidores da via, e
0 mecanismo de agédo através do estudo do envolvimento de GMPc e canais de K*
sensiveis a ATP. Ademais, realizamos estudo em biologia molecular para identificar
expressao génica da HO-1, assim como dos mediadores inflamatérios TNFa e IL-13
na ATM e no ganglio trigeminal; identificamos as células responsaveis pela producéo
desses mediadores inflamatorios, e ratificamos a atividade enzimética de HO-1 pela
dosagem de bilirrubina, assim como a producdo das citocinas através de suas
dosagens no lavado sinovial.

Sabe-se que a articulacdo temporomandibular de ratos apresenta
semelhancas com a articulacdo de humanos, comprovada através de analises
histopatoldgica, histoquimica e imunohistoquimica, podendo, portanto, ser utilizada
em estudos experimentais (FURSTMAN, 1964; FUJITA; HOSHINO, 1989;
NOZAWA-INOUE et al., 2003).

Tém sido descritos na literatura alguns modelos experimentais para
estudo da artrite na ATM e da nocicepcdo articular através de procedimentos
cirirgicos (YAILLEN et al.,, 1979; HELMY et al., 1988; SHIMODA et al., 1989;
ISHIMARU; GOSS, 1992; LEKKAS, 1994; MONJE et al., 1993; TOMINAGA et al.,
2002), de procedimentos mecanicos (ALI; SHARAWY, 1994; IMAI et al., 2001),
assim como através do uso de animais modificados geneticamente (EMBREE et al.,
2011), pela administracdo de substancias administradas sistemicamente (ZAMMA,
1983; AL-MOBIREEK et al., 2000) e, principalmente, pela administracdo de
substancias localmente na ATM de ratos (YU et al., 1995; NOGUCHI et al., 2005;
REN, 1999; HAAS et al., 1992; CARLESON et al., 1996; LUNDEBERG et al., 1996;
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FIORENTINO et al., 1999; CAIRNS et al., 1998; 2001; BROTON & SESSLE, 1988;
TOMINAGA et al., 1999; KAWAI et al., em 2000; ROVERONI et al., 2001; KERINS et
al., 2003; 2005; TAKEUCHI et al., 2004; LAM et al., 2005; DENADAI-SOUSA et al.,
2009).

O zymosan tem sido usado como um agente pré-inflamatorio ja ha alguns
anos (GADO; GIGLER, 1991). Para nosso conhecimento, esse é o primeiro trabalho
demonstrando o modelo experimental de hipernocicepcéo articular e de artrite na
ATM induzida por Zy. A artrite aguda induzida por Zy, inicialmente proposta em
joelho de ratos (ROCHA et al, 1999), é caracterizada pelo aumento da
permeabilidade vascular, migracdo celular e dor. Posteriormente se caracteriza por
uma progressiva sinovite com células mononucleares, ativacdo de fibroblastos e
formagcédo do pannus (KEYSTONE et al., 1977; GEGOUT et al., 1994). H4 ainda
estudos sugerindo degradacao da cartilagem articular e do osso subcondral na fase
cronica da artrite por zymozan (GEGOUT et al., 1995; BEZERRA et al., 2004).

Nossos resultados mostraram que a administracdo de Zy 2 mg na ATM,
mas ndo de salina, induziu hipernocicepcédo articular, aumento do extravasamento
plasmético, influxo leucocitario e aumento da atividade de MPO, semelhante ao
observado na articulacdo de joelhos (ROCHA et al., 1999; BEZERRA et al., 2004).
Em modelo de neurite inflamatéria no nervo ciatico, tanto doses baixas quanto altas
de zymosan causaram hipernocicepcdo. Apenas maiores doses de zymosan,
entretanto, estavam associadas ao aumento da liberacédo de IL-1B3, TNFa e espécies
reativas de oxigénio a partir de células imunes periciaticas (GAZDA et al., 2001).
Esses dados sugerem que baixas doses de zymosan na ATM causaram
hipernocicepcdo, embora ndo estivessem associadas a condicdo inflamatoria
através da estimulag&o celular. No presente trabalho, zymosan na dose de 2 mg foi
escolhido, ao invés de 0,25, 0,5 ou 1 mg, por ser a melhor dose para estimular tanto
comportamento nociceptivo quanto parametros inflamatorios.

De fato, uma dose Unica de zymosan 2 mg na ATM dos animais resultou
em grande aumento da permeabilidade vascular, com inicio na 42 h apos injecéo de
Zy, com pico na 62 h, apresentando uma segunda fase de extravasamento de azul
de Evans observada na 242 h. Essa primeira fase de resposta vascular ocorre em
paralelo a reducdo do limiar resposta nociceptiva facial, um sinal cldssico na artrite
da ATM em humanos, em paralelo ao aumento da contagem total do nimero de

leucocitos e da atividade de MPO (enzima presente nos granulos azurdfilos de
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neutrofilos) tanto em tecidos articulares quanto do lavado sinovial, mostrando a
infiltrac&o neutrofilica para o sitio inflamatorio da ATM. Como a atividade de MPO foi
semelhante quando dosada nos tecidos articulares e no lavado sinovial, passamos a
avaliar a atividade da enzima no lavado sinovial. Haas et al. (1992), em modelo de
artrite na ATM induzida por 6leo de mostarda, ja haviam mostrado a presenca de
neutrofilos na inflamacdo aguda da ATM e extravasamento de azul de Evans com 30
min da artrite, similar ao encontrado por Fiorentino et al. (1999), este utilizando 6leo
de mostarda ou glutamato para induzir a artrite. Em outro modelo experimental, de
artrite na ATM induzida por carragenina, Denadai-Souza et al. (2009) também
observaram influxo leucocitério, atividade de MPO e extravasamento plasmatico
apresentando uma cinética mais semelhante a artrite induzida por zymosan. Foi
documentada também a presenca de MPO no lavado sinovial de pacientes com
artrite reumatoide e de pacientes com desarranjos internos articulares na ATM
(EDWARDS et al., 1988; ARINCI et al., 2005).

A segunda fase de extravasamento plasmatico na 242 h, também
observado em modelo de artrite na ATM induzida por carragenina (DENADAI-
SOUZA et al, 2009), provavelmente esta relacionada a infiltracdo de células
mononucleares, como pode ser ratificado pela andlise histopatolégica em nosso
trabalho. Estudos anteriores, na artrite induzida por Zy em joelhos (ROCHA et al.,
1999; BEZERRA et al.,, 2004) e na artrite da ATM induzida por carragenina
(GOULART et al.,, 2005; DENADAI-SOUZA et al., 2009), mostraram infiltrado
inflamat6ério agudo nos tecidos articulares, sendo substituido pelo processo
inflamatorio cronico caracterizado pela infiltracdo de mononucleares. Essa segunda
fase de extravasamento de azul de Evans ocorreu juntamente a presenca de
hipernocicepcao articular, porém nédo foi acompanhada de infiltracdo leucocitaria
nem da atividade de MPO. Provavelmente esse evento pode estar relacionado a
alguma disfuncdo da barreira endotelial como uma consequéncia do dano tecidual,
como sugerido por VAUDO et al. (2004).

Todo esse processo inflamatério gerado causa sensibilizacdo periférica
dos nociceptores levando a hipernocicepcédo articular. Takeuchi et al. (2004), em
estudo in vitro de preparacdo do nervo auriculotemporal, sugeriu que a inflamacao
pode sensibilizar os nociceptores da ATM levando a sensacdo exacerbada de dor
(hiperalgesia) e a sensacdo de dor oriunda de estimulos ndo dolorosos (alodinia).

Sabe-se que as condi¢cdes dolorosas associadas as DTMs sao geralmente
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associadas a dor priméaria e efeitos subsequentes como hiperalgesia secundaria,
alodinia e dor referida, sugerindo o envolvimento de mecanismo neurais tanto
periféricos quanto centrais (SESSLE et al., 1986; SESSLE; HU, 1991; SESSLE,
1999; 2000; 2005a; 2005b). NOs estudamos a resposta mecanica a nocicepcao
gerada pelo zymosan na ATM de ratos utilizando um analgesimetro digital,
previamente testado e validado, baseado nos mesmos principios dos filamentos de
von Frey, ja utilizado anteriormente na ATM de ratos, superando-0os em relacdo a
precisdo na medida do limiar de nocicep¢ao (REN, 1999; PARADA et al., 2003;
DENADAI-SOUZA et al., 2009). Neste sentido, a hipernocicepcdo analisada no
presente estudo corresponde a uma dor articular real, embora seja aferida na pele
do animal. A saber, a dor articular exacerbada pela palpacdo na ATM através da
pele é um dos critérios para diagnostico diferencial recomendado pelo Guidelines da
Academia Americana de Dor Orofacial, publicado na dltima classificacdo das dores
orofaciais (DE LEEW, 2008). Ademais, uma caracteristica da maioria dos neurénios
gue recebem aferéncia nociceptiva de estruturas profundas é sua resposta também
a aferéncias cutaneas, o que sugere o envolvimentos desses neurdnios ndo apenas
na deteccdo da dor articular aguda, mas também na hiperalgesia e na pobre
localizagdo da dor que caracteriza muitas condigdes dolorosas das articulagbes e
outras estruturas profundas (SESSLE et al., 1986; SESSLE; HU, 1991; SESSLE,
1999; 2000; 2005a; 2005b).

A hipernocicepcao articular avaliada, portanto, foi acompanhada de
influxo neutrofilico, ratificado pelo aumento da atividade de MPO, semelhante ao
observado na artrite induzida por Zy em joelhos, em que a atividade de MPO se
mostrou elevada, ressaltando a importancia dos neutréfilos para a hiperalgesia
(BEZERRA et al., 2007). O limiar de retirada da cabeca do animal iniciou na 22 h
apos a injecado de Zy na ATM, apresentando pico entre a 32 e 42 h, iniciando sua
redugéo a partir da 92 h, mantendo-se até a 242 h. Na artrite induzida por zymosan
em joelhos, observou-se padrao semelhante de resposta nociceptiva (ROCHA et al.,
1999). Na artrite induzida por adjuvante de Freund, entretanto, a nocicepg¢ao articular
foi observada durante duas semanas (REN, 1999). Quando administrada formalina,
a resposta comportamental foi avaliada por 45 min (ROVERONI et al., 2001), e na
artrite por carragenina, observou-se resposta nociceptiva por sete dias (DENADAI-
SOUZA et al., 2009). Considerando que a hipernocicepc¢ao articular foi maxima entre

a 32 e 42 h da artrite, e o influxo celular foi maximo na 62 h, foi sugerido utilizar esses
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tempos no estudo da fisiopatologia da dor e da inflamagédo na ATM no presente
estudo.

Em relacdo aos parametros inflamatorios, as caracteristicas histologicas
se correlacionam ao extravasamento plasmatico, ao influxo leucocitario e a alta
atividade de MPO, sendo visto na inflamacdo aguda da membrana sinovial, nos
tecidos periarticulares e nos tecidos musculares estriados. Nosso trabalho € o
primeiro a relacionar parametros inflamatorios histopatolégicos agudos e cronicos
envolvendo as estruturas articulares e periarticulares, ressaltando que outros
estudos mostraram histopatologia da ATM sem, entretanto, atribuir escores para
analise estatistica de todas essas estruturas (ZAMMA, 1983; HAAS et al., 1992;
FUJITA; HOSHINO, 1989; GOULART et al., 2005).

O presente trabalho mostrou que a injecdo de Zy 2 mg na ATM de ratos
foi capaz de induzir reacdo inflamatéria nos tecidos articulares e periarticulares na
fase aguda da artrite, quando se observou infiltrado celular na membrana sinovial
(MS), no tecido conjuntivo periarticular e no tecido muscular estriado, sendo
caracterizado predominantemente por células polimorfonucleares, com
espessamento da MS. Corroborando com o0s achados de aumento da
permeabilidade vascular através do aumento do extravasamento de azul de Evans,
observamos também na histopatologia a presenca de edema na MS. Em
concordancia com nossos achados, Haas et al. (1992) havia mostrado a presenca
de neutréfilos na fase aguda da inflamacédo na ATM induzida por 6leo de mostarda.
Goulart et al. (2005), entretanto, mostraram que hiperplasia da membrana sinovial na
artrite da ATM induzida por carragenina e por fomalina sé foi observada apés 3 dias
de inducédo da artrite, evidenciando curso diferente na progressao da doenca
dependente do estimulo inflamatério aplicado.

Na fase cronica da artrite na ATM induzida por Zy, observamos aumento
de hiperplasia sinovial e perpetuacdo dos parametros de infiltracdo celular, com
predominancia de mononucleares. No 20° dia ap0s inducdo da artrite, entretanto, o
infiltrado celular no tecido conjuntivo periarticular e no tecido muscular esquelético foi
reduzido. Neste momento observou-se fibrose acentuada dos tecidos articulares e
periarticulares, mostrando a tentativa dos tecidos em realizar sua reestruturagao,
porém de maneira desorganizada, causando perpetuacdo do processo inflamatério
com formacéo de fibrose e posterior perda da funcédo e degradacdo das estruturas

articulares. Zamma (1983) mostrou a presenca de degeneracdo da cartilagem
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articular e do osso subcondral na artrite da ATM, induzida pela inoculagéo
intradérmica de adjuvante de Freund na escdpula parietal de ratos, assim como
formacao de aderéncias na 5% semana ap0s inducéo da artrite. Segundo Yamaza et
al. (2003), hiperplasia sinovial ja seria um indicio de doenca degenerativa na ATM.

Goulart et al. (2005) observaram os achados histopatolégicos até o 15°
dia apods inducdo da artrite por carragenina e por fomalina, mostrando que apenas
injecao i.art. de formalina foi capaz de manter hiperplasia sinovial durante os 15 dias.
Em nosso trabalho, entretanto, pudemos observar que, iniciando na fase aguda e
perpetuando na fase cronica da artrite na ATM induzida por Zy, avaliado nos 10°, 20°
e 30° dias, houve progressiva hiperplasia da membrana sinovial, com caracteristicas
de substituicio da mesma por um tecido semelhante ao pannus reumatdide
presente em pacientes com artrite reumatoide e na artrite por Zy em joelhos de
ratos, o qual se caracteriza por apresentar intenso infiltrado mononuclear, hiperplasia
da sindvia, neoformacao vascular, proliferacdo de fibroblastos e fibrose, ja vistos a
partir do 10° dia apds inducéo da artrite, apresentando aumento no 20° e 30° dias.
Nozawa-Inoue et al. (1998) também observaram aumento da vascularizacdo da
sindvia apos 21 dias de indugé@o da artrite na ATM por inoculagdo intradérmica de
adjuvante de Freund na escapula parietal de ratos. Helmy et al. (1989) mostraram
existir células nos tecidos sinoviais de humanos que sdo potencialmente
angiogénicas, justificando, possivelmente, a formacao de novos vasos na sindvia na
fase crbnica da artrite. Esses achados, em comparacdo aos achados na literatura,
mostram que esse modelo experimental de artrite na ATM induzida por Zy é
confidvel, pois apresenta as fases aguda e cronica semelhantes ao que
encontramos em humanos, podendo ser reproduzido e utilizado para estudar a
fisiopatologia das alterag6es inflamatorias e degenerativas.

Ja tem-se descrito na literatura a participacdo varios mediadores
inflamatorios na artrite na ATM. Citocinas como interleucina-1 beta (IL-18), fator de
necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), e outros
mediadores como serotonina (5-HT), neuropeptideos, protaglandinas (PGs) como
PGE,, leucotrienos (LTs), imunoglobulinas e ATP atuando em receptores P2X3 e
P2X2/3 ja foram descritos como importantes no desencadeamento desse processo
(ALSTERGREN et al., 1995; QUINN et al., 2000; YAMAZA et al., 2003; KANEYAMA
et al., 2002; 2005a; 2005b; FREDRIKSSON et al., 2005; CHANG; ISRAEL, 2005;
RODRIGUES et al., 2006; KYRKANIDES et al., 2007; TEIXEIRA et al. 2010a, 2010b;
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VERNAL et al., 2008). A prostaglandina PGJ,, assim como oOxido nitrico (NO) e os
receptores opioides y e Kk atuam na inibicdo da dor inflamatéria na ATM (CHICRE-
ALCANTARA et al., 2012; QUINTEIRO et al., 2012). Clinicamente, antiinflamatérios
nao-esteroidais (DAINES) sdo os farmacos de escolha no tratamento da artrite
devido a sua capacidade de melhorar os sinais e sintomas como dor e edema
(SIQUEIRA, TEIXEIRA, 2012). Experimentalmente, DAINES tém reduzido artrite na
ATM induzida por carragenina (DENADAI-SOUZA et al., 2009). Em nosso estudo,
indometacina reduziu hipernocicepcdo articular, assim como o0s parametros
inflamatérios de infiltragdo leucocitaria e atividade de MPO. De fato, em estudo
prévio do nosso grupo, foi mostrado que DAINES seletivos COX-2, como etoricoxibe,
precisam da integridade da via da hemeoxigenase-1 para exercerem sua acao
analgésica e anti-inflamatoria (GRANGEIRO et al., 2011).

Apesar de ter sido descoberta ha mais de 40 anos (TENHUNEN et al.,
1969), o enfoque da via da HO-1/BVD/CO na dor e na inflamagé&o tem sido dado nos
altimos 20 anos. De fato, HO-1, seu substrato heme e seus produtos, CO, BVD e
ferritinha, obtida a partir do ferro, sdo capazes de modular o processo inflamatério
(OTTERBEIN et al., 2000; PAE et al., 2004; ALCARAZ et al., 2003; GRANGEIRO et
al., 2011). Para nosso conhecimento, esse trabalho também € o primeiro a estudar a
participacéo da via HO-1/BVD/CO na dor facial e na artrite da ATM.

Observamos que o estimulo a via da HO-1/BVD/CO realmente exerce um
importante efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio sobre a hipernocicepc¢ao articular
e a artrite na ATM induzida por Zy. Constatamos que hemina, um substrato analogo
utilizado como indutor da HO-1; DMDC, doador de CO (produto final da via
enzimatica de HO-1/BVD/CO); e biliverdina, produto final da via enzimatica de HO-
1/BVD/CO, foram capazes de reduzir hipernociepgéo facial, influxo leucocitério e
atividade de MPO, assim como todos os parametros histolégicos. Ademais, o ZnPP
IX, inibidor seletivo da enzima HO-1, causou um aumento de todos 0s parametros,
reduzindo limiar de hipernociepcdo facial e aumentando influxo leucocitario e
atividade de MPO.

Em modelo de inflamacédo induzida por zymosan, a administracdo de
hemina aumentou a expressédo e a atividade de HO-1 associada ao aumento da
producédo de bilirrubina e apresentou acdo anti-inflamatéria observada pela reducéo
de migracdo leucocitaria, exsudacdo de liquido e reducdo da liberacdo de
mediadores inflamatoérios (VICENTE et al., 2003). Sabe-se que a inducdo de HO-1
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proporciona maior resisténcia das células endoteliais ao estresse oxidativo e inibe a
expressdo de moléculas de adeséo, resultando em reduc¢éo do influxo leucocitario
(HAYASHI et al., 1999). Nesse contexto, o controle da resposta inflamatoria exercida
pela HO-1 pode estar relacionada a inibicdo da expressao das moléculas de adesao
P- e E- selectinas no endotélio vascular mediado por moléculas antioxidantes como
biliverdina e bilirrubina (VACHHARAJANI et al., 2000). Em estudo realizado por
microscopia intravital, observou-se realmente que biliverdina reduziu rolamento,
adesao e migracao neutrofilica em modelo de inflamacéo induzida por carragenina
(FREITAS et al., 2006).

Em nosso modelo experimental, observamos que a dosagem de
bilirrubina encontrou-se aumentada na 92 h apds inducdo da artrite por Zy,
exatamente quando inicia o processo de reducao do influxo leucocitario. Isso sugere
que o modelo de artrite na ATM induzida por Zy é capaz de desencadear efeitos
sistémicos, visto que a dosagem de bilirrubina foi realizada sericamente. Ademais,
em nosso estudo, ambos hemina, indutor de HO-1, e biliverdina, produto final da via,
reduziram o desenvolvimento da artrite e da hipernocicepcao articular. Baseado
nesses resultados, podemos propor que a acado de HO-1 na artrite da ATM induzida
por Zy, pelo menos em parte, € mediada pela inibicdo do recrutamento de
neutrofilos, visto que a reducédo do influxo de neutréfilos foi observada pela reducéo
da contagem total de leucécitos e pela atividade de MPO no lavado sinovial da ATM,
e que isso pode ser mediado também pelo seu produto final biliverdina e bilirrubina.
As caracteristica histolégicas observadas corroboram com esses achados,
evidenciando também reducdo da inflamacdo aguda na membrana sinovial, no
tecido periarticular e no tecido muscular estriado, caracterizada principalmente pela
reducdo da infiltracdo neutrofilica nos tecidos articulares e periarticulares. Esses
dados sugerem que a inducao de HO-1 pode apresentar um potencial terapéutico na
fase aguda da artrite na ATM em humanos.

Nossos achados estdo também em acordo com Bellanoua et al. (2008)
gue estudaram modelo experimental de artrite ndo autoimune, e observaram que o
aumento de HO-1 causou resposta protetora na inflamacao articular. Em modelos de
artrite autoimune induzida por colageno e adjuvante de Freund em camundongos,
entretanto, observou-se um efeito dual de HO-1. A indugcdo de HO-1 resultou em
inibicdo de erosao na cartilagem e reducao da fibrose articular, embora a inibicdo de

HO-1 também tenha reduzido a inflamacédo articular e destruicdo da cartilagem
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(DEVESA et al., 2005a; 2005b). Esse mesmo grupo de pesquisa, porém, mostrou,
em artrite induzida por colageno, que tanto inibidores da HO-1 quanto compostos
capazes de liberar CO promovem reducédo do infiltrado celular inflamatoério, da
inflamacéo articular e da destruicédo articular, assim como reducéao dos niveis de IL-
1B, IL-2, IL-6, TNFa e PGE2, mostrando a importancia de compostos que liberam
CO no tratamento da artrite (FERRANDIZ et al., 2008; IBANEZ et al., 2011).
Confirmando esses dados, também em artrite induzida por colageno, foi
demonstrado que tanto biliverdina quanto CO reduziram a condicdo inflamatéria e a
destruicdo O0ssea (BONELLI et al., 2012). O envolvimento de HO-1 em condi¢des
cronicas de artrite na ATM, portanto, precisa ainda ser investigado. Sabe-se apenas
que, durante inflamacédo cronica, HO-1 pode exercer uma acdo anti-inflamatoria
inibindo infiltracdo leucocitaria assim como facilitando o reparo tecidual através da
estimulacdo do fator de crescimento vascular derivado do endotélio (VEGF)
(BUSSOLATI et al., 2004).

Sabe-se que os efeitos antinociceptivos e anti-inflamatérios da HO-1
dependem das propriedades bioquimicas dos produtos gerados a partir da
degradacdo do heme, como monéxido de carbono, ferritina e biliverdina/bilirrubina
(OTTERBEIN et al., 2000). Kobayashi et al. (2006) afirmaram que o monoxido de
carbono, mas nao ferritina ou bilirrubina, era o principal responséavel pelos efeito
inibitérios da expressdo enddgena ou da acdo quimica a partir de HO-1 na sintese
de mediadores inflamatorios. Outros autores concordam com essa ideia, reservando
a bilirrubina e a ferritina exercerem sua fungées via acdo antioxidante (FERRANDIZ
et al., 2008; IBANEZ et al., 2011, BONELLI et al., 2012).

Nosso estudo demonstrou que a hipernocicepcéo articular e a inflamacao
articular foram reduzidas a um padrédo de resposta semelhante aos animais que
receberam apenas salina i.art., quando administrados hemina, indutor de HO-1, e
DMDC, o doador de CO. Fortalecendo essa hipotese, ndés observamos que o
tratamento com ZnPP IX, um inibidor seletivo da enzima HO-1, causou um aumento
da inflamac&o articular e da hipernocicepcédo articular, quando utilizada dose
submaxima de zymosan (1 mg) para induzir a artrite na ATM, possivelmente por
inibir a producdo de CO. De fato, no primeiro trabalho da literatura que mostrou os
efeitos do CO na dor, publicado em 1994, foi demonstrado que o ZnPP IX reduziu o
limiar de hiperalgesia mecéanica causada por zymosan (MELLER et al., 1994).

Também, no estudo realizado em microscopia intravital, observou-se que o CO
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reduziu rolamento, adesdo e migracdo neutrofiica em modelo de inflamacao
induzida por carragenina, e que essa acdo ocorreu via GMPc (FREITAS et al.,
2006).

Ja foi demonstrado por Steiner et al. (2001) que a via HO-1/CO exerce
acao antinociceptiva em inflamagéo induzida por carragenina comprovada pelo uso
de um inibidor de HO-1. Esses autores também afirmaram que o CO é o produto da
via da HO-1 responsavel pela acdo antinociceptiva. Sabe-se que a maioria das
acOes do CO tem sido descritas como dependentes da ativacdo de guanilato ciclase
soltvel (GCs) e subsequente sintese do GMPc (MAINES et al., 1993; 1997; MORITA
et al., 1995). Esses efeitos bioquimicos resultam na reducdo da producdo de
citocinas pro inflamatérias como TNFa, IL-183, IL-6 e IL-8, e aumentam a sintese de
IL-10, uma citocina anti-inflamatéria (KOBAYASHI et al., 2006, GUILLEN et al.,
2008). De fato, ha evidéncia da participacdo da via hemeoxigenase-1/monéxido de
carbono/GMPc na modulacdo tanto periférica quanto espinhal da dor inflamatéria e
ndo inflamatoéria (STEINER et al., 2001; NASCIMENTO; BRANCO, 2007; 2008;
CARVALHO et al., 2011). Ademais, sabe-se que a elevacao dos niveis intracelulares
de GMPc, gerados a partir do NO, inibe a hipersensibilidade do nociceptor (CUNHA
et al., 1999; BEZERRA et al., 2008), e que essa acdo se da pelo aumento da
condutancia de fons K* pela abertura de canais de potassio sensiveis a ATP direta
ou indiretamente pela via da proteina kinase G (SACHS et al., 2004).

A saber, nosso estudo € o primeiro a mostrar a participacdo da via HO-
1/CO/GMPc/canal de K' sensivel a ATP na dor facial. Nossos achados s&o
consistentes em afirmar que a via HO-1/CO/GMPc/canal de K* sensivel a ATP
modula a hipernocicepcao articular e artrite na ATM induzida por Zy, visto que tanto
ODQ (um inibidor da GCs) (MORO et al., 1996) quanto glibenclamida (bloqueador de
canal de K" sensivel a ATP) foram capazes de reverter o efeito protetor do DMDC
(doador de CO) sobre ambos hipernocicepcéo articular e artrite na ATM. Em modelo
experimental de artrite na ATM induzida por adjuvante de Freund, foi mostrado que
este agente é capaz de promover reducio da condutancia de canais de K™ voltagem
dependentes, sugerindo que inflamacdo na ATM aumenta a excitabilidade de
neurdnios do ganglio trigeminal contribuindo para alodinia na regiéo facial (TAKEDA
et al., 2006), o que nos sugere inferir que Zy também pode proporcionar essa agao
sobre canais de K, e que o uso de estimuladores da via HO-1/CO pode servir

futuramente como ferramenta farmacologica importante na dor facial.
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Continuando a investigagcdo da via HO-1/BVD/CO na hipernocicepcgao
articular e na artrite na ATM induzida por Zy, realizamos estudo com biologia
molecular para analisar a expressao génica de HO-1 e sua interligacdo temporal
com a expressao génica de dois importantes mediadores inflamatérios, TNFa e IL-
1B, tanto em tecidos articulares da ATM, quanto no ganglio trigeminal. No presente
trabalho, os resultados obtidos mostram, através de uma avaliacdo quantitativa em
tempo real, a dinamica da expressao relativa de RNAm de HO-1, TNF-a e IL-1B em
tecidos da ATM de ratos e do ganglio trigeminal apés a inducéo da artrite por Zy.

Observou-se que o RNAmM de HO-1, nos tecidos articulares, inicia sua
significativa expressao relativa a partir da 62 h até a 242 h ap6és inducédo da artrite por
Zy, com um pico de expressdo génica relativa na 92 h. Esse pico de expressao
génica de HO-1 resultou em aumento de sua atividade, que pdde ser observado pelo
aumento da dosagem sérica de bilirrubina também na 92 h. Os RNAmM de TNFa e de
IL-18 iniciam sua expressao relativa ja na 3% h até a 242 h apds a indugéo da artrite,
apresentando pico também na 92 h.

Em cultura de osteoblastos e condrdcitos estimulados por IL-1B, obtidos
de pacientes com osteoartrite, observou-se que a inducdo de HO-1 reduziu a
expressao de MMPs, a producéo de citocinas pro inflamatérias como TNFa e IL-6,
assim como de PGE2, nitrito, TGFB2, TGFB3, e a atividade das enzimas NOS;,
COX-2 e mPGES-1 (microssomal prostaglandina E sintase-1) (GUILLEN et al.,
2008; MEGIAS et al., 2009; CLERIGUES et al., 2012a, 2012b). Também em cultura
de condrocitos incubados com IL-1B, TNFa e IL-17, obtidos de pacientes com
osteoartrite, observou-se reducdo da expressédo de HO-1, porém, quando incubados
com IL-10 ou nitroprussiato de sddio (doador de NO), houve aumento da expressao
de HO-1, embora altos niveis de NO gerado a partir da incubacdo com IL-1B n&o
aumentaram a expressao de HO-1 (FERNANDEZ et al., 2003; VALVASON et al.,
2008). Em sioviocitos de pacientes com artrite reumatoide (AR), cultivados com IL-
1B, a estimulagao de HO-1 reduziu a expresséao de fosfolipase A2 (PLA2) via inibicdo
do fator de transcricdo AP-1 (CHI et al., 2012). Também, em cultura de sinoviocitos
com LPS de pacientes com artrite reumatoide (AR), a sintese de HO-1 foi estimulada
por IL-1 e TNFa, e inibida por IFN-y (KITAMURA et al., 2011), assim como a
estimulacdo de HO-1 inibiu o fator de transcricdo NF-kB inibindo a expressao de IL-
18, TNFa e IL-6 (PARK et al., 2010). Esses experimentos mostram que as citocinas

pro inflamatorias e o NO gerado a partir de IL-1B exercem suas agdes via inibigdo da
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expressdo de HO-1, embora em pequenas concentracbes o NO aumente a
expressdo de HO-1. Em contrapartida, em algum momento do processo inflamatorio,
essas mesmas citocinas induzem a sintese de HO-1 que, por sua vez, exercem sua
acao anti-inflamatdria pela inibicdo das mesmas citocinas pro inflamatorias 1L-1f,
TNFa e IL-6, assim como inibe a via do NO e das prostaglandinas.

De fato, esse equilibrio entre os mediadores pro e anti-inflamatorios,
ressaltando HO-1, TNFa e IL-183, na artrite da ATM induzida por Zy, ocorre de forma
concomitante ao longo de todo o processo nociceptivo e inflamatério. Mais
especificamente, podemos inferir que TNFa e IL-13, ao apresentarem expresséo
génica relativa a partir da 32 h, desencadeiam a hipernocicepgao articular, o
extravasamento plasmatico e o influxo leucocitario. Semelhante ao nosso resultado,
foi encontrada também expressao génica aumentada de TNFa em tecidos
articulares em artrite na ATM induzida por adjuvante de Freund, sugerindo que o
TNFa exerce exatamente essa fungdo de desencadear todo o processo inflamatoério
articular (SPEARS et al., 2003). Esses mesmo autores estudaram o curso-temporal
de TNFa e IL-1B na artrite induzida por CFA a partir de 2 dias se estendendo até a
62 semana. Foi encontrado que TNFa e IL-13 se mantém até a 22 semana (SPEARS
et al., 2005). Nosso estudo se estendeu até a 242 h, necessitando de uma
continuidade para identificar a atuacdo de TNFa e IL-1B8 na fase crbnica da artrite na
ATM induzida por Zy. Em relagcdo a HO-1, possivelmente em resposta a todo
processo inflamatorio, iniciar-se-ia a expressao génica relativa de HO-1 a partir da 62
h apds inducdo da artrite por Zy na tentativa de proteger os tecidos articulares. Ou
seja, a expressao génica e a posterior sintese dessas proteinas (HO-1, TNFa e IL-1)
tém impacto em ambos homeostase e condigbes patologicas na ATM,
desempenhando papel fundamental na patogénese da dor facial e da inflamacé&o na
ATM, ativando ou inibindo vias inflamatorias e degenerativas.

No presente estudo, a analise por imunohistoquimica mostrou aumento da
expressao de HO-1 na ATM de animais com artrite induzida por Zy em sinoviécitos,
condrécitos e neutréfilos que migraram para tecido articular, sugerindo que essas
células estejam envolvidas na sintese de citocinas e podem ser moduladas pela via
HO-1/BVD/CO. Foi demonstrado que a enzima HO-1 é altamente expressa em
sinoviocitos, em linfocitos do infiltrado celular, em células endoteliais no tecido
sinovial, em condrécitos e em células mononucleares do sangue periférico de

pacientes com artrite reumatdide (AR) e osteoartrite (OA). Ademais, ambos células
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sinoviais e condrocitos sdo capazes de produzir citocinas inflamatérias, que sao
reduzidas pelo aumento de HO-1 (FERNANDEZ et al., 2003; KOBAYASHI et al.,
2006; KIRINO 2007; GUILLEN et al., 2008, VALVASON et al., 2008; KITAMURA et
al., 2011).

Além disso, nGs observamos que HO-1 se expressa de forma ténue em
ATM de animais sham, sugerindo a participagcdo da via na fisiologia da ATM,
provavelmente devido ao fato de ser esta uma articulacdo sujeita a continuo
estresse mecanico, havendo a necessidade de futuras pesquisas para elucidar o
papel fisiolégico desta enzima na ATM. Em trabalho anterior, mostramos que outra
enzima indutiva, como NOSi, também se expressa de forma constitutiva em
sinoviocitos e condrécitos, exercendo também um papel fisioldgico no sistema
(CHAVES et al., 2011).

Identificamos também, por imunohistoquimica, as células responsaveis
pela expresséo génica de TNFa e de IL-1B nos tecidos articulares. De fato, TNFa e
IL-18 foram expressos nas células residentes condrdcitos e sinovidcitos, e nos
neutréfilos que migraram para o tecido sinovial. Observamos, porém, que a
imunomarcacao para IL-18 em neutrofilos ocorre de forma mais intensa do que a
imunomarcacao para TNFa. Em artrite no joelho induzida por Zy, certificou-se que a
principal fonte de TNFa sdo células residentes articulares, ao invés de neutréfilos
gue migram para o tecido, ao se utilizar animais depletados de neutrdéfilos e ainda
assim a dosagem de TNFa no lavado articular permanecer elevada (PETTIPHER;
SALTER, 1996). Esse dado corrobora com a ideia de que TNFa & primeiramente
estimulado por células residentes na ATM para seguir a sequéncia de estimulacao
das demais citocinas e desencadear os eventos inflamatorios. Ademais, em modelo
de artrite na ATM induzida por antigeno, foi demonstrado que sinoviécitos e células
inflamatorias que infiltraram para os tecidos articulares séo capazes de sintetizar IL-
18, assim como condrdcitos em uma fase mais tardia da artrite (HABU et al., 2002).
Observa-se, novamente, que os achados dependem do tipo de estimulo inflamatério
utilizado para induzir artrite, ja que na 62 h apds inducdo da artrite ja observamos
imunomarcacdo em condrécitos, porém nao realizamos imunohistoquimica em uma
fase mais tardia para avaliar por qual células esses mediadores sdo produzidos.

Observamos também que a expressdo génica de IL-1B em tecido
articulares da ATM com artrite induzida por Zy resultou na sintese desse mediador

inflamatorio, quando dosado no lavado sinovial, encontrando-se aumentada nos
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animais com artrite na ATM. Em pacientes com artrite na ATM, IL-1[3 foi identificada
no lavado sinovial (KUBOTA et al., 1997; 1998; KOPP, 1998; ALSTERGREN et al.
1998; 1999; 2003; SHINODA & TAKAKU, 2000; NISHIMURA et al., 2004;
TOMINAGA et al., 2004; MATSUMOTO et al., 2008; VERNAL et al., 2008), e foram
identificadas as células responsaveis pela sua sintese, a saber condroécitos (SASAKI
et al.,1998; GE et al., 2011), células da cartilagem articular (MARTEL-PELLETIER et
al.,1991), e sinovidcitos tipo B (fibroblastos-simile) (SUZUKI et al., 2002; TOBE et al.,
2002; OGURA et al., 2002; 2007; 2009; SATOH et al., 2009). Estudos reportam que
IL-1B, ao estimular sinoviocitos tipo B (fibroblastos-simile) em meio de cultura de
células oriundas de pacientes com artrite na ATM, promovem 0 aumento da
expressao génica de uma série de genes responsaveis pela sintese de mediadores
como IL-6, IL-8 e PGs, exercendo seu papel fundamental na amplificacdo e na
perpetuacdo da resposta inflamatoéria articular (OGURA et al., 2002; TOBE et al.,
2002; OGURA et al., 2007; SATOH et al., 2009). Ademais, foi identificado que IL-13
estimula a expressao génica da proteina Bfl-1/A1, que é membro da familia Bcl-2,
que também inclui Bcl-2 e Bcl-x, estando relacionadas a apoptose (OGURA et al.,
2009).

Similarmente, TNFa também foi encontrado no lavado sinovial de
pacientes com artrite na ATM (SHAFER et al., 1994; FU et al., 1995a; NORDAHL et
al., 2000; EMSHOFF et al., 2000; KANEYAMA et al., 2002; SUZUKI et al., 2002;
MATSUMOTO et al., 2008; VERNAL et al., 2008), sendo sintetizado por células do
tecido articular como sinoviocitos tipo B (fibroblastos-simile) (OGURA et al., 2005;
KE et al., 2007). Também, em estudo com sinovidcitos tipo B (fibroblastos-simile)
oriundos pacientes com artrite na ATM, TNFa foi capaz de promover o aumento da
expressao génica de genes responsaveis pela sintese de mediadores como IL-8
(OGURA et al., 2005).

O aumento na expressao de HO-1, TNFa e IL-1B envolve um grande
namero de fatores de transcricdo e de mediadores inflamatérios que sdo ativados
pela inducdo da artrite. O fato de HO-1, TNF-a e IL-1B apresentarem um pico de
expressao génica na 92 h apods a inducdo da artrite por Zy possivelmente ocorre
devido a uma das vias de inducado da expressdo de RNAm da HO-1, a via do fator de
transcricdo NF-kB (GERALDES et al., 2008, LAVROVSKY et al., 1994), também ser
utilizada para a inducdo da expressdo das citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-
18) (ANISOWICZ et al., 1991). A expressao de HO-1 pode também ser regulada por
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outros fatores de transcricdo, dentre eles o fator induzido por hipéxia-1 (HIF-1), Nrf2
e 0 AP-1 (ALAM; COOK, 2003; KOBAYASHI et al., 2006; LAVROVSKY et al., 1994;
LEE et al 1997). Além disso, Hollander et al. (2001) reportaram que o HIF-1a é
abundantemente expresso em tecidos sinoviais das articulagbes com artrite
reumatoide. A dindmica da expressdo génica e da sintese HO-1, TNFa e IL-1B na
artrite da ATM induzida por Zy precisa, portanto, ser melhor elucidada, podendo-se
utilizar de estudos mais especificos envolvendo a via molecular através da
expressao génica dos fatores de transcricdo, assim como pelo estudo da dinamica
de inter-relagédo entre os mediadores, abrindo espaco para estudos futuros.

No ganglio trigeminal, observamos que o RNAmM de HO-1 se expressa
apenas na 122 h, e que o RNAm de TNFa se expressa na 62 h e 122 h apds indugao
da artrite. O RNAm para IL-18 inicia sua expressao relativa a partir da 62 h até a 242
h apés inducéo da artrite por Zy, com um pico de expressdo génica relativa na 122 h.
De fato, entre a 32 h e 42 h ap6s a inducao da artrite, ha o pico de hipernocicepcao
articular provavelmente ocasionado pela liberagao periférica tecidual de TNFa e IL-
18, o que estimula o neurdnio aferente primario a sintetizar esses mediadores em
um momento posterior, a partir da 62 h para IL-18 e TNFa e na 122 h para HO-1.
Semelhante ao observado na ATM, também no ganglio trigeminal ha uma expressao
génica relativa conjunta na 122 h de todas os genes estudados, provavelmente
devido ao fato de que alguns fatores de transcricAo para esses genes Sao
semelhantes, como discutido acima. Ressalta-se que na 122 h, quando o gene de
HO-1 se expressa no neurbnio, ha uma crescente reducdo de hipernocicepcdo
articular.

Sabe-se que HO-2, a enzima constitutiva da via HO, é constitutivamente
expressa em altos niveis no sistema nervoso central em ambas células neuronais e
células da glia, e que € expressa abundantemente em neurdnios da medula
espinhal, mesencéfalo, ganglios da base, regido de talamo e tronco encefalico (FAN
et al.,, 2011). Ha evidéncias também da expressdo de HO-2 em sistema nervoso
periférico em ganglios sensoriais do corno dorsal da medula espinhal na regido
cervical e lombar e no ganglio trigeminal, sugerindo que o CO atua como
neurotransmissor (UDDMAN et al., 2004; FAN et al., 2008; 2009; 2011). Fan et al.
(2011) discutiram que ainda ndo ha indicios da via HO-1/CO no neurdnio aferente
primério seja em dor inflamatéria ou em dor neuropética. Nosso estudo mostrou

expressdo de HO-1 no ganglio trigeminal, sugerindo a participacdo da via HO-1/CO
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na modulacdo da nocicepcéo articular e ratificando a hipétese da participagdo do CO
como neurotransmissor e/ou neuromodulador do sistema trigeminal atuando,
portanto, na fisiopatologia da dor facial. Ndo se sabe, ainda, se esse CO gerado é
liberado no subnucleo caudal do trato espinhal do trigemio, atuando na
neurotransmissao e/ou neuromodulacdo, ou se é liberado antidromicamente,
atuando na periferia. Maiores estudo, portanto, sdo necessarios para a compreensao
dos mecanismos periféricos e centrais nos diferentes estagios da dor e o
envolvimento de HO-1 nesses processos.

Confirmando a discussao anterior, para identificar os tipos celulares
responsaveis pela expressao génica de HO-1, TNFa e IL-1B no ganglio tigeminal, foi
realizado estudo por imunohistoquimica em que se observou que tanto o corpo
celular do neurénio aferente primario quanto as células satélites da glia mostraram
aumento da expressdo de HO-1, TNFa e IL-1B em animais com artrite na ATM
induzida por Zy. Foi descrito que TNFa atua na plasticidade neuronal do ganglio
trigeminal ao estimular mediadores como peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) (BOWEN et al., 2006) e fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) (BALKOWIEC-ISKRA et al., 2011), que atuam na plasticidade sinaptica e na
sensibilizacdo do nociceptor. De forma semelhante, IL-1B também é capaz de
estimular neurénios do ganglio trigeminal a sintetizar mediadores como CGRP e
PGE2 perpetuando a sensibilizacdo neuronal (NEEB et al., 2011). Em modelo
experimental de artrite na ATM induzida por CFA, observou-se que IL-1B contribui
para a hiperalgesia inflamatéria trigeminal ao inibir canais de K* voltagem
dependentes em neurbnios do ganglio trigeminal (TAKEDA et al., 2008). Ao
observarmos que a via HO-1/CO estimula canais de K* no modelo de artrite por Zy,
provavelmente um equilibrio a favor dessa via, ira atuar na reducé@o da hiperalgesia
inflamataoria trigeminal.

Sabe-se que as células satélites da glia promovem suporte metabolico e
estrutural e modulam a excitabilidade neuronal no ganglio trigeminal, atuando tanto
na génese quanto na manutencédo da dor cronica (VILLA et al., 2010; CHIANG et al.,
2011). Foi descrito que a inflamacéo periférica na articulacdo tempormandibular é
capaz de aumentar a excitabilidade das células satélites da glia atuando em
neurdnios do ganglio trigeminal (TAKEDA et al., 2007; VILLA et al., 2010). TAKEDA
et al. (2007) mostraram que a injecdo de adjuvante de Freund na ATM dos animais

levou as células satélites da glia a sintetizarem IL-13, atuando na modulagdo da
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excitabilidade dos neurdnios do ganglio trigeminal. Esse mesmo grupo de pesquisa
mostrou também uma acgédo paracrina da IL-1 sintetizada pelas células satélites da
glia estimulando os neurdnios do ganglio trigeminal a expressarem receptores de IL-
18, mostrando sua importancia no processo de hiperalgesia facial (TAKEDA et al.,
2008). Sabe-se, também, que a inibicdo de conexinas nas células satélites da glia no
ganglio trigeminal reduz a hiperalgesia facial (JASMIN et al., 2010), e que ha
aumento da expressdo de conexinas na presenca de inflamacdo na ATM
(GARRETT; DURHAM, 2008). Ou seja, o0 papel principal das células satélites da glia
no desenvolvimento e na manutencdo da dor ocorre pelo aumento da expressédo e
liberacdo de IL-1B8 (TAKEDA et al. 2007; 2008), assim como pelo aumento das
juncdes do tipo gap através das conexinas com o0s neurdnios (GARRETT; DURHAM,
2008; JASMIN et al., 2010).

Nosso estudo mostrou que as células satélites da glia sdo capazes de
expressar TNFa e IL-1B em resposta a artrite na ATM induzida por zymosan,
modulando o neurénio aferente primario assim como, possivelmente, neurénios do
sistema nervoso central, o que leva a hiperalgesia e alodinia. Ademais, a expressao
de HO-1 pelas células satélites da glia podem levar a sintese de CO que pode
exercer também uma acao paracrina sobre os neurdnios do ganglio trigeminal e do
sistema nervoso central, reduzindo a excitabilidade neuronal, atuando no controle da
plasticidade sinptica e reduzindo a sensibilizagdo do nociceptor, e, portanto,
modulando o processo nociceptivo facial. O caminho pelo qual esses processos
ocorrem, entretanto, precisam ainda ser investigados, sendo um possivel
mecanismo a ser estudado como ac¢édo da via HO-1/CO. O que se sugere € esse
novo possivel alvo terapéutico da via HO-1/CO em células satélites da glia no

tratamento das dores orofaciais.
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6. CONCLUSOES

1. O modelo de hipernocicepcdo articular e artrite na articulacao
temporomandibular induzida por zymosan em ratos padronizado neste trabalho pode

ser utilizado para o estudo da fisiopatologia da dor facial e da inflamacéo na ATM;

2. O modelo permitiu estudar as alteracdes histopatologicas nas fases aguda e
cronica da artrite, sendo, portanto, confiavel para a investigacdo da fisiopatologia
das alteragbes inflamatérias e degenerativas na ATM, podendo ser reproduzido em

estudos posteriores;

3. O modelo de inflamag¢do na ATM induzida por Zy € capaz de estimular
neurénios e células satélites da glia do ganglio trigeminal, e € capaz desencadear

efeitos sistémicos;

4. O presente trabalho sugere a participacdo da via hemeoxigenase-
1/biliverdina/mondéxido de carbono na patogénese da hipernocicepcéo articular e da
artrite na articulagédo temporomandibular induzida por Zy;

5. A via HO-1/CO/GMPc/canal de K' sensivel a ATP estd envolvida na

hipernocicepcao articular e na artrite da ATM induzida por Zy;

6. HO-1, TNFa e IL-1B participam da fisiopatologia da hipernocicepcéo articular
e da artrite na articulagdo temporomandibular induzida por Zy, sendo produzidos em
tecidos articulares assim como por neurbénios aferentes e células satélites da glia do

ganglio trigeminal.
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ANEXO 1

Trabalho completo publicado em periédico indexado.

Grangeiro NMG, Aguiar JA, Chaves HV, Silva AAR, Lima V, Benevides NMB, Brito GAC,
Graca JRV, Bezerra MM. Heme oxygenase/carbon monoxide-biliverdin pathway may be
involved in the antinociceptive activity of etoricoxib, a selective COX-2 inhibitor.

Pharmacological reports 2011;63:112-119.
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ANEXO 2

Trabalho completo publicado em periédico indexado.

Chaves HV, Ribeiro RA, Souz AMB, Silva AAR, Gomes AS, Val ML, Bezerra MM, Brito GAC.
Experimental model of zymosan-induced arthritis in the rat temporomandibular joint: role of

nitric oxide and neutrophils. J Biomed Biotech 2011;2011:ID 707985,11 pages.
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ANEXO 3

Trabalho completo a ser enviado para publicacdo em periédico indexado.

Chaves HV, Val DR, Ribeiro KA, Filgueiras AA, Silva AAR, Teixeira VP, Souza MH,
Ribeiro RA, Bezerra MM, Brito GAC. Heme oxygenase/carbon monoxide-biliverdin
pathway is involved in the temporomandibular joint arthritis and facial

hypernociception. Arthritis Rheum.
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ANEXO 4

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Animal



