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RESUMO

As algas marinhas sdo fontes de compostos bioativos para a industria farmacéutica e dentre
esses compostos destacamos as lectinas. O presente trabalho teve como objetivo investigar os
efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério da lectina da alga marinha verde Caulerpa
cupressoides (LCc) no modelo de artrite induzida por zymosan (Zy) na articulagcdo
temporomandibular (ATM) de ratos. LCc foi extraida com tampao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 e
isolada por cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-celulose. Nos ensaios de artrite
induzida por Zy, ratos Wistar machos receberam LCc (0,1; 1 ou 10 mg/kg; i.v.) ou salina
estéril, 30 min antes da injecdo intra-articular (i.art.) de Zy (2 mg/art., 40 pL) na ATM
esquerda. Grupos controles receberam salina estéril (40 pL; i.art.), indometacina (5 mg/kg;
s.c) ou morfina (5 mg/kg, s.c.). Grupos de animais receberam LCc (10 mg/kg, i.v.) associada a
mucina (100 mg/kg, i.v.), um agucar inibidor, e outro grupo recebeu somente mucina antes
dos estimulos. Para analisar o envolvimento da via da HO-1 na artrite, os animais foram pré-
tratados (3 mg/kg, s.c.) com um inibidor especifico do grupo heme (zinco protoporfirina IX —
ZnPP IX). Finalmente, para avaliar se o efeito antinociceptivo de LCc estava envolvido na
ativacdo do sistema opioide, grupo de animais receberam uma injecao i.art. (10 pg/art.;15 pL)
de um antagonista de receptores opioides (naloxona), 35 min antes da injecdo de Zy. Apds 5
min, os animais foram pré-tratados com LCc (10 mg/kg). A hipernocicep¢do mecanica foi
medida utilizando o método de Von Frey elétrico no tempo basal e 4 h apds a injecao de Zy.
Na 6" hora, os animais foram eutanasiados e suas ATM lavadas para coleta do lavado sinovial
e realizacio da contagem total de células e dosagem de mieloperoxidase (MPO).
Posteriormente, as ATM foram removidas para as andlises histolégicas e imunohistoquimica
(TNF-a, IL-1B e HO-1), além da dosagem de IL-1B no tecido periarticular e ganglio
trigeminal. O pré-tratamento com LCc (0,1, 1 ou 10 mg/kg; i.v.) reduziu significativamente a
hipernocicep¢io induzida por Zy (81, 83 e 89,5%, respectivamente) e inibiu o influxo de
leucdcitos (77,3, 80,7 e 98,5%, respectivamente) comparado ao grupo Zy, sendo confirmada
pela atividade de MPO. O actcar inibidor (mucina) ndo foi capaz de inibir o efeito anti-
inflamatério e antinociceptivo de LCc na artrite induzida por Zy. Observamos que durante a
andlise histolégica da ATM, os animais tratados com LCc apresentaram uma reducdo
significativa do influxo celular na membrana sinovial. Além disso, LCc reduziu
significativamente a producdo de IL-1P no tecido periarticular e a expressao de IL-1p, TNF-a
e HO-1 na membrana sinovial durante o ensaio de imunohistoquimica. O tratamento com

ZnPP IX ndo foi capaz de inibir os efeitos de LCc, mostrando que sua ac¢do antinociceptiva e



anti-inflamatéria ndo ocorre pela via da HO-1. Além disso, o tratamento com naloxona nao
reverteu o efeito de LCc. Portanto, LCc apresentou efeito antinociceptivo e anti-inflamatério
no modelo de artrite induzida por Zy, reduzindo a producdo de citocinas primarias (TNF-a e

IL-1B), porém sua acdo antinociceptiva ndo ocorre pelo mecanismo opioide periférico.

Palavras-chave: algas marinhas; inflamacao; nocicepcao; disfuncao temporomandibular.



ABSTRACT

Seaweeds are sources of bioactive compounds for the pharmaceutical industry and among
these compounds include the lectins. The present study aimed to investigate the effects
antinociceptive and anti-inflammatory of the lectin of the green seaweed Caulerpa
cupressoides (CcL) on model of zymosan-induced arthritis in the temporomandibular joint
(TMJ) of rats. CcL was extracted with 25 mM Tris-HCI buffer pH 7.5 and isolated by ion
exchange chromatography on DEAE-cellulose column. In tests of arthritis induced by Zy,
male Wistar rats received CcL (0.1, 1 or 10 mg/kg, i.v.) or sterile saline, 30 min before the
intra-articular (i.art.) injection of Zy (2 mg/art.; 40 pL) into the left TMJ. Control groups
received saline (40 pL; i.art.), indomethacin (5 mg/kg, s.c.) or morphine (5 mg/kg, s.c.).
Groups of animals received CcL (10 mg/kg; i.v.) associated with mucin (8 mg/kg; i.v.), a
sugar inhibitor, and another group received only mucin before stimulus. To analyze the
involvement of HO-1 pathway in arthritis, animals were pretreated (3 mg/kg, s.c.) with a
specific inhibitor of heme (zinc protoporphyrin IX-ZnPP IX). Finally, to evaluate the
analgesic effect of CcL in the activation of the opioid system, group of animals received an
injection i.art. (10 pg/art.; 15 pL) of the opioid receptor antagonist (naloxone), 35 min before
injection of Zy. After 5 min, the animals were pretreated with CcL (10 mg/kg). Mechanical
hypernociception was recorded before the i.art. injections of Zy or saline and after 4h. After 6
hour, the synovial fluid was collected to perform cell counting and myeloperoxidase (MPO)
assay. Also, TMJ tissues were excised to perform histopathological, immunohistochemistry
(TNF-a, IL-1B e HO-1) and cytokine assays (IL-1p) in the periarticular tissue and trigeminal
ganglion. Pretreatment with CcL (0.1, 1 or 10 mg/kg; i.v.) inhibited (p<0.05) the nociceptive
response (81, 83, and 89.5%, respectively) and reduced the influx of leukocytes (77.3, 80.7
and 98.5%, respectively) compared to Zy group, as demonstrated by MPO activity. Sugar
inhibitor (mucin) did not inhibit the anti-inflammatory and antinociceptive effect of CcL in
arthritis induced by Zy. We observed that during the histological analysis of ATM, animals
treated with CcL showed a significant reduction of cell influx in the synovial membrane.
Furthermore, CcL significantly reduced the production of IL-1p in the periarticular tissue and
expression of IL-18, TNF-a and HO-1 in the synovial membrane during
immunohistochemistry assay. Treatment with ZnPP IX was not able to inhibit the effect CcL,
indicating that its antinociceptive and anti-inflammatory action did not occur HO-1 pathway.
In addition, treatment with naloxone did not reverse the effect of CcL. Therefore, CcL showed

antinociceptive and anti-inflammatory effect on model of Zy-induced arthritis, reducing the



production of primary cytokines (TNF-a and IL-1B), however its antinociceptive action did

not occur by peripheral opioid mechanism.

Keywords: seaweed; inflammation; nociception; temporomandibular disorder.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor Orofacial

A Associacdo Internacional para os Estudos da Dor (IASP, 2008), define a dor
como uma experiéncia sensorial e emocional desagraddvel, associada a dano tecidual real ou
potencial ou descrita em termos desse dano, estando presente no processo inflamatério e
exercendo também papel de defesa e alerta do organismo. A dor € um dos sinais cldssicos do
processo inflamatério e decorre, inicialmente, da sensibilizagdo dos nociceptores, além de
estar presente como sintoma de muitas desordens clinicas, que afetam uma grande parcela da
populacdo, causando prejuizos a qualidade de vida (PORRECA et al., 2002; VERRI-JUNIOR
et al., 2006).

A dor orofacial, por sua vez, é descrita como condi¢des dolorosas associadas 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, ossos, dentes, periodonto,
articulacdes, glandulas, estruturas nervosas, musculos, cérnea, meninges, seios da face e
mucosa nasal, segundo a Sociedade Brasileira de Cefaleia (SBC, 2010). A dor orofacial
envolve um grande grupo de condi¢des como disfungdo temporomandibular, cefaleias
secunddrias, neuropatias, dores odontogénicas e advindas da mucosa oral e dor facial
idiopdtica (NEUBERT et al., 2005; SHINAL & FILLINGIM, 2007). As caracteristicas
comuns de tais condi¢des sdo a hiperalgesia mecanica primdria ou hipersensibilidade no local
da lesdo e a hiperalgesia mecanica secunddria, assim como pode ocorrer alodinia (SHIBUTA
et al, 2012).

A dor na regido oral ou craniofacial representa um dos maiores problemas de
saude publica, sua presenca pode comprometer a qualidade de vida dos pacientes, alterando as
atividades profissionais, afetando as relacdes emocionais, sociais e familiares e implicando
ainda aumento dos gastos financeiros para os servicos publicos de saide. Apresenta etiologia
diversa como tensao muscular excessiva, tratamento cirdrgico ou dentdrio, traumas, habitos
parafuncionais, uso de aparelhos ortodonticos, préteses mal adaptadas, estresse, ansiedade e
doencas osteoarticulares e musculoesqueléticas (OKESON, 1998; HARGREAVES, 2011;
MONTEIRO et al., 2011).

Estudos demonstram que a dor orofacial possui um alto grau de prevaléncia na
populacdo mundial (HARGREAVES, 2011), atingindo pelo menos 10% da popula¢do na fase

adulta, sendo que esse risco aumenta para mais de 50% nos idosos. Além disso, pacientes do
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sexo feminino estdo mais propensos as formas cronicas das dores orofaciais, como por
exemplo, as disfun¢des temporomandibulares e neuralgia do trig¢émio (OBERMANN, 2010).
No entanto, a dor orofacial pode atingir individuos mais jovens (HARGREAVES, 2011). Em
um estudo realizado no Brasil com criancas com 12 anos de idade, encontrou-se uma
prevaléncia de 66,6% de dor orofacial associada a alta prevaléncia de cdrie em relacdo a
populacdo estudada (TRAEBERT et al., 2005).

A percepcao da dor na regido oral e craniofacial envolve mecanismos periféricos e
centrais (RACICH, 2005). A dor é transmitida através de impulsos nociceptivos levados da
periferia ao Sistema Nervoso Central (SNC) e para os centros superiores do tronco encefélico
(tdllamo e cortex somatosensorial). No caso da dor orofacial, a informacdo nociceptiva é
conduzida através das fibras nervosas aferentes primarias (Ad e C) enviando informagdes para
o complexo nuclear sensorial trigeminal no tronco encefdlico (MATTHEWS & SESSLE,
2002). Esse impulso sensitivo € transmitido principalmente por meio do V par de nervos
cranianos, o nervo trigémio, composto por trés ramificagdes: oftdlmica, maxilar e mandibular.
Os corpos celulares dos neurdnios aferentes trigeminais estdo localizados no ganglio
trigeminal, que € estruturalmente semelhante ao ganglio do corno dorsal da medula espinal.
Os impulsos transmitidos pelo nervo trigeminal entram diretamente no tronco encefalico na
regido da ponte fazendo sinapse com os neurdnios de segunda ordem no nucleo trigeminal
(DAVIES et al., 2010; WAITE & ASHWELL, 2004; SESSLE, 2002; OKESON, 2003).

O complexo trigeminal do tronco encefdlico € dividido anatomica e
funcionalmente em nucleo sensorial principal, local de transmissdao das sensacdes de tato e
propriocepg¢do; nucleo motor, envolvido nas respostas motoras e, nucleo do trato espinal do
trigémio, o qual compreende trés subnucleos: oral, interpolar e caudal (Figura 1). Este tltimo
€ o principal sitio de informagao nociceptiva do tronco cerebral e, por possuir similaridades
com o corno dorsal espinhal, ¢ denominado corno dorsal medular (TAKEMURA, 2006;
OKESON, 2003; REN & DUBNER, 2011).

Antes da informagdo nociceptiva ascender ao tdlamo e cortex cerebral, ocorre uma
modulacdo tanto para suprimir quanto para amplificar a informagao nociceptiva nos terminais
centrais das fibras aferentes (SESSLE, 2000). Essa modulacdo é composta por um grupo de
estruturas no tronco encefélico, mesencéfalo, subcortex e cortex que formam um sistema de
projecdes descendentes para o complexo trigeminal do tronco encefédlico e corno dorsal da
medula espinhal (MATTHEWS & SESSLE, 2002; OKESON, 2003). Para a supressao da
informacao, podem ser liberados peptideos opioides endégenos como endorfinas, encefalinas

e dinorfinas que atuam em receptores opioides, liberacao de serotonina, dcido y-aminobutirico



22

(GABA), glicina e dopamina inibindo a passagem do impulso nociceptivo. J4 para
amplificacdo, pode ocorrer a liberagdo de neurotransmissores estimulatérios como glutamato
e aspatato atuando nos receptores ionotrépicos NMDA e AMPA, ATP em receptores P,X,
substancia P agindo em receptores das neurocininas, norepinefrina atuando em receptores
alfa-adrenérgicos presentes nos neur6nios centrais, dentre outros (OKUBO, 2013;

MATTHEWS & SESSLE, 2002; OKESON, 2003; BASBAUM et al., 2009).

Figura 1- Anatomia do Complexo Trigeminal no Tronco Encefalico. GG: Génglio trigeminal, NM do V:
nidcleo motor do complexo trigeminal, NS do V: ntcleo sensitivo principal do complexo trigeminal, NTE do V:
ntcleo do trato espinhal do complexo trigeminal, sno: subnticleo oral, sni: subnicleo interpolar, snc: subnicleo
caudal, Ta: talamo.
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Fonte: Adaptado de OKESON, 2003.

Quando a informag¢@o nociceptiva, finalmente, chega aos nicleos talamicos, de
onde partem aferéncias para o cortex somestésico (local onde a intensidade e a localizagdo sdo
processadas), juntamente com as informagdes advindas do cortex somestésico secundério e do
sistema limbido, a sensacdo tem um significado sendo percebida como dor (RACICH, 2005;
OKESON, 2003).

Os neur6nios no ganglio da raiz dorsal também podem ser estimulados pelas
células gliais satélite que permeiam corpos neuronais, aumentando sua excitabilidade ao
liberar mediadores inflamatdérios, tais como o fator de necrose tumoral (TNF-a),
neuropeptideos, 6xido nitrico (NO) e glutamato. ATP e outros nucleotideos extracelulares
também participam da transmissdo da dor, tanto em condi¢des normais como patoldgicas

(VILLLA et al., 201).
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A sensibilizagdo periférica dos nociceptores ou hiperalgesia primadria se deve, pelo
menos em parte, a acdo de mediadores inflamatérios (FERREIRA et al., 1978). Em uma
primeira fase de sensibilizacdo dos nociceptores, durante a resposta inflamatoéria, mediadores
proteicos (citocinas), lipidicos (prostaglandinas (PGs)), NO e histamina, oriundos de células
residentes e recrutadas; bradicinina, oriunda da cascata plasmadtica, e neuropeptideos,
advindos das terminagdes nervosas, sao responsdveis pela manutencdo e amplificacdo do
processo inflamatério. Enquanto algumas dessas substancias (histamina e bradicinina) sao
capazes de ativar diretamente os nociceptores, outras, como as PGs, sdo capazes de
sensibilizar diretamente esses receptores (Figura 2) (NOGUSHI & OKUBO, 2011; VERRI-
JUNIOR et al., 2006).

Geralmente, as superficies articulares ndo sao inervadas e, por isso, incapazes de
iniciar uma resposta sensitiva. Desta forma, a dor oriunda da Articulacdo Temporomandibular
(ATM) pode emanar das estruturas de tecidos moles da articulacdo ou dos tecidos dsseos. A
dor que emana das estruturas Osseas, em geral, ocorre somente apds a perda da superficie
articular fibrosa da articulacdo. Quando isto ocorre, ¢ comumente chamada de artrite. As

demais dores sdo denominadas artralgias (dor articular) (DE LEEW, 2013).

Figura 2- Participacdo de Células e de Mediadores Inflamatérios na Dor Orofacial.
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1.2 Disfun¢do Temporomandibular

Ao longo dos anos, os transtornos funcionais do sistema mastigatério t€ém sido
identificados através de diversos termos. Em 1934, James Costen descreveu um grupo de
sintomas situados ao redor do ouvido e na ATM, como sendo denominada de “Sindrome de
Costen”, surgindo posteriormente o termo Transtornos Temporomandibulares de acordo com
Bell, 1982.

A Associacdo Americana de Dor Orofacial reconhece que as Disfuncgdes
Temporomandibulares (DTM) englobam um grupo de condi¢cdes musculoesqueléticas e
neuromusculares envolvendo as ATM, os musculos mastigatérios e todos os tecidos
associados. Os sinais e sintomas associados com essas disfun¢des sdo diversos, e podem
incluir dificuldade em mastigar e falar, ou outras fun¢des orofaciais. Estdo frequentemente
associadas com dor aguda ou persistente e, o paciente também pode sofrer de outras
desordens dolorosas (comorbidades). As formas cronicas das DTM dolorosas podem acarretar
afastamento ou incapacidade no trabalho ou de atividades sociais, resultando em diminui¢ao
da qualidade de vida de forma geral (GREENE et al., 2010).

Dentre os sinais associados a essa desordem, a dor aparece como um achado mais
frequente e € um dos mais importantes sintomas de pacientes com DTM, representando uma
fonte comum de dor orofacial cronica (TING et al., 2007; BAGIS et al., 2012). Trabalhos tém
relatado que a inflamagdo articular exerce o papel de sensibilizar nociceptores, causando
hiperalgesia e aumentando a excitabilidade dos neuronios aferentes primarios. A dor articular
pode, ainda, causar hiperatividade dos musculos mastigatorios, o que perpetua a condi¢dao da
dor facial (TAKEUCHI et al., 2004; TAKEDA et al., 2006). Outros sintomas associados a
DTM sido cefaleia secunddria, dor cervical, sintomas otoldgicos como zumbido, otalgia e
disturbios do sono (TROELTZSCH et al., 2011).

Estudos epidemioldgicos tém mostrado que 40 a 70% dos individuos podem
apresentar sinais e sintomas de DTM, enquanto que 80% tém ou tiveram dor facial.
Aproximadamente 6% destas pessoas t€ém sintomas graves o suficiente para exigir tratamento.
A alta prevaléncia do género feminino nos grupos de pacientes portadores de DTM ¢
enfatizada em varios estudos. As caracteristicas da dor em homens que se apresentam para o
tratamento sdo semelhantes as mulheres em tratamento (SHAEFER et al., 2013).

No Brasil, poucos sdo os trabalhos que verificaram a prevaléncia de sinais e
sintomas de DTM em amostras populacionais. Um estudo epidemioldgico, realizado na

cidade de Ribeirdo Preto-SP por Gongalves et al. (2010), detectou pelo menos um sinal de
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DTM em 39,2% da populacdo, sendo a presenca de ruidos na ATM o mais comum sintoma
observado, seguido pela dor articular ou nos musculos mastigatérios (25,6%) da populagdo.
Os autores relataram uma maior prevaléncia dos sintomas na populacdao urbana e de maior
frequéncia em mulheres.

Bezerra et al. (2012) realizaram uma pesquisa com 336 académicos brasileiros de
diferentes cursos, na qual foi verificado a presenca, grau e sintomas de DTM, entre outros. A
prevaléncia de DTM, nos seus diferentes graus, ficou estabelecida com 62,5% dos
universitarios. Entre os que possuiam o diagnéstico de DTM, 48,2% apresentaram um grau
leve, 11,3% moderado e apenas 3% um grau grave.

A etiologia € um dos aspectos relacionados a DTM que provoca controvérsias,
uma vez que pode sofrer acdo direta ou indireta de vdrios fatores. Assim, € correto afirmar
que a etiologia dessa desordem € multifatorial, dentre as quais estdo incluidos: traumas na
regido de face e pescoco; habitos parafuncionais como mascar chicletes, onicofagia, habito de
morder objetos e bruxismo; hédbitos posturais e habitos ocupacionais (MANFREDINI et al.,
2003; SHAEFER et al., 2013). Fatores psicolégicos como ansiedade, depressdao e estresse
também té€m grande correlacdo (WU et al., 2013). Envolvimento de alteragdes sist€micas
relacionadas primariamente com doencas reumatoldgicas, como esclerose sistémica, lupus
eritematoso sistémico e artrite reumatoide, assim como fibromialgia, sdo importantes de
serem investigados (FREDRIKSSON et al., 2003).

A Associagao Americana de Dor Orofacical (AAOP) estabeleceu novas diretrizes
para o diagnéstico e classificagdo das diferentes formas de DTM, que s@o divididas em dois
grandes grupos, DTMs musculares e articulares. As disfun¢cdes musculares estao classificadas
como dor muscular limitada a regido orofacial, incluindo: mialgia, tendinite, miosite e
espasmo; contratura que pode ser muscular ou tendinosa; hipertrofia; neoplasia; desordens de
movimento e, por fim, mialgia mastigatdria atribuida a desordens centrais ou sist€micas. Ja as
disfungdes articulares estdo classificadas como dor articular, incluindo artralgia e artrite;
desordens articulares como a do complexo condilo disco, outras desordens de hipomobilidade
e desordens de hipermobilidade; doencgas articulares como doenga articular degenerativa,
condilose, osteocondrose dissecante, osteonecrose, artrite sistémica (artrite reumatoide),
neoplasia e condromatose sinovial; fratura e desordens congénitas ou de desenvolvimento
(DE LEEUW, 2013).

Artrite é umas das formas mais severas de DTM. E considerada dessa maneira
devido a degeneracgao articular provocada, caracterizada pela perda progressiva da cartilagem

articular, hipertrofia e deformacdo do osso subcondral e por inflamagdo secundaria da
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membrana sinovial (ATSU & AYHAN-ARDIC, 2006; NOZAWA-INOUE et al., 2003;
TANAKA et al., 2008). Nas populagcdes ocidentais ela € uma das mais frequentes causas de
dor, perda da funcdo e afastamento das atividades laborais em adultos (ARDEN, 2006). A
etiologia ainda € desconhecida, porém, varios estudos sugerem o envolvimento de fatores
comportamentais, genéticos e doencas sistemicas (BARTOK & RIRESTEIN, 2010).

De acordo com a Associacio Americana de Dor Orofacial, recomenda-se
enfaticamente que, o tratamento da DTM deve ser realizado quando existem indicacdes
especificas e justificadas. Portanto, o tratamento inicial das DTM deve ser baseado no uso de
modalidades terapéuticas conservadoras, reversiveis e baseadas em evidéncias. Estudos sobre
a histoéria natural de muitas DTM sugerem que elas tendem a melhorar ou se resolver com o
passar do tempo. Apesar de nenhuma terapia especifica ser uniformemente efetiva, muitas
terapias conservadoras mostram-se efetivas em proporcionar alivio sintomatolégico com
relacdo as formas de tratamentos invasivos. Pelo fato dessas modalidades terapéuticas nao
produzirem modificacOes irreversiveis, elas apresentam menos riscos de causar maleficios
(GREENE, 2010).

As modalidades de tratamento existentes incluem terapias com placas oclusais,
terapias fisicas (termoterapia, laser, ultra-som, estimulagcdo elétrica neural transcutinea-
TENS), fisioterapia, terapia com exercicios, farmacoterapia, terapia cognitiva, acupuntura e
procedimentos cirdrgicos como artroscopia, artrocentese, reposicionamento de disco e
regularizacdo das superficies articulares (CRAANE et al., 2012; LIU et al., 2012;
BARRETTO et al., 2013).

1.3 Articulacdo Temporomandibular

As articulacdes temporomandibulares (ATM) sdo articulacdes altamente
especializadas pertencente ao sistema estomatogndtico, no qual também fazem parte a
musculatura facial, dentes, periodonto, mucosa jugal, lingua, glandulas, nervos e vasos
sanguineos (BARRETTO, 2013; OKESON, 2008). Essas estruturas sdo responsaveis por
desenvolverem, em conjunto, atividades crucias para a vida do individuo como mastigagao,
degluticdo, respiracdo, fala e expressdo emocional (KITSOULIS et al.,, 2011; RANDO &
WALDRON, 2012). Qualquer alteracdo de uma dessas estruturas poderd resultar em mau
funcionamento desse sistema e prejudicar sobremaneira a qualidade de vida dos individuos

acometidos (SIQUEIRA & TEIXEIRA, 2012).
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A ATM € uma articulagdo considerada ginglimoidal, situada bilateralmente a
frente do ouvido, pois compreende um movimento de rotacdo (dobradiga) num sé plano e
translagdo, sendo ao mesmo tempo artroidal porque realiza movimentos de deslizamento.
Portanto, € tecnicamente denominada de ginglimo artrodial (OKESON, 2008). Algumas
caracteristicas peculiares a ATM: € uma articulacio bilateral que se movimenta
simultaneamente; as articulagdes s@o unidas por um tnico osso da mandibula e ndo podem
mover-se independentemente uma da outra; seu movimento ndo é apenas guiado pela forma
dos ossos, musculos e ligamentos, mas também pela oclusdo dos dentes, e apresenta
metabolismo diferenciado (ALOMAR et al., 2007).

Além disso, enquanto a maioria das articulagdes sinoviais € revestida por
cartilagem hialina a ATM ¢é revestida de tecido conjuntivo denso fibroso, constituido de fibras
de coldgeno (tipos II, IX e XI) e de condrdcitos, apresentando também grande quantidade de
proteoglicanos e glicosaminoglicanos, que contribuem para flexibilidade da cartilagem. Esta
camada fibrosa € mais resistente do que a cartilagem hialina, o que garante a ATM, diante das
alteracdes degenerativas, uma maior capacidade de reparagado e regeneracao (KURODA et al.,
2009; RANDO & WALDRON, 2012).

A ATM ¢€ constituida de tecidos moles e tecidos duros. Os tecidos duros sdao
formados pela a cabeca da mandibula (condilo) e osso temporal (fossa mandibular e
eminéncia articular). J4 os tecidos moles sdo constituidos pelo disco articular, membrana
sinovial, ligamentos articulares como cdpsula articular, ligamentos discais e ligamento
temporomandibular (Figura 3) (KURODA et al., 2009; RANDO & WALDRON, 2012).
Trabalha em conjunto com os musculos que movimentam a mandibula, como pterigbideo
lateral superior, pterigdideo lateral inferior, masseter, temporal, pterigoideo medial, supra e
infra-hioideos, que, em conjunto, realizam os movimentos excursivos mandibulares de
abertura, fechamento, protrusdo (movimento para frente) e lateralidade direita e esquerda,
exercendo as funcdes do sistema mastigatério (ALOMAR et al., 2007).

O disco articular € a estrutura fibrocartilaginosa com as glicosaminoglicanas
principalmente alocadas na pocdo central, com condrécitos em seu interior, desprovido de
vasos sanguineos e sem inervacdo. Estd fixado a cabeca da mandibula nos pélos medial e
lateral, proporcionando a articulagdo movimentos livres. Possui morfologia bicOncava e
funcdes de amortecer e distribuir pressdes durante os movimentos; preencher os espagos intra-
articulares, compensar as irregularidades Osseas; estabilizar os condilos nas suas posi¢des e
movimentos funcionais e proteger a cartilagem articular e o osso subcondral (OKESON,

2008; TANAKA et al., 2008).



28

O disco articular encontra-se interposto entre as estruturas 6sseas da ATM, sendo
a regido posterior denominada zona bilaminar ou retrodiscal. Essa regido apresenta dois
estratos, o superior, responsdvel pelo movimento de recolhimento do disco articular,
composto de fibras elésticas, e o inferior, composto de fibras coldgenas, que, por ser uma
regido altamente inervada e vascularizada, é uma fonte importante de dor nas disfuncdes
temporomandibulares (DTM) que envolvam a ATM (AIKEN et al., 2012; ALOMAR et al.,
2007; WILLARD et al., 2012).

A ATM possui ligamentos fundamentais de sustentacdo, tais como: ligamento
mandibulo ou disco-maleolar; ligamentos colaterais mediais e laterais que permitem o
movimento passivo do disco em conjunto com a cabeca da mandibula durante o0 movimento
de translacdo; ligamento capsular que envolve a articulagdo em toda a sua extensdo e retém o
liquido sinovial e o ligamento temporomandibular, constituido por uma por¢cdo horizontal
interna e outra por¢cdo horizontal externa, é responsavel por limitar o movimento lateral da
ATM de um lado e o movimento medial do lado oposto (OKESON, 2003, ALOMAR et al.,
2007).

Outro constituinte importante ¢ a membrana sinovial, a qual produz o liquido
sinovial que regula as necessidades metabolicas dos tecidos, lubrifica as superficies
articulares para minimizar a friccdo durante sua funcdo e atua na defesa local ao apresentar
células como linfécitos e macrofagos. A membrana sinovial reveste internamente a cdpsula
articular, com excecdo da regido em volta do disco articular e da regido da cartilagem
articular. Além disso, a membrana sinovial contém tipos celulares especializadas com
capacidade fagocitica e imunoldgica, como o0s sinovidcitos do tipo A, semelhantes a
macro6fagos localizados na sua superficie interna (KOSTRZEWA-JANICKA et al., 2012).

A membrana sinovial também possui os sinovidcitos do tipo B, semelhantes
aos fibroblastos, soltas em uma matriz fundamental composta de proteoglicanos,
(glicosaminoglicanas: condroitina-4-sulfato e condroitina-6- sulfato como seus componentes
estruturais), de 4cido hialurdnico, de dgua e de fibras coldgenas. Nao apresenta membrana
basal para separacdo dos capilares, apresentando somente uma estrutura simile (laminina) e, o
epitélio dos capilares ainda sdo fenestrados (NOZAWA-INOUE et al., 2003; OKESON,
2008).

Em circunstancias fisioldgicas os condrdcitos presentes na cartilagem articular
produzem matriz extracelular (proteoglicanos e fibras de coldgeno); os sinoviécitos produzem
liquido sinovial, e a remodelagao tecidual é regulada através do equilibrio entre os niveis das

enzimas metaloproteinases (MMP), que degradam a cartilagem articular e do fator tecidual
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inibidor das metaloproteinases (TIMP) (KUBOTA et al., 1997,1998; SHINODA &
TAKAKU, 2000; MIZUI et al., 2001). No entanto, em condi¢des patoldgicas, traumas ou
quando a capacidade adaptativa dos tecidos é excedida, um processo inflamatério ¢é
desencadeado, que por sua vez provoca degradacdo da articulagdo, diminui¢do da

lubrificacdo, limitacdo do movimento mandibular e dor ISRAEL et al., 2006).

Figura 3. Misculos Mastigatérios e Articulacio Temporomandibular. 1. Cabeca da mandibula, 2. Fossa
mandibular do osso temporal, 3. Disco articular, 4. Zona retrodiscal, 5. Cartilagem articular.

Mtk prandgdades Latetdl

Fonte: NETTER, 2000.

Fonte: CHAVES, 2012.

1.4 Mediadores Inflamatérios Envolvidos na Dor da Articulacao Temporomandibular

Estudos desenvolvidos nos tltimos anos relatam a participacdo de diversos
mediadores inflamatdrios envolvidos na fisiopatologia das disfungdes temporomandibulares
(DTMs). A artrite caracteriza-se pela inflamacdo cronica das articulagdes associada a
proliferacdo das células da membrana sinovial e infiltracdo de células inflamatérias ativadas,
que incluem linfécitos T que, por sua vez, estimulam mondcitos, condrdcitos, macréfagos e
fibroblastos sinoviais a produzirem citocinas e metaloproteinas, ocasionando destrui¢io
progressiva inicialmente da cartilagem articular e, posteriormente, do osso subcondral
(FILIPPIN et al., 2008; HITCHON E EL-GABALAW, 2004; MA et al, 2011;
VENKATESHA et al., 2011).
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Em modelos experimentais de inflamacdo articular, verificou-se que as primeiras
células que migram para a articulacido sdo os neutréfilos (ROCHA; ANDRADE; JANCAR,
1996). Estas células ativadas fagocitam os imunocomplexos formados nas fases iniciais e
liberam espécies reativas de oxigénio, eicosanoides e fator de ativacdo plaquetdria (PAF) no
local da inflamacdo (ROCHA et al., 1997). Estes mediadores ativam células residentes e
infiltradas na articulacio que interagem entre si e liberam outros mediadores, como citocinas
(IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8), interferon a e y (INF a e y), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), assim como sistemas sinalizadores da resposta imune-inflamatéria como
as vias da hemeoxigenase-1 (HO-1) e do 6xido nitrico (NO) (CHAVES et al., 2005; MA et
al., 2011; VENKATESHA et al., 2011).

Citocinas estao diretamente relacionadas com muitos processos imunes associados
com a patogénese da artrite reumatoide. Numerosas citocinas s3ao expressas e ativas
funcionalmente em tecidos sinoviais e, quando ocorre um desarranjo interno na ATM, as
citocinas presentes em concentragdes mais elevadas no liquido sinovial sdo o fator de necrose
tumoral (TNF-a) e as interleucinas-1 (IL-1p) e IL-6. Essas citocinas promovem a degradagcao
da cartilagem e articulagdo do osso através da ativagdo de condrocitos, células do disco
articular, sinovidcitos tipo B (fibroblastos-simile) e fibroblastos da cartilagem articular a
produzirem metaloproteinases de matriz (MMP), enzima que degrada irreversivelmente
componentes da matriz extracelular (KUBOTA et al., 1997; KOSTRZEWA-JANICKA et al.,
2012; MCINNES & SCHETT, 2011)

O TNF-a ¢ uma importante citocina pleiotropica pro-inflamatéria mediadora do
processo inflamatorio agudo e cronico, presente nos estdgios iniciais de desenvolvimento da
doenca articular degenerativa, produzida principalmente por macréfagos (VASSALLI, 1992).
Possui vérias funcgdes bioldgicas como a indugdo da secre¢do de colagenase, prostaglandina
E2 e interleucinas, tais como IL-6 e IL-8. (CUNHA et al., 1992; KANEYAMA et al., 2002).
O efeito hiperalgésico do TNF-a em doengas articulares tem sido demonstrado em modelos
experimentais e em estudos clinicos (VALE et al., 2006). Além disso, essa citocina estimula a
proliferacdo de sinovidcitos, induzindo a hiperplasia sinovial e a formac¢do do pannus
(FELDMAN; MAINI, 2003; KIM et al., 2012) .

TNF-a também estimula outra via bioldgica dependente da liberacdo das
quimiocinas CINC-1/CXCL1 (em ratos, experimentalmente) ou IL-8/CXCL8 (em humanos),
as quais sdo responsdaveis pela ativacio do componente simpdtico da hiperalgesia
inflamatdria, ou seja, promovem a liberacdo de aminas simpéaticas (KANEYAMA et al., 2004;

KEVILIJ et al., 2007). Tem sido relatado que a IL-8 € induzida por IL-1B e TNF-a. IL-8 ativa
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neutréfilos e também estimula as reacdes inflamatérias que conduzem a destruicdo de
cartilagem (KOSTRZEWA-JANICKA et al., 2012; VERBURGH et al., 1993). Em pacientes
com DTM, foram encontrados niveis elevados de IL-8 no fluido sinovial (KANEYAMA et
al., 2002).

A familia da citocina interleucina-1 consiste em trés polipeptideos: IL-1a, IL-1B e
antagonistas do receptor de IL-1 (IL-1ra) (DINARELLO, 1996). A IL-la e IL-1B sao
citocinas pleiotrépicas, possuindo um amplo espectro de atividades imunoldgicas e
inflamatodrias. Suas atividades bioldgicas sao semelhantes ao do TNF-a. Pode ser produzida
por macréfagos da membrana sinovial, como também por condrécitos ou fibroblastos a partir
de cartilagem articular. Estudos sugerem que IL-1B sensibiliza nociceptores e causa
hiperalgesia, devendo atuar na fisiopatologia da dor articular advinda da ATM em pacientes
com DTM (KOSTRZEWA-JANICKA et al., 2012; KEVILJ et al., 2007; ALSTERGREN et
al., 2003). Além disso, IL-1 também contribui para a patogénese da artrite, aumentando a
expressdo de outras citocinas catabdlicas, induzindo a apoptose de condrdcitos, via
superproducdo de 6xido nitrico, estimula a producdo de prostaglandina E,, ¢ moléculas de
adesdo (KIM et al., 2012; GE et al., 2009; JACQUES, et al., 2006).

IL-6 € uma citocina multifuncional com um papel central na defesa e pode ser
produzida por diversos tipos de células, tais como mondcitos/macrofagos, células T,
fibroblastos e células endoteliais (KIM et al., 2012). [L-6 desempenha um papel importante
no aumento da proliferacdo dos linfocitos T, a diferenciacio dos linfécitos B e na ativagao da
cascata do complemento (KUMAR et al., 2010). Estd envolvida no desenvolvimento da
sinovite, da destruicio éssea e cartilaginosa e da hiperalgesia nos tecidos articulares.
Adicionalmente, esta citocina também atua sinergicamente com a IL-1fB, induzindo
reabsor¢do 6ssea. A IL-6 pode ser utilizada como marcador bioquimico de DTM cronicas
(KANEYAMA et al., 2004; KOSTRZEWA-JANICKA et al., 2012).

O papel da cascata de citocinas na liberacdo de prostaglandinas e mediadores
amina simpdtico foi confirmado em ratos (CUNHA et al., 2005) e em camundongos (CUNHA
et al., 2010). A prostaglandina (PGE;) é um mediador inflamatério de marcante atuagdao na
artrite, e provavelmente a enzima COX-2 € a principal responsdvel pelo seu aumento local
durante o processo inflamatério de tecidos sinoviais devido a producdo e atuacao no controle
de sintese dos ecosanoides. A PGE, encontra-se em elevadas concentracdes nas articulagdes
inflamadas e podem contribuir para a deplecio da matriz extracelular causando erosido na
cartilagem e no osso subcondral, vasodilatacio, aumento da percepcdo de dor,

desmineralizacdo 6ssea e promog¢do da secre¢do de ativadores de plasminogénio (BORGES
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2006; MCINNES & SCHETT, 2011). O uso de inibidores seletivos da COX-2 reduz a
inflamacao e a dor na ATM de ratos (KERINS et al., 2004).

Serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) € um importante mediador inflamatério
encontrado em niveis elevados no liquido sinovial da ATM de pacientes com dor inflamatéria
(OLIVEIRA-FUSARO et al., 2012). E uma amina derivada do aminodcido triptofano,
encontrada no SNC e em todos os tecidos periféricos, armazenada em mastdcitos e plaquetas,
liberada por estimulos como substiancia P e neuropeptideo Y. Em estudos realizados por
Alstergren et al., (1999) foi observado o aumento de 5-HT no liquido sinovial de articulagdes
acometidas por processo inflamatério e com sintomalogia dolorosa. Além disso, a inje¢do na
regido da ATM de um antagonista do receptor 5 -HT3 reduz a dor da ATM em pacientes com
doencas inflamatdrias sist€micas (VOOG et al. , 2004). 5-HT induz nocicep¢do na regido da
ATM pela ativacdo de adrenérgicos P1-e B2 localizados na regidao da ATM e pela liberacdo
local de aminas simpéticas e prostaglandinas, que podem sensibilizar e / ou ativar o neurdnios
aferentes primarios (OLIVEIRA-FUSARO et al., 2012).

A heme oxigenase (HO) € uma enzima microssomal que catalisa a degradacdo do
grupo heme em monéxido de carbono (CO), biliverdina (BVD) e ferro (ABRAHAM &
KAPPAS, 2008). A inducgdo da via da HO fornece um feedback negativo para a ativacdo das
células e producdo de mediadores inflamatérios, modulando, pelo menos em parte, o
processo inflamatdrio. O grupo heme em sua forma livre é potencialmente téxico para a
célula, por estimular a producdo de radicais livres, aumento da permeabilidade vascular, a
expressao de moléculas de adesdo e a infiltracdo de neutréfilos para o sitio inflamatério, HO
exerce sua acao citoprotetora degradando-o e gerando seus produtos finais (ALCARAZ et al.,
2003; SOARES & BACH, 2009).

Até o momento, foram identificadas trés isoformas da HO (HO-1, HO-2 e HO-3)
(MCCOUBREY et al., 1997). HO-1, a forma induzida da HO, é geralmente expressa em
condi¢cdes de estresse oxidativo, isquemia e reperfusdo e € estimulada por citocinas pro-
inflamatérias, NO, endotoxinas e heme, o seu substrato, representando um mecanismo de
defesa celular que pode modular a resposta inflamatéria (YACHIE et al., 2003). A ativacdo de
HO-1 resulta em reducdo do dano oxidativo e apoptose, reduzindo eventos inflamatorios
como edema, migracdo celular e producdo de citocinas pré-inflamatérias. Os produtos da sua
ativacdo, monoéxido de carbono (CO), biliverdina (BVD) e ferro, estdo envolvidos nessa
mediacdo (ALCARAZ et al., 2003). HO-2 e HO-3 sdo as formas constitutivas expressas na
maioria dos tecidos (MCCOUBREY et al., 1992; MCCOUBREY et al., 1997).
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A participagcdo da via HO-1/BVD/CO tem sido demonstrada tanto na artrite em
humanos quanto em modelos experimentais de artrite induzida. Em um estudo realizado com
cultura de osteoblastos e condrdcitos estimulados por IL-1B, obtidos de pacientes com
osteoartrite em joelhos, mostrou que a inducdo de HO-1 reduz a expressio de MMPs, a
producdo de citocinas pro-inflamatérias como TNFa e IL-6, assim como de PGE,, nitrito,
TGFp2 (fator transformador de crescimento), TGFf3, e a atividade das enzimas NOSi, COX-
2 e mPGES-1 (microssomal prostaglandina E sintase-1) (GUILLEN et al., 2008; MEGIAS et
al., 2009). Em estudos sobre a hipernocicep¢ao inflamatéria na ATM induzida por zymosan,
foi observado que a via da HO-1 ao ser estimulada foi capaz de reduzir a dor facial, o influxo
leucocitario e a atividade da enzima mieloperoxidase, assim como todos os parametros
histolégicos (Chaves, 2012).

Outro importante mediador da resposta imune-inflamatéria € o 6xido nitrico
(NO), envolvido em varios processos fisiologicos, que desempenha um papel complexo e
diversificado na modulacdo da dor e inflamacao (CURY et al., 2011). O NO € produzido
pelas células residentes articulares sinovidcitos e condrdcitos, assim como, por osteoblastos e
osteoclastos, e também por células inflamatorias presentes durante patologias, de forma
constitutiva ou induzida por mediadores como IL-1 e TNF-o (MCINNES et al., 1996;
EVANS & RALSTON, 1996).

O o6xido nitrico € um radical livre gasoso que na presenca de oxigénio, é
rapidamente metabolizado a nitrato e nitrito (STAMLER et al., 1992). A sintese do NO
resulta da oxidagdo de um dos nitrogénios guanidino da L-arginina que é convertida em L-
citrulina, esta reacdo € catalisada pela enzima NO-sintase (NOS) (DUSSE et al., 2003;
KUMAR et al.,, 2010). As isoformas da NOS sdo agrupadas em duas categorias, NOS
endotelial (NOS1) e neuronal (NOS3), ambas expressas constitutivamente (c-NOS), e a NOS
induzivel (i-NOS) produzida por macréfagos e outras células ativadas por citocina (FUKUTO
& CHAUDHURI, 1995; KOBAYASHI, 2010).

O NO também apresenta um papel duplo na regulacdo dos processos de dor e
inflamacao, ou seja, ele pode mediar nocicep¢ao e inflamacao ou induzir um efeito analgésico
e anti-inflamatério. Este efeito duplo ocorre tanto a nivel central como periférico. Diante do
exposto, muitos estudos vém sendo realizados, a fim de entender seu efeito duplo. Além
disso, Rocha et al. (2002) demonstraram que o NO enddgeno é um mediador importante
envolvido no desenvolvimento da artrite induzida por zymosan. No entanto, a administracao

de NO exdgeno pode ocasionar a inibi¢ao da nocicepc¢ao (CURY et al., 2011).



34

Em estudos relacionados a patogénese da artrite reumatoide foi observado que a
producdo do NO promove agdes pro-inflamatdrias como aumento da vasodilatacdo e
permeabilidade celular, potencializando a producdo de TNF-a e IL-1 pelos leucdcitos e
estimulando a atividade angiogénica pelos mondcitos e macréfagos (LANDER et al., 1993).
O NO produzido por estimulagcdo de citocinas, em pacientes com artrite reumatoide, exerce
efeitos nos condrocitos e células sinoviais com subsequente degradacdo articular
(ABRAMSON et al., 2001). Contrariamente, a produ¢do do NO também possui acdo anti-
inflamatoria, inibindo a adesdo plaquetéria e neutrofilica, causando a redugdo da migracdo

leucocitaria ao sitio inflamatério (THOMASSEN & KAVURU, 2001).

1.5 Artrite Induzida por Zymosan

Estudos em modelos experimentais de dor orofacial utilizando animais através da
inducdo por agentes pro-inflamatérios descrevem um aumento na frequéncia de
comportamentos induzidos como hiperalgesia e alodinia, correlacionando-os com eventos
neurais em tecidos periféricos e no SNC (REN & DUBNER, 1999; SVENSSON, 2003).

A artrite induzida por zymosan (Zy) é um modelo de baixo custo operacional, tem
inicio definido e permite a reproducdo da les@do em curto prazo podendo, portanto, ser
utilizado em protocolos experimentais considerados rapidos (RAMOS, 2000).

Zy € um polissacarideo derivado da parede celular do fungo Saccharomyces
cerevisae, sendo seu principal componente estrutural a B-glucana que apresenta propriedades
imunoestimulatérias, capazes de ativar macréfagos e outras células mononucleares
(DERBOCIO et al., 2005). Quando injetado intradérmica (RIDGER et al., 1997),
intraperitoneal (AJUEBOR et al., 1998) ou intra-articularmente (ROCHA et al., 1999) causa
uma resposta inflamatoria intensa.

Inicialmente, a inflamacdo associada ao Zy foi atribuida a ativacdo da via
alternativa do complemento, provocando a geracdo da anafilatoxina C5a, com subsequente
ativacdo de mondcitos e acimulo de neutréfilos. O Zy € reconhecido pelo receptor dectina 1
que é expresso em mondcitos, macréfagos, neutréfilos e células dendriticas. Apds o
reconhecimento, estimula a producdo das citocinas inflamatérias. O Zy também ¢é capaz de
induzir a degranulacdo de mastocitos liberando aminas vasoativas como serotonina e
histamina, além de gerar produtos do metabolismo do dcido araquidénico (WILLMENT,

2003; COATES & MCCOLL, 2001; VALE et al, 2006). Além de produzir reacdo
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inflamatdria intensa, caracterizada por extensa sinovite, a artrite induzida por Zy também
produz hipernocicep¢do (ROCHA et al., 1999).

A injecdo de Zy na cavidade articular de joelho provoca aumento da
permeabilidade vascular levando a edema local e ainda, acentuado influxo celular com
predominio de polimorfonucleares (PMNs), sendo a quantidade de células presentes no
liquido sinovial mdxima na sexta hora apds a indu¢dao (ROCHA et al., 2003). Posteriormente,
desenvolve-se sinovite com infiltrado mononuclear e reacao fibroblastica semelhante a uma
sinovite cronica que caracteriza o pannus reumatoide (KEYSTONE et al., 1977). Em outros
estudos foi sugerido a ocorréncia da degradacdo da cartilagem articular e do osso subcondral
na fase cronica da artrite induzida por zymozan (GEGOUT et al., 1995; BEZERRA et al.,
2004).

O modelo experimental de artrite na ATM de ratos foi estabelecido por Chaves et
al. (2011). Os autores investigaram os eventos vasculares e celulares, além do envolvimento
do NO na fisiopatologia da artrite induzida por Zy na ATM de ratos, sendo este estudo, o
primeiro a ser realizado com o agente inflamatério Zy. Os resultados obtidos apresentaram
uma hipernocicep¢ao mecanica induzida por Zy com uma reducdo significativa do limiar
mecénico durante a 4" e 6" h. Além disso, Zy aumentou o influxo de leucdcitos, acompanhado
da permeabilidade vascular, aumento da atividade da MPO e da formacdo de nitrito/nitrato no
fluido da ATM na 6" h ap6s a inducdo da artrite. Andlise imuno-histoquimica para NOSi
mostrou um aumento na expressdo dessa enzima em células do disco articular, sinoviais e

condrécitos da cartilagem articular.

1.6 Farmacos Utilizados nas Disfuncoes Temporomandibulares

Embora a etiologia da dor e disfuncdo temporomandibular seja mutifatorial, o
tratamento inicial tem como objetivo o emprego de métodos conservadores para aliviar a dor,
reduzir o processo inflamatério, quando presente, evitar ou diminuir os danos nas
articulacdes, prevenir manifestacoes extra-articulares e melhorar a funcdo e o bem-estar do
paciente (HERSH et al., 2008; CARRARA; CONTIL; BARBOSA, 2010).

O tratamento com medicamentos ¢ recomendado para aliviar o desconforto,
controlar o processo inflamatério e possibilitar a realizagao de procedimentos odontolégicos,
em casos de dor e limitacdo funcional, sendo importante verificar os beneficios dos

medicamentos e suas contraindicagdes (BARRETO; BARBOSA; FRIZZO, 2010).
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Apesar do curso extremamente incapacitante das DTM, nenhuma das intervengdes
terapéuticas disponiveis na atualidade € curativa, limitando-se, portanto, a aliviar os sinais e
sintomas da doenca. Cairns (2010) relata que intervencdes farmacoldgicas no controle de
dores orofaciais cronicas normalmente sdao consideradas terapias adjuntas a tratamentos
definitivos, ndo trazendo necessariamente a cura ou solu¢@o do processo patoldgico.

O tratamento farmacoldgico utilizado para aliviar as dores persistentes
relacionadas a DTM ¢€ igual aos tratamentos de outras condicdes de dores cronicas. Os
principais grupos de farmacos mais utilizados nos distirbios inflamatérios sao os anti-
inflamatdrios ndo-estereoidais (AINEs), analgésicos opioides e os glicocorticoides. Podem ser
usados também: ansioliticos, relaxantes musculares, antidepressores, anticonvulsivantes,
benzodiazepinicos e anestésicos locais (GREMEAUX et al., 2013; HERSH et al., 2008).

Os AINEs constituem a classe de farmacos mais prescritos e utilizados no mundo,
sdo os medicamentos de escolha para o controle da dor aguda e inflamatdria na maioria das
DTM, sdo particularmente indicados nos casos de artralgias, artrite e dores musculares
(HERSH et al., 2008; GREMEAUX et al., 2013). Sua atividade anti-inflamatoéria ocorre,
principalmente, pela inibi¢do da sintese de prostaglandinas, efetuada mediante a inativagao
das ciclo-oxigenases constitutiva (COX-1) e induzivel (COX-2). A primeira é responsavel
pelos efeitos fisiolégicos das prostaglandinas em sitios gastricos e renais. A enzima COX-2 é
a isoforma induzida localmente na presenca de dano tecidual por estimulos inflamatérios e
citocinas. (AMARO et al., 2009; SOLTRES et al., 2010; KIM et al., 2013). Esses farmacos
apresentam também atividades analgésica e antipirética. Diclofenaco € um tipo de AINE que
possui tanto efeito analgésico como anti-inflamatério (MEJERSJO & WENNEBERG, 2008).

Os efeitos adversos relacionados a toxicidade gastrointestinal e renal sdo as
queixas mais comuns de pacientes que utilizam AINEs convencionais, e representam risco de
vida para pacientes que fazem uso cronico desses medicamentos (AYGUN et al., 2012). As
queixas variam muito em severidade, e incluem nduseas, dispepsia e ulceracdo. Esses efeitos
estdo associados com a inibicdo da COX-1, responsavel por formar prostaglandinas
homeostaticas (PG, e PGI,), consideradas protetoras da mucosa gastrica e também presentes
nos rins (SOTRES et al 2010; MEJERSJO & WENNEBERG, 2008). Na tentativa de
preservar as caracteristicas anti-inflamatorias, reduzindo os efeitos adversos, as pesquisas tem
sido direcionadas para a busca por inibidores seletivos para COX-2 (TUCHS &
WANNMACHER, 1998). Entretanto, os inibidores seletivos da COX-2 também diminuem a
producdo de PGI, vascular (ac@o de vasodilatac@o e antiagregante) e podem afetar o equilibrio

entre eicosanoides protrombdéticos e antitrombdticos, afetando o equilibrio em favor de
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eicosanoides protrombdéticos (tromboxano Aj;) podendo levar a eventos trombdticos
cardiovasculares (HERSH et al., 2008; GUNSON et al., 2012).

Entre as classes de AINEs, meloxicam e nimesulida sdo considerados inibidores
preferenciais da COX-2, sendo a nimesulida muito utilizada no tratamento de osteoartrite
(LEES et al., 2004). Com relacdo a indometacina, derivada do 4cido indolacético, faz parte
dos AINEs ndo seletivos para COX-2, sendo considerado um dos firmacos mais importantes
usados nas pesquisas laboratoriais com animais nos modelos de nocicep¢ao e inflamagao.
Esse farmaco apresenta propriedades anti-inflamatdria, analgésicas e antipiréticas e seu
mecanismo de acdo abrange a inibi¢do da sintese de todas as PGs, por bloqueio reversivel da
via mediada pelas ciclo-oxigenases (RAFFIN et al., 2003; SCHOLZ et al., 2012). Estudos
recentes mostram que a indometacina tem o potencial de ativar seletivamente a proteina
quinase C (PKC-¢) através da ligacdo direta, independentemente da inibicdo da COX
(KANNO et al., 2012).

Outros farmacos também sao utilizados no controle da dor, dentre eles destacam-
se os opioides, os anestésicos e vdrias substancias ndo opioides (BENYHE, 1994). O termo
opioide aplica-se a qualquer substancia que produz efeitos semelhantes aos da morfina e que
sdo bloqueados por antagonistas do tipo naloxona (REISINE et al., 1996). O entendimento
mais recente dos mecanismos de acdo dos opidceos, sejam eles naturais ou sintéticos, foi
enormemente impulsionado pelo desenvolvimento de moléculas sintéticas capazes de
antagonizar seu efeito (GOODMAN et al., 2005).

Os analgésicos opioides sdo substancias com efeito analgésico atuando
potencialmente no SNC, alterando a percep¢ao do individuo, levando a diminui¢do da dor.
Opidceos, como a mofina, representam atualmente a melhor opc¢do para o controle da dor
moderada a grave em trauma induzidos, pds-operatério e na dor oncoldgica. O uso de
opioides na dor cronica ndo oncoldgica permanece controverso, pois a mofina ocasiona alguns
efeitos indesejdveis, como: euforia, nduseas, vomitos, depressdo respiratéria, dependéncia
fisica e psicoldgica, reducdo da motilidade gastrointestinal e espasmo do misculo liso,
levando a constipacdo e algumas vezes espasmo biliar e uretral (SILVA; SAKATA; ISSY,
2004). A administracdo prolongada de opioides pode desenvolver no individuo uma tolerancia
antinociceptiva, na qual altas doses do fadrmaco sdo necessarias ao longo do tempo para obter
a mesma resposta analgésica, além de dependéncia quando usada por um periodo prolongado
(WHITE & WILSON, 2010). Esses efeitos colaterais fazem dos opioides uma fraca escolha
nos tratamentos de DTM (DENUCCI; DIONNE; DUBNER; 1996; O’NEIL et al., 2012).
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A naloxona antagoniza as acgdes analgésicas, assim como outros efeitos da
morfina tais como a depressdo respiratoria. Além disso, bloqueia a acdo dos farmacos
semelhantes a morfina e tem sido amplamente usada como padrdo para determinar se a
analgesia é mediada por um mecanismo opioide, particularmente na transmissao da dor. A
naloxona foi o primeiro antagonista puro de opioides, tendo afinidade por todos os trés
receptores de opioides: Mu (n), Delta (8) e Kappa (x) (PICOLO, GIORGI, CURY, 2000;
MADENOGLU et al., 2010).

Antes de prescrever um analgésico opioide, deve ser determinado o nivel de dor e
a sua interferéncia na qualidade de vida do paciente. O uso de opidceos para as DTM deve ser
recomendado apenas para pacientes que tenham comprovado alguma disfuncdo intratdvel ou
em procedimentos cirdrgicos ou implantes que tenham sido realizados sem sucesso. Em
procedimentos operatdrios ou no tratamento de distirbios intracapsular, a morfina tem sido
administrada intra-articularmente. Alguns relatos sugerem a existéncia de receptores
periféricos opidceos nos tecidos da ATM, o que pode explicar os beneficios deste tratamento
(HERSH et al., 2008).

Os glicocorticoides sdao agentes anti-inflamatérios potentes indicados como
coadjuvantes no tratamento de dores agudas e crOnicas, amplamente utilizados na DTM,
podem ser administrado oralmente ou injetados diretamente na articulacdo (ZAMAN et al.,
2013; HERSH et al., 2008), essas propriedades devem-se principalmente a inibi¢do do gene
da COX-2 e a indugdo da proteina lipocortina, que inibe a enzima fosfolipase A, Além disso,
reduzem a producdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF- a e IL-1B), modulam o fator de
transcricao NF-kB e também desencadeiam a apoptose em diversos tipos de células (ZAMAN
et al., 2014; SATO et al., 2010). A dexametasona € um potente glicocorticoide sintético
largamente utilizado, possui propriedades imunossupresora e anti-inflamatéria (RHODUS,
2006).

Como a disfun¢do temporomandibular é um problema de satide ptblica e de
dimensdo mundial, faz-se necessario o desenvolvimento de analgésicos e anti-inflamatorios
que possuam vantagens em relacdo aos existentes na farmacoterapia atual. Portanto, a busca
por novos compostos mais efetivos e com baixa toxicidade, possuindo efeitos adversos
minimos € de extrema importancia e vem sendo alvo de muitas pesquisas. Nesse sentido, as
algas marinhas vém se destacando, pois sdo fontes de produtos naturais, como as lectinas, que
possuem capacidade anti-inflamatdria, antinociceptiva e imunoestimulatéria representando
assim, uma fonte potencial na producdo de novos farmacos (VANDERLEI et al. 2010;

ABREU et al., 2012).
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1.7 Algas Marinhas

O termo “Algas” ndo tem legitimidade taxondmica formal, € rotineiramente usado
para indicar um grupo polifilético, incluindo os organismos que ndo compartilham uma
origem comum, mas seguem linhas evolutivas multiplas e independentes, possuindo
representantes nos Dominios Eubacteria e Eukarya. Além disso, sendo produtores primaérios,
as algas tem semelhantes funcdes bioldgicas e ecoldgicas com as plantas, mas ndo
compartilham uma histéria evolutiva comum e sua bioquimica difere significativamente em
relacdo aos pigmentos acessorios, polissacarideos de reserva, glicoproteinas e compostos
fendlicos (BARSANTI & GUALTIERI, 2006; STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011).

As algas marinhas s@o responsaveis por uma boa parte da atividade fotossintética
no mundo, representam a base da cadeia alimentar e estdo dispostas em onze Divisoes,
segundo critérios quimicos, citoldgicas e morfolégicas. Podem ser encontrados em ambientes
aqudticos e terrestre umidos, variam bastante no tamanho, podendo apresentar de 3-10 pum,
como as algas unicelulares (microalgas), até mais de 70 m de comprimento, como as gigantes
kelps (macroalgas), e encontram-se distribuidas em diferentes habitats, tais como oceanos,
corpos de dgua doce, solos, rochas e superficie de vegetais (EL GAMAL, 2010; CARVALHO
& ROQUE, 2000).

A classificacdo botinica das macroalgas marinhas € dada de acordo com a
estrutura fisica, func@o e ciclo reprodutivo em: Chlorophyta (algas verdes), principalmente
pela predominancia das clorofilas a e b; Phaeophyta (algas pardas), principalmente pela
presenca dos pigmentos xantofila e fucoxantina e Rhodophyta (algas vermelhas), devido a
predominancia dos pigmentos ficoeritrina e ficocianina (EL GAMAL, 2010). Diante das
constantes mudangas no ambiente marinho, grupos de algas mais adaptados foram
selecionados, por meio de uma variedade de estratégias de sobrevivéncia, as quais
influenciam enormemente a sua morfologia, fisiologia e bioquimica (VIDOTTI &
ROLLEMBERG, 2004).

A diversidade bioquimica das algas marinhas faz com que esses organismos
representem uma valiosa fonte de novos compostos quimicos, os quais tém revelado
importantes resultados nas mais variadas aplicacdes industriais, biotecnoldgicas e
farmacéuticas (WIJESINGHE & JEON, 2011). Dentre estes compostos, podemos destacar as

lectinas.
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1.7.1 Lectinas

A origem da palavra lectina é proveniente do latim, “legere” que significa
selecionar ou escolher e foi utilizado para definir uma classe de aglutininas de plantas
superiores (BOYD et al.,, 1954). Muitas definicdes foram dadas ao longo dos anos, na
tentativa de melhor conceitud-las. No entanto, a definicdo mais aceita na comunidade
cientifica foi proposta por Peumans & Van Damme (1995), na qual lectinas sdo proteinas ou
glicoproteinas de origem ndo imune contendo pelo menos um dominio ndo catalitico que se
liga reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos. Essa ligacdo a residuos de
carboidratos pode ser de alta especificidade, mas ndo altera a estrutura quimica dos ligantes.
As lectinas possuem ampla distribuicdo na natureza e ja foram encontradas em bactérias,
fungos, algas, plantas superiores, vertebrados, invertebrados e virus (LIS & SHARON, 1981;
RUDIGER & GABIUS, 2001).

As lectinas sdo proteinas que apresentam grande variedade em tamanho, estrutura
e organizag¢do molecular, possuindo, em comum, a capacidade de reconhecer e interagir com
sitios contendo glicoconjugados. Devido a essa capacidade de interagdo a carboidratos, as
lectinas podem se ligar a certos componentes da membrana das células sanguineas,
ocasionando aglutinacdo, constituindo o principal atributo para sua deteccdo, purificacio e
caracterizacdo (LIS & SHARON, 1998).

De acordo com suas caracteristicas estruturais, as lectinas sdo subdivididas em quatro
grupos (Figura 4): merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (PEUMANS &
VAN DAMME, 1998).

As merolectinas sdo proteinas de baixo peso molecular e possuem apenas um sitio de
ligacdo a carboidratos, logo, apresentam um tnico dominio lectinico e, por conta disso nao
sdao capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados (PARIJS et al., 1991). As
hololectinas apresentam dois ou mais dominios idénticos ou bastante homoélogos, que se
ligam ao mesmo carboidrato ou a agucares de estrutura similar e, portanto, sdo capazes de
promover a aglutinacdo de células e/ou precipitar glicoconjugados. A maioria das lectinas
conhecidas como hemaglutininas pertencem a esse grupo (CAVADA et al., 2001).

As quimerolectinas sdo lectinas que possuem um ou mais dominios ligantes a
carboidratos € um dominio ndo relacionado, que pode apresentar atividade catalitica ou
qualquer outra atividade biol6gica, atuando independentemente dos dominios ligantes a

carboidratos. Por fim, as superlectinas sdo lectinas de natureza quimérica que consistem de,
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no minimo, dois dominios ligantes a carboidratos, os quais sdo estruturalmente distintos e
reconhecem carboidratos diferentes (PEUMANS & VAN DAMME, 1998).

As estratégias utilizadas por essas moléculas para gerar sua especificidade por
carboidratos incluem a formagdo de pontes de hidrogénio com moléculas de 4agua,
modificacOes pOs-traducionais e oligomerizagdes (VIJAYAN; CHANDRA, 1999). Devido ao
seu potencial de interacdes proteina—carboidrato as lectinas sdo ferramentas valiosas em
diversos processos bioldgicos como, interacdes patdgeno-hospedeiro, reconhecimento celular,
comunicacdo célula-célula, inducdo de apoptose, metdstases e diferenciacdo celular

(ZIOLKOWSKA; WLODAWER, 2006).

Figura 4- Classificacdo Estrutural das Lectinas
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Fonte: VAN DAMME et al. (1998).
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1.7.1.1 Lectinas de Algas Marinhas

Até o momento, existem menos de 100 publicacdes que descrevem a presencga de
lectinas em algas marinhas vermelhas, verdes e pardas. O primeiro relato de atividade
hemaglutinante nestes organismos foi realizado por BOYD et al. (1966). Depois disso, outros
estudos que descrevem a presenca e / ou purificacao de lectinas de algas foram relatados por
grupos da Inglaterra (BLUNDEN et al., 1975), Japdo (KAMIYA et al.,, 1982), Espanha
(FABREGAS et al., 1984), Estados Unidos (CHILES et al., 1989) e Brasil (AINOUZ et al.,
1991). As algas vermelhas sdo as mais estudadas, seguidas pelas algas verdes e pardas (EL
GAMAL, 2010).

Ainouz & Sampaio (1991) foram pioneiros no estudo de lectinas de algas
marinhas no Brasil. Ao estudar a ocorréncia de lectinas de alga marinhas no nordeste
brasileiro, verificaram que os extratos salinos de dez espécies aglutinaram eritrdcitos de
coelho, enquanto sete aglutinaram eritrdcitos de galinha, seis de boi e quatro de carneiro.

Rogers et al. (1997), analisaram 96 novas espécies de algas e constataram que o
tratamento dos eritrocitos com enzimas proteoliticas facilitavam a deteccdo de lectinas de
algas marinhas. O uso de enzimas proteoliticas possibilita uma aglutinacdo mais forte
provavelmente, devido a uma combinagdo de fatores como a remocdo de sialoglicoproteinas e
suas cargas negativas da superficie dos eritrécitos; redu¢do no impedimento estérico causado
por polipeptideos dos eritrécitos e aparecimento de carboidratos e glicoproteinas
anteriormente nao acessiveis na superficie dessas células (LIS & SHARON, 1986)

No geral, as lectinas de algas apresentam baixo peso molecular, nenhuma
afinidade para monossacarideos, forte especificidade para oligossacarideos e/ou
glicoproteinas complexas e, geralmente, nao requerem cations divalentes para a sua atividade
biolégica (ROGERS & HORI, 1993; AINOUZ et al.,, 1995). Além disso, ocorrem
principalmente na forma monomérica, t€m uma alta proporcdo de aminodcidos 4cidos e
apresentam pontos isoelétricos (p/) entre 4 e 6 (HORIL; MIYAZAWA; ITO, 1990).

E sabido que, nos vegetais superiores, as lectinas estio envolvidas na defesa
contra bactérias e fungos patogé€nicos, através do reconhecimento e imobilizacdo de
microorganismos via ligacdo, prevenindo o seu crescimento e multiplicacdo (LIAO et al.,
2003). Porém, até o presente, pouco se sabe sobre o envolvimento das lectinas nas funcdes
fisiolégicas das algas.

Os métodos cldssicos utilizados para isolar lectinas de algas marinhas incluem

métodos de extracdo das proteinas soliveis em solugdes salinas tamponantes. O extrato total
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obtido pode ser submetido a precipitagdes salinas (salting out), principalmente com sulfato de
amonio, a procedimentos cromatograficos (sequenciais ou ndo) e depois a eletroforese. Dentre
os procedimentos cromatograficos estdo as cromatografias gasosas, de troca iOnica, de
interacdo hidrofébica, de filtracio em gel e de afinidade (HARNEDY & FITZGERALD,
2011). No processo de purificacdo de lectinas de algas a cromatografia de troca idnica € muito
eficiente na separacdo e na eliminacdo de pigmentos, principalmente nas fases iniciais das
etapas de purificacdo. O procedimento cromatografico de troca idnica tem sido utilizado de
forma isolada ou em combinacdo com outros procedimentos cromatograficos (COSTA et al.,
1999).

Até o momento, cerca de 32 lectinas de Rhodophyceae e 17 lectinas de
Chlorophyceae foram isoladas e caracterizadas. A primeira lectina a ser purificada e
caracterizada parcialmente foi a espécie de alga marinha vermelha Ptilota plumosa
(ROGERS; BLUNDEN; EVANS, 1977). A lectina da alga marinha Hypnea cervicornis foi
obtida através cromatografia de troca i6nica em gel de DEAE-Sephacel (NAGANO et al.,
2005). Rogers & Hori (1993), purificaram a lectina da alga marinha vermelha P. serrata pela
combinacdo de processos cromatograficos de troca ionica em gel de DEAE-Sephacel e
exclusdao molecular em Bio Gel P-100. Enquanto, a lectina da alga marinha Gracilaria ornata
foi isolada através de cromatografias sequenciais de troca idnica em DEAE-celulose e
afinidade em coluna de mucina-sepharose 4B (LEITE et al., 2005).

Oliveira et al. (2002) isolou a lectina presente na alga marinha vermelha
Pterocladiella capilacea utilizando procedimento cromatografico de afinidade em gel de
goma de guar. Costa et al. (1999) utilizaram a manana de levedura em procedimentos
cromatogréificos de afinidade para o isolamento da lectina presente na alga marinha vermelha

A. multifida.

1.7.1.2 Atividades Bioldgicas das Lectinas de Algas Marinhas

Devido, principalmente, a capacidade de interagir com carboidratos ou com
substancias que os contém, as pesquisas com lectinas vém crescendo no mundo inteiro,
propiciando um imenso campo de aplicagdo bioldgica em diversas dreas, como na agricultura,
na bioquimica e nas ciéncias biomédicas. Segundo Rogers & Hori (1993), as lectinas de algas
marinhas seriam mais apropriadas para o uso como ferramentas biolégicas, pois possuem uma
massa molecular menor quando comparadas com as lectinas de plantas, dessa forma

apresentariam uma reagao antigénica menor.



44

Diante disso, as lectinas de algas marinhas podem ser usadas com efici€ncia para
estimular e/ou inibir divisdo celular (HORI et al., 1988; HARNEDY; FITZGERALD, 2011),
reconhecer células leucémicas e tumorais (HAYASHI et al., 2012), induzir a apoptose celular
de células humanas cancerosas e derivadas de camundongos BALB/ ¢ (OMOKAWA et al.,
2010), estimular e/ou inibir o crescimento de microrganismos (HOLANDA et al., 2005),
combater virus (SATO et al., 2011), dentre outros.

Com relacdo ao estudo de inflamacdo, algumas lectinas de algas apresentaram
efeitos pré-inflamatérios, induzindo a migragdo de neutrdfilos em ratos e camundongos
(NEVES et al., 2001). Enquanto outras como as lectinas das algas marinhas vermelhas
Pterocladiella capillacea, Hypnea cervicornis e Solieria filiformis e a lectina da alga marinha
verde C. cupressoides apresentaram tanto efeito anti-inflamatério como antinociceptivo
(SILVA et al., 2010; BITENCOURT et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2010; ABREU, 2012;
VANDERLEI et al., 2010). Além disso, Abreu et al. (2012) mostraram que as lectinas das
algas S. filiformis, P. capillacea e C. cupressoides tém propriedades imunoestimulatérias sem
provocar citotoxicidade, quando em contato com esplendcitos de camundongos BALB/c.

Viana et al. (2002) avaliaram o efeito analgésico das lectinas das algas
Bryothamnion triquetrum e Bryothamnion seaforthii mostrando que elas possuiam efeito
nociceptivo periférico e central. Todos os efeitos foram revertidos por naloxona, um
antagonista da morfina, sugerindo a participagdo do sistema opioide na atividade

antinociceptiva observada.

1.7.1.3 Lectina da Alga Marinha Verde Caulerpa cupressoides

Caulerpa cupressoides var. lycopodium C. Agardh é uma espécie de alga verde,
pertencente a familia Caulerpaceae amplamente encontrada ao longo da costa do Nordeste do
Brasil. Benevides et al. (2001), isolaram pela primeira vez a lectina desta espécie de alga
(LCc), através de cromatografia de afinidade em gel de a-lactose-agarose, seguida de filtracao
em gel em Bio Gel P-100. O peso molecular (PM) de LCc, determinado pela cromatografia de
filtracdo em gel foi de 44,700 Da. Nesse mesmo estudo, foi realizado uma eletroforese
desnaturante SDS-PAGE, na qual a lectina exibiu uma unica banda de proteina com um PM
de 23,158 Da, sugerindo que LCc seja uma proteina dimérica.

Vanderlei et al., (2010) purificou a mesma lectina utilizando o procedimento de

cromatografia de troca ionica em coluna de DEAE-celulose, seguido de filtracdo em gel de
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Sephadex G-100. Posteriormente Queiroz (2013) obteve a LCc através apenas da
cromatografia de troca idbnica em coluna de DEAE-celulose.

A andlise da composicdo de aminodcidos da LCc mostrou uma maior presenga
dos aminodcidos glicina, dcido aspartico, dcido glutdmico, serina e uma baixa presenca de
aminodcidos basicos (BENEVIDES et al., 2001). Possui na sua sequéncia NH,-terminal 31
residuos de aminodcidos, apresentando 43% de identidade com a proteina da microalga verde
Chlamydomonas reinhardtii. Além disso, os picos de LCc obtidos através de cromatografia
Sephadex G-100 e DEAE-celulose mostraram similaridade nos sinais em ambos 0s espectros
obtidos por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear ("H-RMN) (QUEIROZ, 2013).

Quando submetida ao tratamento térmico LCc foi estavel a 70 ° C, durante 60
minutos, e ainda manteve 25% de sua atividade original, mesmo depois de 60 min a 90 ° C.
LCc foi inibida pela lactose e alguns dos seus derivados e fortemente inibida pela
glicoproteina mucina de estdmago porcina (BENEVIDES et al., 2001).

Estudos subsequentes realizados pelo nosso grupo mostraram que LCc apresenta
propriedades imunoestimulante, induzindo respostas imunes T helper 2 em esplendcitos de
camundongos BALB/c e produzindo niveis elevados de IL - 10 e IL - 6 in vitro (ABREU et
al., 2012). Além de possuir efeito antinociceptivo e anti-inflamatério em modelos classicos de
nocicepg¢ao e inflamacgdo aguda in vivo (VANDERLEI et al., 2010; QUEIROZ, 2013).

Nesse sentido, o uso de lectinas de algas marinhas nas ci€ncias biomédicas
representa uma valiosa estratégia para compreensdo dos mecanismos celulares e moleculares
de processos patoldgicos, contribuindo para a descoberta de novas abordagens terapéuticas

que possam interferir e alterar o curso evolutivo de tais processos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatdrio da lectina da alga marinha

verde Caulerpa cupressoides no modelo de artrite induzida por zymosan na articulacdo

temporomandibular de ratos.

2.2 Especificos

v

Extrair e Purificar da lectina da alga marinha verde C. cupressoides (LLCc) por
cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-celulose;

Avaliar os efeitos da LCc na hipernocicep¢do mecéanica no modelo de artrite na ATM
induzida por Zy;

Avaliar os efeitos da LCc no influxo celular do lavado sinovial da ATM de ratos
através da contagem do ndmero de leucdcitos totais e da dosagem da atividade de
mieloperoxidase;

Analisar as alteracdes inflamatérias agudas dos tecidos da ATM através da andlise
histolégica;

Determinar a producdo da citocina pré-inflamatéria IL-1B no tecido periarticular e
ganglio trigeminal de animais com artrite tratados com LCc;

Avaliar a imunoexpressdo de TNF-a, IL-18 e HO-1 na ATM de ratos com artrite
tratados com LCc;

Investigar o envolvimento da via da HO-1 nos mecanismos de a¢do antinociceptivo e
anti-inflamatério da LCc no modelo de artrite induzida por Zy na ATM de ratos;
Avaliar a participacdo dos receptores opiodes periféricos na acdo antinociceptiva da

LCc no modelo de artrite induzida por Zy na ATM de ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Alga Marinha

A alga marinha verde Caulerpa cupressoides var. lycopodium (Figura 5) foi
coletada em rochas do meso-litoral, durante maré baixa (-0,2 a 0,2 m) na praia do Pacheco,
municipio de Caucaia-Ceard. Posteriormente, a alga foi acondicionada em sacos plésticos e
transportada, em recipientes isotérmicos, para o Laboratério de Carboidratos e Lectinas
(CarboLec) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal
do Ceard (UFC). No laboratério, as algas foram lavadas para retirada de epifitas e/ou
organismos incrustantes e estocada a -20 °C, para posterior utilizagdo. Um exemplar da
espécie foi identificado, e uma exsicata depositada no Herbério Prisco Bezerra sob o nimero

4977, na UFC.

Figura 5- Alga Marinha Verde Caulerpa cupressoides var. lycopodium. Classificacio Taxonémica

Filo: Chlorophyta (alga verde)

Classe: Caulerphyceae

Ordem: Caulerpales

Familia: Caulerpaceae

Género: Caulerpa (KAWL-er-puh) M.

(Vahl) C. Agardh, 1817.

Epiteto especifico: cupressoides

Nome botanico: Caulerpa cupressoides (Vahl) C.

Agardh
Fonte: Renata Line da C. Rivanor. Fonte: JOLY, 1965.

3.1.2 Células Sanguineas

Para a determinacdo da atividade hemaglutinante, amostras de sangue (3-5 mL)

foram obtidas de coelho albino adulto e sadio, mantido no Biotério do Departamento de
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Bioquimica e Biologia Molecular da UFC. A coleta de sangue foi realizada na via marginal

do pavilhdo auricular.

3.1.3 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (180-240 g; n=6) fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal do Ceard, mantidos em sala com a temperatura ambiente
controlada (24 °C), em um ciclo claro e escuro (12 h/12 h). Racdo padrio e 4dgua foram
disponibilizadas aos animais ad libitum. Todos os esforcos foram feitos para minimizar o
nimero e o sofrimento dos animais utilizados. Os ensaios com os animais receberam a
aprovacio da Comissio de Etica em Pesquisa Animal da UFC (CEPA n° 59/13) e seguiram os
padroes exigidos de ética e biosseguranca, respeitando o principio dos 3 Rs da

experimentacio animal (“reduction, replacement and refinement”).

3.1.4 Solucoes, Drogas e Reagentes

Todos os reagentes que foram utilizados apresentavam grau de pureza e
propriedades analiticas adequadas. As drogas e reagentes que foram utilizadas para a
realizacdo deste trabalho foram:

Albumina sérica bovina (BSA), Coomassie Brilliant Blue G-250, tripsina, Tris
(Hidroximetil) aminometano (Tris), DEAE-Celulose, mucina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
U.S.A)). Alcool comercial, hematoxilina, eosina, violeta de genciana (Reagen), dacido
cloridrico P.A (HCI), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), hidréxido de sddio
(NaOH), acido fosférico P.A. (Synth, Brasil), 4cido acético P.A, formaldeido P.A, Carbonato
de Sédio (MERCK), cloreto de s6dio (NaCl), acetato de sédio, peréxido de hidrogénio
(H,0,), D-galactose (Vetec Quimica farm. LTDA, SP-Brasil); isoflurano, fosfato de potassio
dibésico,; o-dianosidina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Tampao carbonato de sédio
(Na,COs); naloxona (Narcan®, Rhodia; Sdao Paulo, SP, Brasil); tribromoetanol; cloridrato de
morfina (Dimorf®, Cristélia, Itapira, SP, Brasil); anticorpo TNF-a, IL-1p e HO-1(abcam
discover more); KIT ABC IgG de cabra (VECTASTAIN); dietil pirocarbonato (DEPC); zinco
protoporfirina-1X (ZnPP-1X) (Sigma); zymosan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
NEED. As drogas e reagentes foram solubilizados em salina estéril (0,9%, NaCl) ou dgua

destilada.
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3.2 Métodos

3.2.1 Extracdo e Purificacdo da Lectina da Alga Marinha Verde C. cupressoides

A lectina da alga marinha verde C. cupressoides (LCc) foi obtida utilizando a
metodologia descrita por Benevides et al. (2001) com modificagdes realizadas por Vanderlei

et al. (2010).

3.2.1.1 Preparacgdo do Extrato Total

Inicialmente, a alga estocada a -20 °C foi parcialmente seca e macerada em
nitrogénio liquido. Em seguida, foi colocada em contato com tampao Tris-HCI 25 mM, pH
7,5 (TB), na propor¢do de 1:4 (m/v). Apds agitacdo constante por 4 horas, o homogenato foi
filtrado em tecido de nylon e em seguida centrifugado a 6.000 x g por 30 min a 4 °C. O
precipitado foi, entdo, descartado e o sobrenadante, dialisado exaustivamente contra dgua

destilada e liofilizado, sendo denominado extrato total (Figura 6).

3.2.1.2 Cromatografia de Troca I6nica em Coluna de DEAE-Celulose

O extrato total obtido foi submetido a cromatografia de troca idnica em coluna de
DEAE-Celulose, previamente equilibrada com TB. Apds a completa elui¢ao da fragao ndo
retida na coluna com TB, foi realizada a eluicao da fracdo adsorvida na matriz por adi¢do de
NaCl 0,5 M ao tampao de equilibrio. Durante o procedimento cromatografico foi mantido um
fluxo constante de 3mL/tubo/min, e as medidas de absorbancia das fra¢des eluidas foram lidas
a 280 nm em espectrofotometro (Armersham Biosciences Ultrospec 1100 pro). A atividade
hemaglutinante foi determinada contra eritrdcitos tripsinizados de coelho. A fracdo ativa (Pico
II) foi reunida, dialisada contra dgua destilada, liofilizada e denominada de Lectina de

Caulerpa cupressoides 1.Cc.
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Figura 6 — Esquema de Extracao e Purificacdo da Lectina da Alga Marinha Verde C. cupressoides (LCc).
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3.2.2 Determinacdo da Atividade Hemaglutinante

Os ensaios de atividade hemaglutinante das fracdes proteicas obtidas por DEAE-
celulose foram realizados através de dilui¢cdes seriadas em tubos de ensaio. Em cada tubo
foram adicionados 100 uLL de NaCl 0,15 M. No primeiro tubo, foram adicionados 100 pL da
amostra e uma série de dilui¢cdes duplas foram realizadas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.),
sempre homogeneizando antes de cada transferéncia. A cada dilui¢ao foram adicionados 100
uL de uma suspensdo de eritrécitos de coelho a 2 % tratados com tripsina, a reagdo foi
incubada a temperatura ambiente por 60 minutos, conforme descrito por Ainouz et al. (1992).
Posteriormente, os tubos foram centrifugados (2.000 x g, por 30 s), e os resultados lidos
macroscopicamente, sendo o titulo expresso em unidades de hemaglutinagdo (UH/mL), que é

o inverso da maior diluicao da amostra que apresentar nitida aglutinagao.
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3.2.3 Estudo dos efeitos Antinocicpetivo e Anti-inflamatério de LCc na Artrite da Articulacdo

Tempomandibular de Ratos induzida por Zymosan

3.2.3.1 Avaliacao da Hipernocicepcao Mecanica

A hipernocicep¢ao mecanica foi avaliada através do comportamento de retirada da
cabeca do animal (head-withdrawal threshold) em resposta a aplicagao de uma forga (g) de
intensidade crescente na regido facial corresponde a articulagdo temporomandibular (ATM).
Um dos métodos classicos utilizados para avaliar a presenca de alodinia € através do emprego
de filamentos de Von-Frey. Nesse estudo, foi utilizado um equipamento desenvolvido pela
Insight (Ribeirao Preto, SP, Brasil), o qual é baseado em um sistema de transducao digital que
registra a forca méaxima aplicada ao animal até o momento de sua resposta de retirada
(DENADAI-SOUZA et al., 2009).

Os animais foram treinados para que a afericdo da hipernocicep¢do mecanica
fosse possivel. Para isso, primeiramente foi realizada tricotomia na regido da ATM esquerda
de ratos Wistar. Durante o treinamento, os animais foram transferidos para gaiolas individuais
onde foram mantidos previamente por trinta minutos € condicionados a receber estimulos
mecanicos na regido facial corresponde & ATM esquerda durante quatro dias antes ao dia de
inducgdo da artrite e afericao da nocicep¢ao. No quinto dia, foi obtido o valor basal (média de
trés medidas) da regido facial corresponde a ATM esquerda (DENADAI-SOUZA et al.,
2009).

Grupos de animais receberam por via (i.v) e 30 min. antes da inducdo da artrite, a
LCc (0,1; 3 ou 10 mg/kg), salina estéril 0,9 % ou indometacina (5 mg/kg, s.c.). Para a indugdo
da artrite na ATM os animais foram brevemente anestesiados por inalacio com Isoflurano e,
em seguida, receberam uma injec¢do intra-articular de zymosan (Zy) (2 mg/ articulagao; 40
uL) diluido em salina estéril na ATM esquerda dos animais, utilizando agulha de insulina
com calibre de 29 G em seringa de 0,5 mL (CHAVES et al., 2011). O grupo Sham recebeu
solugdo salina estéril 0,9 % no mesmo volume na ATM esquerda. A agulha foi inserida no
ponto imediatamente inferior a borda posterior do arco zigomatico e avancada em dire¢ao
medial e anterior até contato com o condilo. Esse contato foi verificado movimentando a
mandibula, e a pun¢do da agulha no espaco articular foi confirmada pela perda de resisténcia,
quando se injetou o Zy.

A avaliagdo da importancia do dominio lectinico de LCc no possivel efeito

antinociceptivo e anti-inflamatério, foi realizado através da incubacdo da LCc (10 mg/kg)
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com seu hapteno mucina (100 mg/kg) durante 12 a 37 °C. Apds incubagdo, apicada por via
1.v. nos animais 30 min antes do estimulo. Para descartar um possivel efeito da glicoproteina
mucina sobre a hipernocicep¢do e na inflamagdo, esta também foi aplicada (100 mg/kg)
isoladamente 30 min antes da inje¢do de Zy.

Na 4? hora, ap6s a indugdo da artrite, a hipernocicepcdo mecanica foi registrada
através da observacdo do limiar do reflexo de retirada da cabeca do animal resultante da

média de tré€s medidas consecutivas (CHAVES et al., 2011).

3.2.3.2 Contagem do Influxo Celular no Lavado Sinovial

Na 6" hora, apés a inducdo da artrite, os animais foram anestesiados com
tribromoetanol (1 mL/100 g; i.p.) e eutanasiados por exsanguinacdo. Os tecidos superficiais
foram dissecados até atingir a ATM para coleta do lavado sinovial. A seguir, as ATMs
esquerdas foram lavadas com volumes de 0,05 mL (2 x) de solu¢do com tampao fosfato de
potassio (PBS) e EDTA. Dos lavados articulares obtidos, foram retiradas uma aliquota (10
uL) que, apés coloragdo em solucdo de Turk (90 pL), foi utilizada para contagem total do
nimero de leucdcitos utilizando camara de Neubauer em microscépio éptico com aumento de
20 x. O restante do lavado foi armazenado a -80 °C em tubos eppendorfs para posterior

dosagem de mieloperoxidase.

3.2.3.3 Determinag¢do da Atividade da Mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente predominantemente nos
granulos azuréfilos dos neutréfilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da
infiltracao de neutr6filos nos processos inflamatérios (POSADAS et al., 2004).

Utilizando a técnica descrita por Bradley et al. (1982), sete microlitros do lavado
articular foram pipetados (em duplicata) em microplaca de 96 pocos e acrescidos de 200 uL
de uma solucdo de tampdo fosfato de potdssio (pH=6) contendo 0,164 mg/mL de
dihidrocloreto de o-dianisidina (Sigma Chemical Co., EUA) e 0,0005% de perdéxido de
hidrogénio (Merck, Alemanha). A unidade da atividade de MPO foi definida como aquela
capaz de converter 1 umol de peréxido de hidrogénio em dgua em 1 minuto a 22 ° C. Durante
o ensaio, a medida que o peréxido de hidrogé€nio for degradado ocorrerd a producdo do anion
superoxido, responsavel pela conversao de o-dianosidina em um composto de cor marrom. A

mudanga de absorbancia foi medida a 450 nm em um leitor de microplacas (Espectra Max
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plus 384, EUA), e os valores de velocidade maxima de reacdo (Vmax) foram determinados e

relacionados a atividade de MPO presentes nas amostras.

3.2.3.4 Andlise Histoldgica da Articulagdo Temporomandibular

As articulacdes retiradas foram acondicionadas em formol 10 % tamponado por
24 h. Em seguida, foram lavadas intensamente para posterior submersao em dcido férmico 7
%, realizando troca em dias alternados por no maximo 10 dias. As articulacdes foram lavadas
novamente, submersas em dlcool 70 %, embebidos em parafina e seccionadas no longo eixo
da ATM, em secc¢des de 5 um, que incluiam cabe¢a da mandibula, cartilagem articular, tecido
periarticular e disco articular montados em laminas de vidro para posterior andlises de
histologia e imunohistoquimica.

Os cortes histolégicos foram corados pelos métodos de hematoxilina-eosina
(H&E) e avaliados em um microscopio de luz Leica acoplado a um computador com aumento
de 40x ou 100x, sob os seguintes parametros: infiltrado celular sinovial, infiltrado no tecido
periarticular e infiltrado celular no tecido muscular. Tais achados foram classificados de
acordo com os escores 0 a 4 de acordo com a intensidade, caracterizando escore 0 auséncia
dos parametros, 1 discreto, 2 leve, 3 moderado e 4 severo (CHAVES et al., 2011). A andlise

foi realizada por uma patologista através de estudo cego.

3.2.3.5 Dominio lectinico da LCc

Para realizar a andlise da importincia do dominio lectinico da LCc nos
possiveis efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério, LCc (10 mg/kg) foi incubada com seu
hapteno mucina (100 mg/kg) durante 12 h a 37 °C e aplicada por via i.v nos animais 30 min
antes da inducdo da artrite por Zy. Para descartar um possivel efeito da glicoproteina mucina
sobre a nocicepgdo e inflamacao, esta também foi aplicada (100 mg/kg) isoladamente 30 min

antes do estimulo.

3.2.3.6 Dosagem da Citocina IL-1f

Na 6* hora apdés a injecdo do Zy, os animais foram anestesiados com

tribromoetanol (1 mL/ 100 g; i.p.) e sacrificados por exsanguinacdo. A pele foi removida, e o

tecido periarticular coletado em eppendorfs e armazenados em freezer -80°C para posterior
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dosagem de IL-1P. Para ter acesso ao ganglio trigeminal, que fica alojado na base do cranio
na regido de cavo trigeminal no osso temporal, foi removida calota craniana e o cérebro, e
cautelosamente identificado e removido o ganglio trigeminal. Amostras do tecido periarticular
e ganglio trigeminal foram homogeneizadas em solu¢do RIPA (Santa Cruz, USA). Apds a
homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas (10.000 RPM/10 min/4 °C), e o
sobrenadante foi utilizado para avaliar a expressdao de IL-1pB, realizada pelo método de
ELISA, usando o Kit (R&D Systems®, Kit Quantikine_rat IL-1f3 immunoassay, catidlogo
RLBO00, EUA), seguindo o protocolo do fabricante. Resumidamente, a placa de 96 pogos foi
incubada por 2 h a temperatura ambiente com 50 pL/po¢o com as solucdes padrdao, amostra e
controle e com o diluente de ensaio RD1-54 para IL-1p. Posteriormente, a placa foi lavada
quatro vezes com 400 pL. de tampao de lavagem e incubada novamente por mais duas horas
com 100 pL de conjugado de IL-1PB por poco. Apds as duas horas, a placa foi lavada
novamente e incubada por mais 30 minutos com 100 pL da solucdo substrato, sendo a placa
protegida da luz. Em seguida foi adicionada a placa 100 pL da solu¢do de parada em cada

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

3.2.3.7 Imunohistoquimica da ATM para TNF-a, IL-1$ e HO-1

Para realizacdo de imunohistoquimica, os espécimes foram novamente
submetidos a cortes de 4 um de espessura e montados em laminas de vidro previamente
preparadas com adesivo a base de organosilano (3-aminopropyltriethoxi-silano Sigma
Chemical Co®, St Luis, MO, EUA).

Os cortes foram submetidos aos anticorpos TNF-a, IL-18 e HO-1 utilizando
método de estreptavidina-biotina (HSU & RAINE, 1981). Resumidamente, os cortes
histolégicos da ATM foram desparafinizados e reidratados em xilol e dlcool.

A recuperacdo antigénica foi realizada com citrato em pH 6,0 em panela
pressurizada (Pascal), a + 22-25 PSI, durante 30 seg a temperatura de 126 °C. Apds retornar a
temperatura ambiente, foi realizado bloqueio da peroxidase enddgena com perdxido de
hidrogénio a 3 % durante 10 min. Os cortes foram incubados com anticorpo primdrio de
coelho anti-TNF-a, IL-1B ¢ HO-1 (ABCAM®), durante 1 h a temperatura ambiente, na
diluicdo de 1:300 em PBS com albumina sérica bovina (PBS-BSA), e, posteriormente,
lavados com solugdo de PBS.

Os cortes foram entdo incubados com o anticorpo secunddrio LSAB Kit

(DAKO®, Carpinteria, CA, EUA) por 10 min. a temperatura ambiente. Em seguida, foi feita
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incubagdo em solug¢do cromdgena preparada com 3,3 diaminobenzidine (DAB), durante 5 min
em camara escura. Controles negativos foram processados simultaneamente como descritos
acima, porém o anticorpo primdrio foi substituido por PBS-BSA 5 %. Os cortes foram entdo
lavados em 4gua corrente e, em seguida, com 4gua destilada. A contra-coloragdo foi realizada
com hematoxilina, seguida de desidratacdo em uma série de concentragdes de &lcool,
diafinizadas em xilol e, por fim, a laminula foi colocada. Como controle positivo foi utilizado
corte da ATM que foi submetido a0 mesmo protocolo.

As laminas foram avaliadas em microscopio NIKON Eclipse E200, e fotografadas
em microscopio LEICA acoplado a computador.

Os parametros de positividade da marca¢do imunohistoquimica do antigeno em
todos os cortes incluidos consistiram nas células que exibiram coloragao acastanhada no seu

citoplasma, independente da intensidade de imunomarcacao.

3.2.3.8 Avaliacdao do Possivel Envolvimento da Via da HO-1 na Resposta Nociceptiva e

Inflamatéria

Para avaliar o possivel envolvimento da Via da HO-1 no efeito antinociceptivo e
anti- inflamatoério de LCc, um grupo de animais foram pré-tratados com zinco protoporfirina
(ZnPP IX) (3 mg/kg; s.c.), inibidor seletivo da HO-1, diluido em solucio tampao carbonato de
sodio (Na,CO3) 50 mM, 30 min. antes da injecao intravenosa da LCc (10 mg/kg).

Ap6s o periodo de 1 h da injecdo subcutanea do ZnPP IX ou salina estéril 0,9 %,
os grupos de animais tratados com LCc (10 mg/kg; i.v.) ou salina, receberam uma injecao de
Zy (2 mg/art.; 40 uL) ou salina, e 4 h depois a hipernocicepg¢do mecénica foi verificada. Na 6°
hora, os animais foram anestesiados com tribromoetanol e eutanasiados por exsanguinagao.
Em seguida, foi realizada a contagem do influxo celular do lavado sinovial, a dosagem de
mieloperoxidase do lavado sinovial e a coleta da ATM para posteriores andlise histoldgica e

imunohistoquimica (CHAVES et al., 2011).

3.2.3.9 Andlise do Envolvimento da Via Opioide Durante o Efeito da LCc na Nocicepgao

Na perspectiva de avaliar se o efeito antinociceptivo da LCc (10 mg/kg; 1.v) est4,
de maneira geral, envolvida na ativagao do sistema opioide periférico foi realizada a inje¢cao
intra-articular do antagonista opioide naloxona (10 pg/art.;15uL) 5 min antes da injecdo

intravenosa da LCc (10 mg/kg) ou morfina (5 mg/kg; s.c.) (EISENBERG et al., 1996). Apos o
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periodo de 30 min da injecdo intravenosa de LCc, os grupos de animais tratados receberam
uma injecao intra-articular de Zy (2 mg/art.; 35 uL) ou salina estéril 0,9 % na ATM esquerda
de ratos. Na 4 h a hipernocicepcao mecanica foi avaliada. O volume total aplicado na ATM

foi de 50 uLL quando duas drogas foram injetadas na mesma ATM.

3.2.4 Andlise Estatistica dos Dados

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). Para
comparacao multipla dos dados paramétricos foi utilizado a andlise de variancia (ANOVA) e
o nivel de significancia entre os grupos foram determinados pelos testes Bonferroni para
detectar as diferencas entre o grupo controle e os grupos em tratamento.

Para dados nao paramétricos, os resultados foram expressos em medianas e
avaliados através do teste Kruskall-Wallis seguido do teste de Dunn's. O ndmero (n) de

animais por grupo experimental foi no minimo de 6. Foi considerado significante p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracao e Purificacao da Lectina da Alga Marinha Verde Caulerpa cupressoides

O extrato proteico total foi obtido por extracdo em tampao Tris-HCI 25 mM, pH
7,5, e aplicado em cromatrografia de troca idnica em coluna de DEAE-celulose. O
cromatograma revelou a presenca de dois picos proteicos, no qual o primeiro pico (P I), ndo
retido na coluna, eluido com o mesmo tampao de equilibrio da coluna (TB) mostrou-se isento
de atividade hemaglutinante. O segundo pico (P II), eluido com TB contendo 0,5 M de NaCl

apresentou atividade hemaglutinante, sendo denominado de LCc (Figura 7).

Figura 7- Cromatografia de Troca Ionica em Coluna de DEAE-Celulose do Extrato Total da Alga
Caulerpa cupressoides. O pico ndo retido (P I) foi eluido com o tampdo de equilibrio (TB), e o pico adsorvido
na coluna (P II) eluido com tampao TB contendo NaCl 0,5 M. Foram coletadas fra¢des de 3 mL/tubo. (@-@)
Absorbancias a 280 nm; (’—‘) Atividade hemaglutinante total (UH Total). (ll) Eluicdo das fracdes com o TB
contendo NaCl 0,5 M.
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4.2 Efeitos Antinociceptivo e Anti-inflamatorio de LCc no Modelo de Artrite Induzida

por Zy na ATM de ratos

A injecdo de Zy (2 mg/art., 40 uL) na ATM esquerda de ratos induziu a
hipernocicep¢do mecanica, reduzindo o limiar de resposta nociceptiva, (58,36 + 6,400 g) de
forma significativa em comparacdo ao grupo sham (118,8 + 4,191 g). A avaliagdo foi feita
através da observagdo do limiar de reflexo da retirada da cabega em resposta a aplica¢do de
uma forga (g) de intensidade crescente a articulagdo. O pré-tratamento com LCc (0,1; 1 e 10
mg/kg; 1.v.), administrada 30 min antes do agente pro-inflamatdrio, promoveu uma reducao
da hipernocicepcao mecénica (p < 0,001) na ordem de 81 (107,3 + 4,381 g), 83 (108,5 £ 5,185
g) e 89,5% (112,5 + 3,410 g), respectivamente, na 4* h apés a inje¢do de Zy. A LCc em todas
as doses testadas teve um efeito superior ao AINE indometacina que promoveu um efeito

analgésico significante de 69% (99,86 + 8,446 g, p < 0,01) (Figura 8).

Figura 8- Efeito Antinociceptivo da LCc na Hipernocicepcao Mecanica Induzida por Zy na ATM de ratos
. Zy (2 mg/ art., 40 pL) ou solucio salina foi injetado i.art. na ATM esquerda dos ratos. Indometacina (5 mg/kg)
foi administrado s.c. 1 hora antes do estimulo. Os animais receberam solugdo salina 0,9% (i.v.) ou LCc (0,1, 1 e
10 mg/kg; i.v.). Os dados estdo expressos como média + E.P.M. de seis animais por grupo (ANOVA, Teste de
Bonferroni). *** P <0,001 indica diferenca significativa em relacdo ao grupo sham. # # # P <0.001 indica
diferenca significativa em relacio ao grupo Zy.
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Com relacdo ao efeito inflamatério induzido por Zy (2 mg/art. 40 uL)) na ATM foi
demonstrado um aumento significativo no nimero de células polimorfonucleares (19494 +
241 células/mm3) no lavado sinovial dos animais, comparado ao grupo sham (31,250 + 6,25
células/mm3).

A administracao de LCc (0,1; 1 e 10 mg/kg, i.v), 30 mim antes da injecao de Zy
na ATM de ratos reduziu (p< 0,001), o influxo celular no lavado sinovial em 77,3 (4432 +
808,5 células/mm’), 80,7 (3747 + 1233 células/mm’) e 98,5 % (295,5 + 155,6 células/mm”),
respectivamente, em comparagdo com o grupo de Zy, mostrando, portanto, uma inibicao de
maneira dose-dependente (Figura 9). O efeito anti-inflamatério da LCc na sua maior dose (10
mg/kg) foi superior que a indometacina, que promoveu uma inibi¢do na contagem dos

leucécitos no lavado sinovial de 90,7 % (1810 + 638,1 células/mm3; p< 0,001).

Figura 9- Efeito da LCc na Contagem de Células do Lavado Sinovial da ATM de ratos. Zy (2 mg/art., 40
uL) ou solucdo salina foi injetado i.art. na ATM esquerda dos ratos. Indometacina (5 mg/kg) foi administrado
s.c. 1 hora antes do estimulo. Os animais receberam solugdo salina 0,9% (i.v.) ou de LCc (0,1; 1 e 10 mg/kg;
1.v.). Os dados estdo expressos como média + E.P.M. de seis animais por grupo (ANOVA, Teste de Bonferroni).
*#t% P <0,001 indica diferenca significativa em relagdo ao grupo sham. # # # P <0.001 indica diferenca
significativa em relag@o ao grupo Zy.
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A reducgdo da contagem de leucdcitos no lavado sinovial da ATM de ratos foi
confirmada através da dosagem da MPO. O aumento de neutréfilos observado na 6 h, apds
inducdo de artrite por Zy, foi obtido indiretamente por dosagem da atividade da MPO no
lavado sinovial da ATM. Os resultado obtidos mostram que os grupos de animais tratados
com LCc (0,1; 1 e 10 mg/kg; i.v.) apresentaram uma reducdo da atividade enzimatica em 63
(29,52 + 8,882), 92 (9,886 + 4,480) e 98% (2.440 + 1.205), respectivamente (p<0,001) em
comparacdo ao grupo Zy (Figura 10). Portanto, esses resultados demonstram que a LCc em
todas as doses testadas apresentou um efeito superior ao da indometacina (5 mg/kg, s.c.), que

reduziu a atividade da MPO em 55,5% (53,31 £ 2.156).

Figura 10- Efeito da LCc sobre a Atividade da MPO no Fluido Sinovial na Artrite Induzida por Zy na
ATM de Ratos. Zy (2 mg/art.,, 40 uL) ou solucdo salina foi injetado i.art. na ATM esquerda dos ratos.
Indometacina (5 mg/kg) foi administrado s.c. 1 hora antes do estimulo. Os animais receberam solucio salina
0,9% (i.v.) ou de LCc (0,1, 1 e 10 mg/kg; i.v.). Os dados estdo expressos como média + E.P.M. de seis animais
por grupo (ANOVA, Teste de Bonferroni). *** P <0,001 indica diferenca significativa em relacdo ao grupo
sham. **# P <0,001 indica diferenca significativa em relagdo ao grupo Zy e ™" P <0,001 indica diferenca
significativa em relag@o ao grupo indometacina.
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A redugdo obtida para o processo inflamatério na ATM de ratos foi confirmada
por andlise histolégica. Os resultados dos diferentes grupos estdao demostrados na Tabela 1,
que apresenta as pontuacOes atribuidas as alteracdes histologicas da ATM de ratos
comparando os valores entre os grupos Sham (salina, i.art, 40 pL), Zy (2 mg/i.art., 40 uL) e
LCc (0,15 1,0 e 10 mg/kg, 1.v).
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Tabela 1 - Analise Histologica da ATM de Ratos com Artrite Induzida por Zy e Tratados com LCc. *p <
0,05 em relaciio ao grupo sham, “p< 0,05 em relacdo ao grupo Zy. (Kruskal-Wallis, Dunn’s).

Grupos Inf. Cel. Memb. Inf. .CeI.. Tec. Inf. Cel. Tec.
Sinovial Periarticular Muscular
Sham 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
Zy 4 (3-4)* 4 (3-4)* 2 (2-3)*
LCc 0,1 2 (1-3) 3(2-4) 2 (0-3)
LCc 1 1(1-3) 2 (1-3) 1,5 (1-2)
LCc 10 0 (0-0) # 1(1-1)# 0(0-2)#

0 — auséncia; 1- discreto; 2 - leve; 3 — moderado e 4 — intenso.

Na andlise histolégica da ATM, corada por HE, podemos observar na Figura 11
(A) o 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) acima da cabe¢a da mandibula e a membrana sinovial
(MS) situada na extremidade anterior, circundada por tecido muscular esquelético (TME). Na
Figura 11 (B, C e D) ¢ visualizado a membrana sinovial, o tecido periarticular e o tecido
muscular (400 x), respectivamente, onde podem ser observados parametros de normalidade
sem infiltrado celular inflamatério ou edema.

Seis horas apds a inducdo da artrite por Zy na ATM de ratos, foi observado
processo inflamatério intenso, com influxo de células inflamatérias na membrana sinovial e
tecido periarticular, enquanto que no tecido muscular esquelético foi verificado um processo
inflamatério de leve a moderado. Além disso, também foi observado um espessamento na
membrana sinovial. Os tipos celulares predominantemente encontrados foram neutréfilos, que
caracterizam a inflamagdo aguda. O pré-tratamento com LCc (0,1; 1,0 e 10 mg/kg, 1.v)
reduziu (p< 0,05) o infiltrado celular e edema na membrana sinovial, nos tecidos periarticular
e muscular esquelético na maior dose testada (10 mg/kg, i.v), quando comparado com o grupo

Zy (Figura 11).
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Figura 11- Fotomicrografias da ATM de Ratos com Artrite Induzida por Zy e Tratados

com LCec. (A) Grupo Sham (40 x) (B, C e D) Membrana sinovial, tecido periarticular e tecido muscular
esquelético sem infiltrado celular do grupo Sham (400 x), respectivamente (E) Grupo Zy (2mg/art., 40 uL) (40
x). (F, G e H) Membrana sinovial, tecido periarticular e tecido muscular do grupo Zy com infiltado celular
intenso (400 x), respectivamente. (I) LCc (0,1 mg/kg, i.v.) (40 x). (J, L e M) Membrana sinovial, tecido
periarticular e tecido muscular do grupo tratado com LCc 0,1 mg/kg com infiltrado celular de leve a moderado
(400 x), respectivamente. (N) LCc (1 mg/kg, i.v.) (40 x). (O, P e Q) Membrana sinovial, tecido periarticular e
tecido muscular do grupo tratado com LCc 1 mg/kg apresentando infiltrado celular de leve a moderado (400 x),
respectivamente. (R) LCc (10 mg/kg, i.v.) (40 x). (S, T e U) Membrana sinovial, tecido periarticular e tecido
muscular do grupo tratado com LCc 10 mg/kg sem infiltrado celular (400 x) respectivamente C: condilo; CA:
artilagem articular; DA: disco articular; MS: membrana sinovial; TPA: Tecido periarticular; TME: tecido
muscular esquelético. Coloracdo de hematoxilina e eosina. Setas amarelas indicam neutréfilos.

ATM
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Chaves et al. (2011) observaram que a injecdo de zymosan na ATM de ratos
promove intenso infiltrado celular, predominantemente neutrofilico, na membrana sinovial,
nos tecidos conjuntivo periarticular e muscular esquelético. Sendo o primeiro trabalho a
relacionar os parametros inflamatérios agudos e cronicos envolvendo as estruturas articulares
e periarticulares da ATM, no qual € atribuido escores para andlise estatistica dessas estruturas
(GOULART et al., 2005).

Diante do exposto, o processo inflamatério na regido da ATM reduz o limiar
nociceptivo na regiao da articulagdo e nos tecidos ao redor da mesma. Os modelos animais de
artrite auxiliam na elucidacdo da fisiopatologia e permitem o estudo sobre tratamentos que
amenizem ou inibem os processos inflamatérios envolvidos na doenca (CAIRNS, 2010).

O presente trabalho é o primeiro a relatar os efeitos de uma lectina de alga
marinha no modelo de artrite induzida por Zy na ATM de ratos. Esses resultados corroboram
com estudos encontrados na literatura para LCc, nos quais foram mostrados os efeitos
antinociceptivo e anti-inflamatério dessa lectina em modelos cldssicos de nocicepcdo em
camundongos (teste de contorcdo, teste de formalina e placa quente) e inflamacdo aguda em
ratos (edema de pata) (VANDERLEI et al., 2010; QUEIROZ, 2013). Adicionalmente,
reforcam a relevincia do papel de lectinas de algas marinhas em condi¢des de dor e
inflamacao in vivo.

As lectinas das algas marinhas vermelhas P. capillacea, H. cervicornis e S.
filiformis também possuem efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério em modelos cldssicos
de dor e inflamacdo reportados na literatura (SILVA et al., 2010; BITENCOURT, 2007;
ABREU, 2012). Figueiredo et al. (2010) descobriram que a lectina da alga marinha vermelha
H. musciformis possui efeito anti-hipernociceptivo em modelos de hipernocicepcao
inflamatoéria induzida por carragenana, ovalbumina e prostaglandinas E, na pata de ratos, esse
efeito foi associado a inibicdo da migracdo neutrofilica observado através da diminuicdo da
atividade da mieloperoxidase e ao aumento da producdo de 6xido nitrico.

Em estudo realizado por Paim (2006) com a lectina obtida de sementes da planta
Dioclea violace (Dviol) foi verificado que ela apresenta atividade anti-inflamatéria em
modelo de artrite induzida por Zy na pata de ratos, promovendo, de maneira dose-dependente,
uma significativa inibi¢do do influxo celular na articulag¢do inflamada quando injetada por via
endovenosa. No entanto, quando Dviol foi aplicada localmente, ocorreu um aumento da
incapacitacao articular, sugerindo um efeito hipernociceptivo.

Um estudo recente com polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha S.

filiformis mostrou que uma fracao polissacaridica reduziu a hiperalgesia no modelo de artrite
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induzida por Zy na ATM de ratos, porém nao foi capaz de reduzir o infiltrado celular do
lavado sinovial (ARAUJO, 2012). No entanto, é reportado na literatura que polissacarideos
sulfatados de algumas espécies de algas marinhas sdo capazes de reduzir a inflamag¢ao em
articulacdes de joelho de ratos além dos glicosaminoglicanos (GAGs) que apresentam eficicia
no tratamento da artrite (SANDYA & SUNDHAKARAN, 2007).

Cardoso et al. (2009) relataram os efeitos dos polissacarideos sulfatados totais da
alga marinha parda Fucus vesiculosus na artrite induzida por Zy (1 mg/art; 50uL) na
articulacao do joelho de ratos. Esses polissacarideos quando injetados, por via intraperitoneal,
reduziram o influxo de leucdcitos na membrana sinovial e a quantidade de 6xido nitrico
produzido durante o processo inflamatério apds a inducdo da artrite. Em concordancia com
esses resultados, Paiva et al. (2011) utilizando o mesmo modelo de artrite induzida por Zy na
articulacdo do joelho de ratos, demonstraram uma reducao do nimero de leucécitos no fluido
synovial de animais tratados com polissacarideos sulfatados da alga marinha parda
Lobophora variegata.

Dados semelhantes aos nossos resultados foram obtidos para o extrato etandlico
da planta Tephrosia toxicaria (Tt) e seus metabdlitos secundarios (Deguelina, 6a, 12a-
desidro-a-toxicarol e Obovatina), que apresentaram efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatério, aumentando o limiar de hipernocicep¢do mecanica, diminuindo
significativamente a migracdo de leucdcitos e a atividade da MPO na artrite induzida por
zymosan na ATM de ratos (VAL, 2012).

Considerando que os neutréfilos sdao as células predominantes no exsudato
articular da fase aguda da artrite induzida por zymosan (CHAVES et al., 2011; ROCHA et al.,
1999), o efeito inibitério da LCc revela um possivel efeito protetor na lesdo articular. De fato,
a inibicdo da migragdo de neutréfilos estd direta e positivamente associada com o beneficio

terapéutico em artropatias inflamatérias (LEFKOWITZ et al., 1999).
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4.2.1 Andlise do Dominio Lectinico da LCc

Para avaliar se o sitio lectinico da LCc € essencial para o seu efeito
antinociceptivo e anti-inflamatério, associamos LCc (10 mg/kg, i.v.) ao seu agucar ligante
mucina (100 mg/kg, i.v) nos experimentos de hipernocicep¢cdo mecanica, contagem de
leucdcitos e dosagem de MPO. Os resultados encontrados mostram que a presenca da mucina
ndo foi capaz de inibir os efeitos da LCc. No entanto, quando mucina foi administrada
isoladamente nao foi capaz de reduzir a nocicepg¢ao e inflamacao (Figura 12).

Podemos sugerir duas hipdteses para esses resultados, a primeira seria que o sitio
da LCc responsavel pelos efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério seja diferente do sitio de
ligacdo ao agucar. Nesse sentindo, LCc poderia ser classificada como uma quimerolectina,
que possui além do dominio de ligacdo a carboidratos um outro dominio nao relacionado, o
qual pode apresentar qualquer outra atividade bioldgica, atuando independentemente do
dominio de ligagdo ao acucar (PEUMANS & VAN DAMME, 1998). A segunda hipétese
seria que a ligacao da LCc com seu hapteno mucina teria sido desfeita antes da avaliacdo da
nocicep¢do e inflamagdo in vivo, que ocorre apenas na 4 e na 6 h, respectivamente, apds a

indugdo da artrite.
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Figura 12- Efeito da LCc Associado a Mucina no Modelo de Artrite Induzida por Zy na ATM de Ratos.
(A) Hipernocicep¢do mecénica; (B) influxo de leucdcitos e (C) atividade da MPO. Zy (2 mg, 40 uL) ou solucdo
salina foram injetados i.art. na ATM esquerda dos ratos. Os animais receberam solucdo salina 0,9% (i.v.), LCc
(10 mg/kg; i.v.), LCc (10 mg/kg; i.v.) associado a mucina (100 mg/kg; i.v.) ou mucina (100 mg/kg; i.v.) . Os
dados estdo expressos como média + E.P.M. de seis animais por grupo (ANOVA, Teste de Bonferroni). ***
p<0,001 indica diferenca significativa em relagdo ao grupo sham. *** p<0,001 indica diferenca significativa em
relagdo ao grupo Zy e * " p<0.001 indica diferenga significativa em relagfio ao grupo mucina.
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4.2.2 Avaliagdo da Dosagem da Citocina IL-1f

A injecdo de Zy na ATM induziu um aumento significativo dos niveis de IL-1B no
tecido periarticular (11,0+0,8 pg/mL) e no ganglio trigeminal (4,7 £ 0,46 pg/mL) em relacao
aos grupos Sham (tecido periarticular: 4,3 + 0,2 pg/mL; ganglio trigeminal: 1,8 + 0,2 pg/mL)
na 6 h apds a inducdo da artrite. No tecido periarticular, o tratamento com LCc (10 mg/kg)
reduziu significativamente (p<0,001) os niveis de IL-1B em 43% (6,2 + 0,6 pg/mL) com
relac@o ao grupo Zy, contudo, ndo foi observada inibi¢do significativa (4,2 + 0,12 pg/mL) nos

niveis dessa citocina no ganglio trigeminal (Figura 13).

Figura 13- Efeito de LCc na Producao de IL-1p no Tecido Periarticular (A) e no Ganglio Trigeminal (B)
da ATM de Ratos com Artrite Induzida por Zy. Zy (2 mg/art., 40 pL) ou solucdo salina foram injetados i.art.
na ATM esquerda dos ratos. Os animais receberam solug@o salina 0,9% (i.v.) ou LCc (10 mg/kg; i.v). Na 6 *
hora, apds a adiministracdo de Zy os animais foram eutanasiados e retirado o tecido periarticular e o ganglio
trigeminal para quantificacdo de IL-1B. *** p<0,001 indica diferenca significativa em relaciio ao grupo sham. #
# # p<0,001 indica diferenca significativa em relacdo ao grupo Zy.
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A génese da hiperalgesia inflamatéria envolve o aumento de citocinas pro-
inflamatérias, incluindo IL-1B e TNF-o (CUNHA et al., 2005). A IL-1P é considerada um dos
elementos centrais no desenvolvimento da artrite reumatoide, especialmente por promover o
aumento na secrecao de citocinas e producdo de metaloproteinases (MMPs) que sao
responsaveis pelo processo inflamatério e destruicao da cartilagem articular (DINARELLO,
2011a, b; KOSTRZEWA-JANICKA et al., 2012). Rodrigues (2012) demonstrou em seu
estudo, que a IL-1p desempenha um papel mais relevante na fase inicial do que na fase tardia
da artrite reumatoide. Essa informacgdo torna-se importante, ao indicar uma introducdo
precoce de tratamentos terapéuticos direcionados as vias reguladoras de IL-1p. Dentro desta
perspectiva, nossos resultados ganham relevancia, j4 que a LCc mostrou efeito inibitorio
sobre essa citocina para o tecido periarticular em uma fase inicial da artrite induzida por Zy.

O tratamento com LCc nao reduziu significativamente os nives de IL-1f no
ganglio trigeminal como aconteceu no tecido periarticular. Desta forma, podemos sugerir,
ap6s uma andlise mais cuidadosa da figura 13 (B), que isso tenha ocorrido, provavelmente,
devido ao fato que, no ganglio trigeminal o Zy induziu uma produg¢do no nivel de IL-13 bem
inferior quando comparado aos niveis produzidos dessa citocina no tecido periarticular (figura
13 (A)). Além disso, como ja mencionado anteriormente, o0 modelo de artrite utilizado nesse
estudo promove um pico de dor na 4* h apds a indu¢do com Zy, no entanto, realizamos a
coleta do ganglio trigeminal apenas na 6* h, que corresponde ao pico de inflamacdo, essa
condicdo pode ter sido a causa para a baixa produgdo da IL-1p no ganglio trigeminal.

A liberacdo de IL-1p no tecido periférico estimula a sintese de PGs,
especialmente, da PGE,, que leva a sensibilizacdo dos nociceptores aferentes primarios
induzindo a hiperalgesia inflamatdria. A IL-1p também € liberada no ganglio da raiz dorsal,
estrutura andloga ao ganglio trigeminal, entretanto a fun¢do que essa citocina desempenha
nessas estruturas para o desenvolvimento da hiperalgesia inflamatéria ainda nao estd bem
esclarecida. Estudos sugerem que a sensibilizagdo dos neurdnios nociceptivos primadrios pelas
prostaglandinas depende da ativacdo de receptores neuronais de IL-1B nos terminais
periféricos os quais, por sua vez, induzem a liberagdo de IL-1B no ganglio da raiz dorsal,
atuando como neuromodulador da via de liberacdo de PGs pelas células neuronais
(LAZAROV, 2002; ARALDI, 2012).

Neeb et al. (2011) investigaram a expressdo de COX e suas fontes celulares em
células cultivadas do ganglio trig€minal de ratos estimuladas com a citocina IL-1p. Nesse
estudo foi constatado que a IL-1p ativa os neurdnios e as células gliais satélites no ganglio

trigeminal levando a uma expressdao elevada da enzima COX-2 nestas células e,
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consequentemente, um aumento na producdo de PGE, que, por sua vez, ativa os neurodnios
trigeminais para liberacdo de peptideo relacionado ao gene da calcitocina (CGRP) causando a
dor (TAKEDA et al., 2007).

Em contraste com nossos achados, Figueiredo et al. (2010) demonstraram que o
efeito anti-hipernociceptivo da lectina da alga marinha vermelha H. cervicornis, na
hipernocicep¢io inflamatdria induzida por carragenana, ovalbumina e prostaglandinas E, na
pata de ratos, nao estd relacionado com a supressdo da produgdo de citocinas pro-
inflamatérias IL-1B e TNF-q, estando associado a reducdo da migragcdo neutrofilica e também
ao aumento da producdo de 6xido nitrico.

Satoh et al. (2009) mostraram que, apds a indu¢do de sinovite na ATM com IL-
1B, fibroblastos-simile expressaram varios mediadores inflamatérios, demonstrando que a
interacdo dessa citocina com os fibroblastos sinoviais, deve ser considerada importante na
progressao da inflamac¢do na ATM.

Wang et al. (2011) induziram a artrite por coldgeno na pata de ratos. No inicio da
artrite os animais foram tratados diariamente com a administra¢ao oral do extrato etandlico de
Caesalpinia sappan (EHCS) durante 10 dias. Esse tratamento foi capaz de suprimir a
superproducdo das citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a no soro de ratos, sugerindo a eficicia do

referido extrato na artrite reumatoide e em outras doengas artriticas.
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4.2.3 Imunohistoquimica para 1L-1p e TNF-a

A andlise imunohistoquimica para IL-1 e TNF-o apresentou um aumento na
imunoexpressdo dessas citocinas, a qual foi caracterizada pela marcagdo de células com cor
acastanhada nos tecidos da ATM de ratos com artrite induzida por injec¢do intra-articular de
7y, quando comparado com o grupo Sham, que revelou apenas uma expressao discreta de IL-
1B e TNF-a. N6s observamos que os tipos celulares que predominantemente expressaram IL-
1B e TNF-a foram as células sinoviais (sinoviécitos). As sec¢des do grupo controle negativo
foram feitas em tecidos de ratos com artrite na ATM injetados com Zy na auséncia dos
anticorpos anti-TNF-o e anti-IL-1p.

Ao avaliarmos o grupo tratado com LCc (10 mg/kg; i.v.) foi observado uma
diminui¢do significativa na expressdo de TNF-a (Figura 14), comparado com o grupo Zy,
fato também observado para a imunomarcagdo de IL-1p, que foi inibida pelo tratamento com
LCc, apresentando padrdo semelhante ao Sham (Figura 15). Este perfil sugere uma resposta
imuno celular da LCc durante a fase aguda, ji que os niveis de TNF-o e IL-1B estdo
associados com processos inflamatorios severos.

A discreta expressdo observada para a IL-1p e TNF-a no grupo Sham pode ser
justificada por uma possivel lesdo provocada pela injecdo intra-articular. Paiva et al. (2011)
também observaram uma baixa expressdo de TNF-a para o grupo salina, na

imunohistoquimica da articula¢io do joelho.



Figura 14- Fotomicrografias da Membrana Sinovial da ATM de Ratos com Artrite Induzida por Zy apo6s
Analise de Imunohistoquimica para o TNF-a. (A) controle negativo (secdes na auséncia de anticorpos anti-
TNF-a) de ratos com artrite (400x). (B) membrana sinovial do grupo Sham mostrou discreta expressido de TNF-a
(C) membrana sinovial do grupo Zy (2 mg/art., 40 uL) com reagdo intensa para TNF-a (400x). (D) membrana
sinovial de grupo de animais tratados com LCc (10 mg/kg, i.v.), ndo mostrando reacdo de TNF-q, apds a artrite
induzida por Zy (400x). Setas amarelas indicam sinovidcitos.
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Figura 15- Fotomicrografias da Membrana Sinovial da ATM de Ratos com Artrite Induzida por Zy
Analise de Imunohistoquimica para o IL-1p. (A) controle negativo (se¢cdes na auséncia de anticorpos anti-IL-
1P) de ratos com artrite (400x). (B) membrana sinovial do grupo Sham mostrou discreta expressdo de IL-1f (C)
membrana sinovial do grupo Zy (2 mg/art. 40 uL) com reacdo intensa para IL-1p (400x). (D) membrana sinovial
de grupo de animais tratados com LCc (10 mg/kg, i.v.), mostrou discreta expressdo de IL-1B ap6s a artrite
induzida por Zy (400x). Setas amarelas indicam sinovidcitos.

B 4
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Os resultados de inibicdo na imunoexpressao da IL-1fB apds tratamento com LCc
corroboram com os resultados observados nesse estudo durante a dosagem dessa mesma
citocina no tecido periarticular da ATM de animais com artrite, em que também foi
demonstrado efeito inibitorio da lectina estudada sobre a producdo de IL-1B. Além disso, foi
observado por imunohistoquimica a reducao de TNF-a, fato que nos faz inferir que os efeitos
anti-inflamatério e antinociceptivo da LCc podem estar atrelados a inibi¢do da liberacdao de
agentes pro-inflamatdrios.

Em concordancia com os nossos resultados Queiroz (2013) também demonstrou
que a referida lectina foi capaz de reduzir a express@o de IL-1p no edema de pata induzido por
carragenana, promovendo uma fraca marcacdo em fibrdcito, neutréfilo e ceratindcito,
evidenciando, assim, sua a¢cao anti-inflamatoria.

Além disso, o efeito anti-inflamatério dessa lectina foi confirmado em um estudo
realizado por Abreu et al. (2012), no qual LCc induziu em cultura de células esplénicas de
camundongo BALBc (in vitro) niveis elevados da IL-10, principal citocina reguladora na
resposta anti-inflamatdria.

Ap6s andlise imunohistoquimica, Paiva et al. (2011) obtiveram dados semelhantes
aos nossos, onde foi observado que o tratamento com polissacarideos sulfatados da alga L.
variegata provocou uma reducdo da expressio de TNF-a na artrite induzida por Zy na
articulacao do joelho de ratos.

O tratamento com Curcumina, componente importante da planta acafrao-da-terra,
a partir do 21° dia apés a inducdo da artrite por imunizagdo com coldgeno tipo II,
administrado em dose didria por duas semanas promoveu down-regulation no quadro clinico
da artrite e nos niveis de expressdo de TNF-a e IL-1 (MOON et al., 2010).

O desenvolvimento da hipernocicep¢ao inflamatéria tem a participacio
fundamental de algumas citocinas pré-inflamatoérias, entre elas estdo a IL-1 e TNF-a. A IL-
1B € um agente hipernociceptivo extremamente potente e atua perifericamente (FERREIRA et
al., 1988; CUNHA et al., 2005). O TNF-q, por sua vez, tem um potencial papel patogénico no
desenvolvimento da sinovite na artrite, na formagao do pannus reumatoide e no processo de
destruicao da articulacdo, uma vez que aumenta a proliferacdo de sinovidcitos processo de
destruicao da articulagdo (CAMUSSI & LUPIA, 1998). Além disso, desencadeia uma cascata
de mediadores secundarios envolvidos no recrutamento de células inflamatérias, com a
inducdo da liberacdo de IL-1B, IL-6 e IL-8, estimulando ainda a produc¢do de mediadores

simpatomiméticos (CUNHA et al., 1992; CUNHA et al., 2005). Estudos anteriores
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demonstraram que a inibicdo da produg¢do de TNF-a em animais com artrite produz efeito
antinociceptivo (GONDIM et al., 2012; VALE et al., 2006).

Muitas pesquisas tém revelado que a citocina inflamatéria TNF-a estd implicada
na modulac@o de processos dolorosos, através da habilidade de promover a sensibilizacdo de
nociceptores e mediar uma ligacdo entre os sistemas nervoso e imune (KIDD et al., 2004).

Virios autores relataram que as concentracdes de mediadores pré-inflamatorios,
como TNF-a e IL-1p, s@o elevadas no fluido sinovial de pacientes com DTM, sugerindo que
estas citocinas podem estar envolvidas na patogénese destas desordens (KIM et al., 2012
KANEYAMA et al., 2002; SUZUKI et al., 2002). Portanto, TNF-a e IL-1f sdo consideradas
citocinas importantes por estarem envolvidas em algumas patologias da ATM (KE et al.,
2007), induzindo a producdo de metaloproteinases que degradam irreversivelmente
componentes da matriz extracelular (KOSTRZEWA-JANICKA et al., 2012; SUZUKI et al.,
2002), incluindo a cartilagem articular, além de atuar na destruicdo dssea e na proliferacdo
celular.

Elevado niveis de IL-1pB em fluido sinovial de pacientes com DTM pode ter
células sinoviais e endoteliais como a sua principal fonte celular (SUZUKI et al., 1999)
Concentragdes significativas elevadas de IL-1p foram observadas no liquido sinovial de ATM
apresentando imagens radiograficas com alteragdes Osseas degenerativas, onde os niveis de
IL-1p estdo associados com a extensdo da erosdo radiogrifica encontrada na ATM (KUBOTA
et al., 1999).

Pesquisas revelam o importante papel de TNF-a e IL-1B no processo de migracao
neutrofilica através do aumento das moléculas de adesdo na superficie endotelial, sendo estas
citocinas necessdrias para o correto enderecamento dos neutréfilos (KELLY; HWANG;
KUBES, 2007; CANETTI et al., 2001; SAUNDERS et al., 2005).

Nesse trabalho foi mostrado que o pré-tratamento dos animais com LCc diminuiu
significativamente a migracdo de neutrofilos induzida por Zy no lavado sinovial. Esta
avaliacdo foi realizada de forma indireta através da quantificacio da MPO. Desta forma,
podemos sugerir que a LCc causa diminui¢do do influxo leucocitario provavelmente por estd
interferindo na intera¢do leucécito-endotélio através da diminuicdo de TNF-a e IL-1f3, uma
vez que estes mediadores atuam induzindo a expressdao de moléculas de adesdo, aumentando a
avidez de ligagdo e promovendo quimiotaxia. Vale salientar, que a diminui¢do local da
concentracdo destas citocinas também estd diretamente relacionada com a redugdo da sintese
de prostaglandinas e aminas simpdticas que sensibilizam diretamente os nociceptores

diminuindo o quadro doloroso causado por Zy (CUNHA et al., 2005 ; CUNHA et al., 1992).
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O potencial terapéutico de drogas que atuam como alvo da interagdo leucdcitos-
endotélio ou que visam especificamente inibir as citocinas pré-inflamatorias consiste na
intervencdo farmacoldgica mais promissora para o controle de perda dssea articular e tem sido
muito bem sucedido no tratamento de doengas inflamatérias como artrite (GUNSON et al.,
2012). O desenvolvimento de drogas seguras e efetivas que possuam como alvo esses
componentes moleculares envolvidos no rolamento e adesdo dos leucdcitos na resposta
inflamatéria pode gerar um novo campo, com terapias melhoradas para as desordens
associadas com a inflamacao (PANES; PERRY; GRANGER, 1999). Assim, drogas que
inibem a producdo de citocinas ou atenuam diretamente a interacdo leucdcito-endotélio siao

importantes ferramentas anti-inflamatdrias e consequentemente analgésicas.

4.3 Avaliacao do Envolvimento da Via da HO-1 nas Atividades Antinociceptiva e Anti-

inflamatoria da LCc

Para investigar o possivel papel na via da HO-1 dos efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatério da LCc (10 mg/kg, i.v.), os ratos foram pré-tratados (s.c.) com ZnPP IX (3
mg/kg), um inibidor especifico da HO-1, resultando na inibicdo desta via. No entanto, nos
ensaios de nocicep¢do e inflamacdo, na presenca de ZnPP IX, os efeitos antinociceptivo e
anti-inflamatodria da LCc (10 mg/kg, i.v.) sobre a artrite induzida por Zy na ATM de ratos nao
foram inibidos (Figura 16 A, B). Esses resultados foram confirmados pela atividade da MPO

(Figura 16 C).
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Figura 16- Efeito de LCc no Ensaio da Via da HO-1 com ZnPP-IX na Hipernocicep¢cio Mecénica (A), o
Influxo de Leucécitos (B) e a Atividade de MPO (C) na Artrite Induzida por Zy. . Zy (2 mg/art., 40 ul), ou
solucdio salina 0,9 % foram injetados i.art. na ATM esquerda dos ratos. ZnPP IX ou solug@o salina foram
administrados (s.c.) previamente a LCc ( 10 mg/kg, i.v.). Os dados estdo expressos como média + E.P.M. de seis
animais de cada grupo (ANOVA, Teste de Bonferroni). * p <0,05 em relacio ao grupo sham. * p <0,05 em
relagdo ao grupo Zy. © p <0,05 em relagdo ao grupo ZnPP IX.
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A ndo particpacdo da via da HO-1 no efeito anti-inflamatério da LCc foi também
comprovado pelas andlises histoldgicas e imunohistoquimicas para HO-1. A Tabela 2 mostra
os pontos atribuidos para andlise histolégica da ATM e compara os valores entre 0s grupos:
Sham, Zy, ZnPP IX (3 mg/kg) e ZnPP IX (3 mg/kg) associado com LCc (10 mg/kg, i.v.),
tratado com LCc (10 mg/kg, i.v.). Os resultados da referida andlise mostraram que LCc
reduziu (p <0,05) os parametros inflamatdrios para um estado normal, apresentando um
influxo baixo de células inflamatérias na membrana sinovial, nos tecidos periarticular e
muscular, em comparagao com o grupo de Zy. Com relacdo ao grupo tratado com ZnPP IX, o
processo inflamatério foi mantido de moderado a grave, na membrana sinovial e no tecido
periarticular, enquanto que, no tecido muscular esquelético o processo inflamatério foi
considerado moderado, assemelhando-se ao grupo Zy. O grupo tratado com ZnPP IX + LCc
houve uma redugdo do influxo de células inflamatérias na membrana sinovial, nos tecidos
periarticulares e musculares, se assemelhando ao grupo LCc quando administrada
isoladamente. Estes dados podem ser vistos através das fotomicrografias da ATM (Figura

17).

Tabela 2- Analise Histolégica da ATM de Ratos com Artrite Induzida por Zy quando Pré-tratados com
ZnPP IX e LCc. *p < 0,05 em relagdo ao grupo sham, * p < 0,05 em relagdo ao grupo Zy. (Kruskal-Wallis,
Dunn’s).

Inf. Cel.Mem. Inf. Cel. Tec. Inf. Cel. Tec.
Grupos Sinovial Periarticular Muscular
Sham 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Zy 4 (3-4)* 4 (3-4)* 3(2-3)*
ZnPP IX 3 (1-3)* 4 (2-4)* 2 (1-3)*
ZnPP IX + LCc 10 I(1-1) # 1(1-1) # 2 (0-2)
LCc 10 0 (0-0) # 1(1-1) # 0(0-2)#

0- auséncia; 1- discreto; 2- leve; 3-moderado e 4- intenso.
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Figura 17- Fotomicrografias da Analise Histolégica da ATM de Ratos com Artrite

Induzida por Zy quando pré-tratados ZnPP IX e LCc. (A) ATM grupo Sham (40 x) (B, C e D)
Membrana sinovial, tecido periarticular e tecido muscular esquelético do grupo Sham sem influxo celular (400
x), respectivamente. (E) ATM do grupo Zy (2mg/art., 40 uL) (40 x). (F, G e H) Membrana sinovial, tecido
periarticular e tecido muscular do grupo Zy com influxo celular intenso (400 x), respectivamente. (I) ATM do
grupo ZnPP IX (40 x). (J, L e M) Membrana sinovial, tecido periarticular e tecido muscular do grupo tratado
com ZnPP-IX com intenso influxo celular (400 x), respectivamente. (N) ATM do grupo ZnPP IX + LCc (40 x).
(O, P e Q) Membrana sinovial, tecido periarticular e tecido muscular do grupo tratado com ZnPP IX + LCc com
discreto influxo celular (400 x), respectivamente. (R) ATM do grupoLCc (10 mg/kg, i.v.) (40 x). (S, T e U)
Membrana sinovial, tecido periarticular e tecido muscular do grupo tratado com LCc 10 mg/kg sem infiltrado
celular (400 x) respectivamente C: cdndilo; CA: artilagem articular; DA: disco articular; MS: membrana
sinovial; TPA: Tecido periarticular; TME: tecido muscular esquelético. Coloragdo de hematoxilina e eosina.
Setas amarelas indicam neutréfilos.

ATM  a0x MS TME
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Em relagdo a andlise imunohistoquimica, foi verificada uma expressao intensa de HO-
1 em células sinoviais da membrana sinovial da ATM de ratos com artrite induzida por Zy,
caracterizada pela marcagdo de células de cor acastanhada. A expressdao de HO-1 em células
sinoviais foi significativamente diminuida pelo pré-tratamento dos animais com LCc (10
mg/kg; i.v.) em comparacdo ao grupo Zy. Além disso, observou-se uma expressdo de niveis
constitutivos basais para HO-1 em células sinoviais no grupo Sham. As sec¢des do grupo
controle negativo foram feitas em tecidos de ratos com artrite na ATM induzida por Zy na
auséncia da adicao do anticorpo anti-HO-1(Figura 18).
Figura 18- Fotomicrografias da Membrana Sinovial da ATM de Ratos com Artrite Induzida por Zy
durante Analise de Imunohistoquimica para HO-1. (A) Controle negativo (se¢des na auséncia de anticorpos
anti-HO-1) de ratos com artrite (400x). (B) membrana sinovial do grupo Sham revelou expressdo de
constitutivos basal de HO-1 (400x). (C) membrana sinovial do grupo Zy (2 mg/art., 40 pL) com intensa
expressdo de HO-1 (400x). (D) membrana sinovial de grupo de animais tratados com LCc (10 mg/kg, i.v.) +

mostrou uma discreta expressdo de HO-1 na membrana sinovial apds artrite induzida por Zy (400x). Setas
amarelas indicam sinovidcitos.
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Esses resultados revelam que as agdes antinociceptiva e anti-inflamatéria da LCc
nio depende da integridade da via da HO-1, uma vez que seus efeitos ndo foram alterados
pela administracdo de ZnPP IX. Esses dados foram comprovados através da anélise
histolégica, na qual o grupo ZnPP IX + LCc diminuiu o influxo celular, com resultado
semelhante ao grupo tratado somente com LCc e por imunohistoquimica, em que o grupo
LCc revelou um nivel de expressao de HO-1 inferior aos niveis constitutivos de expressao da
HO-1 para o grupo Sham. Portanto, LCc ndo atua ativando HO-1.

A hemoxigenase-1 € uma proteina sensivel ao estresse produzido por vérios
agentes oxidantes. A sua expressdo, em resposta a diferentes mediadores inflamatérios, pode
contribuir para reduzir a inflamacao, assim como seus eventos cldssicos, por exemplo, edema,
adesdo e migracdo de leucdcitos, além de possuir efeitos protetores contra injurias oxidativas
em virios 6rgios (GRANJEIRO et al., 2011; ALCARAZ; FERNANDEZ; GUILLEN, 2003).
Diversos estudos demonstraram que a HO-1 e seus metabdlitos mondxido de carbono (CO) e
biliverdina (BVD), sdo capazes de modular o processo inflamatério (DOI et al., 1999;
YACHIE et al., 2003).

Ao contrario dos nossos achados, alguns trabalhos tém demonstrado a
participacao da via da HO-1 na acdo antinociceptiva e anti-inflamatéria de alguns compostos
(GRANGEIRO et al., 2011; VANDERLEI et al., 2011; VICENTE et al., 2003). Nesse
sentido, o efeito antinociceptivo de extratos etandlico da planta 7. foxicaria foi revertido pela
administracao ZnPP IX, no modelo de artrite induzida por Zy na ATM de ratos (VAL, 2012).

Abreu (2012) mostrou que a lectina da alga marinha vermelha S. filiformes teve sua
capacidade anti-inflamatéria reduzida quando os animais foram tratados com ZnPP IX, no
modelo de edema de pata induzido por carragenana. Em concordéancia, Vanderlei et al. (2011)
demonstraram que o pré-tratamento com ZnPP IX reverteu a atividade anti-inflamatéria do

polissacarideo sulfatado da alga Gracilaria birdiae.
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4.4 Analise da Participacio dos Receptores Opioides Periféricos no Efeito

Antinociceptivo da LCc

Para investigar a possivel participagdo do sistema opioide periférico na acdo
antinociceptiva da LCc, animais foram pre-tratados com naloxona (10 pg/art., 15 uL), 5 min
antes da administragdo da LCc (10 mg/kg, i.v.). A presenca de naloxona ndo alterou a resposta
antinociceptiva dessa lectina na artrite induzida por Zy na ATM de ratos. No entanto, nessa
dose, a naloxona bloqueou a ac@o antinociceptiva (p<0,001) da morfina (5 mg/kg, s.c.)

(Figura 19).

Figura 19- Avaliacdo do Envolvimento dos Receptores Opioides Periféricos no Efeito Antinociceptivo de
LCc na Hipernocicepcao Mecanica Induzida por Zy na ATM de Ratos. Zy (2 mg/art., 40 pL) ou salina
0.9% foram injetados i.art. na ATM esquerda de ratos. Animais receberam s.c. salina ou LCc (10 mg/kg, i.v)
com ou sem naloxona (10 pg/art., 15 pL) e morfina (5 mg/kg, s.c.) com ou sem naloxona. Dados sdo expressos
como média + E.P.M de 6 animais para cada grupo (ANOVA, teste de Bonferroni). ~ p < 0.001 indica
diferenca significativa em relacdo ao grupo Sham. *** p < 0.001 indica diferenca significativa em relagio ao

grupo Zy. *** p < 0.001 indica diferenca significativa em relacio ao grupo morfina. ““¢ p < 0.001 indica
diferenca significativa do grupo morfina com naloxona.
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Diversos mecanismos parecem contribuir para a analgesia periférica mediada pelo
sistema opioide durante o processo inflamatorio, incluindo aumento da sintese e de transporte
de receptores opioides para a periferia (JI et al., 1995), ativagdo da proteina G (ZOLLNER et
al., 2003) aumentando a entrada do fon Ca* e liberacao do Ca*? intracelular via ativacao de

fosfolipase C (CHAN et al., 2000). Fontes enddgenas de peptideos opioides endogenos foram
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identificadas em células do sistema imunoldgico, como macréfagos, mastécitos e linfocitos
(BRACK et al., 2004), onde a liberagcdo local desses opioides pode ser estimulada por um
evento estressante e € mediada por uma variedade de hormdnios, como o fator liberador de
corticotrofina (CRF) e citocinas, como TNF-a e IL-1 (SCHAFER et al., 1994), bem como
pela ativacdo simpatica (BINDER et al., 2004).

Opioides enddgenos sdo praticamente indetectiveis na periferia, porém na
presenca de uma reacdo inflamatéria aguda, beta endorfina, met-encefalina e dinorfina tém
sido encontrados em tecidos inflamados, nos estdgios iniciais do processo inflamatério (até a
sexta hora). Os sistemas opioides, central e periférico, sdo entdo ativados para inibir o
processo nociceptivo. Nos estdgios mais tardios (no quarto dia), a antinocicep¢ao € mediada
por B endorfina liberada por leucdcitos, atuando em receptores p e o periféricos (CABOT et
al., 2001).

Nossos resultados mostraram que a resposta antinociceptiva da LCc ndo foi
revertida por naloxona, um antagonista ndo seletivo dos receptores opioides, neste modelo
experimental, sugerindo que o efeito antinociceptivo de LCc ndo ocorre pelo mecanismo
opioide periférico. De acordo com Vanderlei et al. (2010), a resposta antinociceptiva da LCc,
em modelos classicos de nocicepcdo em camundongos, ocorreu predominantemente através
do mecanismo periférico, embora ndo tenha sido descartado uma possivel atuacdo central.
Nesse sentido, podemos sugerir, com base nesses dados, que a LCc atua perifericamente, mas
ndo através dos receptores opioides. Novas investigacoes devem ser feitas no intuito de
elucidar o mecanismos de acdo antinociceptivo da LCc.

Favaro-Moreira et al. (2009) mostraram que o antagonista de receptores opioides
naloxona ndo afeta o efeito antinociceptivo do estradiol, sugerindo que esse efeito €
independente do mecanismo opioide periférico, no modelo de dor induzida por formalina na
ATM de ratos.

Estudo recente, realizado por Junior et al. (2012), demonstrou que o
polissacarideo sulfatado total extraido da alga marinha Gracilaria caudata apresenta efeito
antinociceptivo sobre a hipernocicep¢do mecanica induzida por carragenana na pata de
camundongos. Esse efeito é mediado pela ativacdo da via NO/cGMP/PKG seguida da

abertura dos canais de Katp € dependente da acdo dos opioides enddgenos periféricos.
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5 CONSIDERA COES FINAIS

A lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides (LCc), purificada por
cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-celulose, apresenta dois picos, sendo que o
segundo pico possui atividade hemaglutinante.

A LCc apresenta efeito antinociceptivo no modelo de artrite induzida por Zy na
ATM de ratos reduzindo a hipernocicep¢cdo mecanica. Seu efeito antinociceptivo mostrou-se
independente do mecanismo opiodes periférico.

A LCc apresenta efeito anti-inflamatério no modelo de artrite induzida por Zy na
ATM de ratos, reduzindo o infiltrado celular inflamatério e a atividade da MPO no lavado
sinovial. Seu mecanismo de acdo pode estd relacionado com a reducdo da producdo das
citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-1.

Além disso, a via HO-1 nao participa do efeito antinociceptivo e anti-inflamatério

da LCc.
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6 CONCLUSAO

A lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides (LCc) apresentou efeitos
antinociceptivo e anti-inflamatério no modelo de artrite induzida por Zy na ATM de ratos. O
mecanismo de acdo de LCc pode estd relacionado com a redugdo da produgdo das citocinas

pro-inflamatérias TNF-a e IL-1.
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