UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MORFOFUNCIONAIS

JOSE LEONALDO MIRANDA AZEVEDO

EFEITO DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DA Stemodia maritima
Linn. E DO DITERPENO ESTEMODINA EM MODELOS DE
HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA AGUDA NA ARTICULACAO
TEMPOROMANDIBULAR DE RATOS

FORTALEZA

2019



JOSE LEONALDO MIRANDA AZEVEDO

EFEITO DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DA Stemodia maritima
Linn. E DO DITERPENO ESTEMODINA EM MODELOS DE
HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA AGUDA NA ARTICULACAO
TEMPOROMANDIBULAR DE RATOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncias Morfofuncionais,
da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial para
obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias
Morfofuncionais

Orientadora: Prof. Dr2. Virginia Claudia Carneiro Girao

Coorientadora: Prof2 Dr2.Helliada Vasconcelos Chaves

Fortaleza
2019



JOSE LEONALDO MIRANDA AZEVEDO

EFEITO DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DA Stemodia maritima
Linn. E DO DITERPENO ESTEMODINA EM MODELOS DE
HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA AGUDA NA ARTICULACAO
TEMPOROMANDIBULAR DE RATOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncias Morfofuncionais,
da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial para
obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias
Morfofuncionais. Area de concentragao:
Biologia celular e tecidual.

Aprovada em: [/

BANCA EXAMINADORA

Prof? Dr2. Virginia Claudia Carneiro Girdo(Orientadora)

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof? Dr2.Helliada Vasconcelos Chaves(Coorientadora)

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof? Dr2 Nylane Maria Nunes de Alencar

Universidade Federal do Ceara (UFC)



AGRADECIMENTOS

Primeiro de tudo, gostaria de agradecer a Deus por me guiar, iluminar e me dar
tranquilidade para seguir em frente com 0s meus objetivos e ndo desanimar

com as dificuldades.

A Prof? Virginia Girdo, por ter aceitado ser a minha orientadora, mesmo
sabendo das minhas limitacdes. Por ter me incentivado a ler artigos, pela ajuda
nos procedimentos laboratoriais e extensées do mesmo,pela paciéncia e, por

compartilhar da sua experiéncia na orientacao desse trabalho.

A ProféHelliada Chaves desde a ideia do trabalho 4 finalizagdo do mesmo. Por
ter enfatizado a importancia de ler artigos, pela paciéncia, por ter coordenado
0s experimentos quando possivel, pela disponibilidade de tempo para as

sucessivas corregdes e, pela orientacao prestada.

A ProfétMirna Bezerra,por ter coordenado os experimentos quando possivel,
pela paciéncia, pela disponibilidade de tempo para sanar as diversas duvidas

que surgiram e porsuas sugestoes.

Ao grupo (Alfredo, Danielle, Felipe e Hermany) que prontamente participou dos
experimentos que ocorreram em Sobral, sacrificando os seus finais de semana.

Em especial ao Felipe, que ainda auxiliou na realizagao de algumas analises.

A Josiane e ao Junior, amigos do NEMPI, e & Nayana, técnica de laboratério
(Sobral); pela disponibilidade, auxilio e orientagdo durante o preparo de
solugdes, realizagao da imunohistoquimica, dosagens de citocinas e extensdes

das mesmas.

Aos amigos do NEMPI: Luciana, Luana, Guilherme e Matheus, por terem me
auxiliado em algumas etapas no decorrer da elaboragdo da minha dissertacao.

Pelos conselhos e sugestdes sempre pontuais e necessarios.



A Khetyma, amiga do NEMPI, por ter me auxiliado em muitas etapas no
decorrer da elaboracdo da minha dissertacdo. Pelos conselhos e sugestdes
sempre oportunos e pela disponibilidade dedicada a sanar diversos obstaculos.

A técnica de laboratério, Flavia; pela disponibilidade, auxilio e orientagdo tanto
no preparo do material como durante a realizacdo da Microscopia Eletrénica de

Transmissao.

A Central Analitica-UFC/CT-INFRA/MCTI-SISNANO/Pré-Equipamentos
CAPES, pois obtivemos 6timos resultados utilizando suas facilidades e, aos
técnicosKennedy, pelos cortes ultrafinos, e Marcos,pela aquisicdo das imagens

daMicroscopia Eletrénica de Transmissao.

A FUNCAP pelo apoio financeiro necessario para o desenvolvimento desse
estudo.

Asminhas amigas e quase irmds, Karine Leite e Carol Leite, pela
disponibilidade, auxilio e orientacdo durante a selecdo para o mestrado. Sem

elas, esse sonho nao seria possivel de ser concretizado.

A minha noiva, Janiquelly de Melo Alves, pelos conselhos e orientacdes
sempre pontuais e extremamente necessarios durante a elaboragdo desse
trabalho; pela forca, quando as dificuldades me abatiam, e pela compressao
quanto a minha auséncia, quando em muitos momentos minha presencga seria

crucial.

Aos meus pais, meus alicerces, minha fonte segura de agua potavel no
deserto, por sempre se fazerem presentes e participativos, seja através do
aporte financeiro ou pelas palavras de motivacao.



RESUMO

A dor orofacialé descrita como toda dor associada a tecidos moles ou
mineralizados da cavidade oral e da face. Engloba um conjunto de condicées,
dentre elas, a disfuncdo temporomandibular (DTM). ADTMtrata-se de um
conjunto de desordens que envolvem os musculos mastigatérios, a articulacao
temporomandibular (ATM) e estruturas anexas, representando a categoria mais
prevalente de dor cronica na regidao orofacial. Na tentativa de resolucédo deste
quadro algico, ha estudos de substancias com possiveisatividades
antinociceptiva e antinflamatéria,como a Stemodia maritimaLinn (Sm) e seu
composto isolado estemodina (Es). Objetivou-se avaliar o potencial fitoterapico
da Sme da Es, na hipernocicepcao inflamatéria aguda na ATM de ratos.
Animais foram pré-tratados (v.0.) com Sm(0,1; 1 ou 10 pg/kg), Es (0,1 ou 1
Hg/kg) ou salina 1 h antes da injegao intra-articular de formalina (1,5%/50pL),
Capsaicina (1,5%/20 pL) ou salina na ATM esquerda. O comportamento
nociceptivo foi avaliado por 45 min. Avaliou-se a permeabilidade vascular
através do extravasamento plasmatico do corante Azul de Evans. Para
investigar a participacdo da HO-1 e da via NO, utilizamos os inibidores zinco
protoporfirina IX e aminoguanidina respectivamente, 30 min antes da
administracdo de Sm ou Es. Para estudar a participacdo dos receptores
opioides, ratos foram pré-tratados com injecéo intratecal denaloxona e, 15 min
depois,foram administrados Sm ou Es. Ogéanglio trigeminal foi removido para
dosagem de IL-1Bpor ELISAna hipernocicepgao inflamatériana ATM induzida
por formalina. A imunohistoquimica foi feita para verificar a expressao do
TRPV-1 no génglio trigeminal de ratos com hipernocicepg¢édo inflamatéria
induzida pela capsaicina. Observou-se que o pré-tratamento com Sm e Es
reduziram (p< 0,05): a resposta nociceptiva; o extravasamento plasmatico; a
expressao de IL-1B, e Es reduziu a expressdao de TRPV1. Conclui-se queSm e
Es atuam como agentes antinociceptivos e antiinflamatérios, e que essa
resposta ndo ocorre por meio das vias da hemeoxigenase-1,do éxido nitrico e
opiode, mas reduzindo o extravasamento plasmatico, com envolvimento da IL-
18 e de receptores TRPV-1.

Palavras-chave: Disfuncdo temporomandibular. Dor. Inflamagédo. Stemodia

maritima Linn. Estemodina.Nocicepc¢ao.



ABSTRACT

Orofacial pain is described as all pain associated with soft or mineralized
tissues of the oral cavity and face. It encompasses a set of conditions, among
them, temporomandibular dysfunction (TMD). DTM is a set of disorders
involving the masticatory muscles, temporomandibular joint (TMJ) and attached
structures, representing the most prevalent category of chronic pain in the
orofacial region. In the attempt to solve this pain, there are studies of
substances with possible antinociceptive and anti-inflammatory activities, such
as Stemodia maritima Linn (Sm) and its isolated compound esthemodine (Es).
The aim of this study was to evaluate the phytotherapeutic potential of Sm and
Es in the acute inflammatory hypernociception in TMJ of rats. Animals were
pretreated (vo) with Sm (0.1, 1 and 10 ug / kg), Es (0.1 and 1 ug / kg) or saline
1 h prior to intra-articular formalin injection (1.5 % / 50uL), Capsaicin (1.5% / 20
ML) or saline in the left TMJ. Nociceptive behavior was assessed for 45 min. We
evaluated vascular permeability through plasma extravasation of Evans Blue
dye. To investigate the participation of HO-1 and NO pathway, we used the zinc
inhibitors protoporphyrin IX and aminoguanidine, respectively, 30 min prior to
administration of Sm or Es. To study the participation of opioid receptors, rats
were pretreated with intrathecal injection of naloxone non-selective opioid
inhibitor and 15min. then we administer Sm or Es. The trigeminal ganglion was
removed for IL-1B3 dosing by ELISA in acute inflammatory hypernociception in
the ATM induced by formalin. Immunohistochemistry was performed to verify
the expression of TRPV-1 in the trigeminal ganglion of rats with acute
inflammatory hypernociception induced by capsaicin. It was observed that
pretreatment with Sm or Es reduced (p <0.05): the nociceptive response; the
plasma extravasation; the expression of IL-13 and TRPV. It is also concluded
that Sm and Es act as antinociceptive and anti-inflammatory agents, and that
this response does not occur through the hemeoxygenase-1, nitric oxide and
opioid pathways, but reduces plasma extravasation, with involvement of IL-13
and probably of TRPV-1 receptors.

Keywords: Temporomandibular dysfunction. Pain.Inflammation.Stemodia

maritima Linn. Estemodine. Nociception.
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1. INTRODUCAO

A dor orofacialé descrita como toda dor associada a tecidos moles
ou mineralizados da cavidade oral e da face, segundo a Sociedade Brasileira
de Cefaleia (SBC, 2010). A mesma engloba um conjunto de condi¢cdes, dentre
elas, a disfungcéao temporomandibular (MAGNUSSON et al., 2000).

Segundo a Academia Americana de Dor Orofacial, a disfuncéo
temporomandibular (DTM) € um conjunto de desordens que envolvem o0s
musculos mastigatérios, a articulacado temporomandibular (ATM) e estruturas
associadas(GREENE, 2010; GIRO et al.,2018). Apresenta sinais e sintomas
amplos e diversos, que podem incluir: dificuldade ao mastigar, falar e outras
funcdes orofaciais, estando frequentemente associados com dor persistente
(GOES et al., 2018). As formas cronicas das DTM sdo extremamente
incapacitantes, podendo acarretar afastamento ou incapacidade na realizacao
de atividades diarias dos individuos acometidos, resultando em uma reducao
na qualidade de vida dos mesmos (FERREIRA; SILVA; FELICIO,2016).

Em adultos jovens, a taxa de prevaléncia de sinais e sintomas variou
de 41,5 a 68% (GONCALVES et al., 2010). Tal comorbidade é mais comum em
individuos do género feminino, podendo apresentar uma prevaléncia
aproximadamente de até nove vezes maior para estegénero (FEHRENBACH,;
SILVA; BRONDANI, 2018). Estudos mostram que a composicao da ATM em
mulheres é geralmente mais flexivel, menos densa e suportam uma menor
pressao funcional no ligamento posterior da ATM.Esta caracteristica parece
estar associada a uma maior quantidade de colageno tipo Il nessa
articulacao(FEHRENBACH; SILVA; BRONDANI, 2018).

Ha estudos que mostram que a DTM é a maior causa de dor nao
dental na regido orofacial, resultando num custo estimado de U$ 4 bilhdes de
dolares anualmente, explicitando assim a necessidade de pesquisas na area,
visando a exploracdo da fisiopatologia e de novas opcdes de tratamento
(BORTOLLETO et al.,2013; VELLY et al.,2013; GUI, RIZZATTI-BARBOSA,;
2015).

Embora muitos aspectos da fisiopatologia da DTM ainda nao

estejam bem esclarecidos, sabe-se que, durante o processo inflamatério,ha
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mediadores que sao responsaveis pelo desencadeamento da cascata
inflamatéria. Dentre eles podemos citar: interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 (IL-
1), prostaglandinas (PG), éxido nitrico (NO), metaloproteinases (MMP) e fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) (LOPES, 2011; POLUHA;
GROSSMANN,2018; ASAKAWA-TANNE et al, 2015; GUVE et al., 2015).

Ademais, sabe-se que a dor na ATM é mediada por mecanismos
periféricos e centrais do sistema nervoso trigeminal (PARK, 2015; SESSLE,
2009). Dentre estes mecanismos, alguns mediadores estdo envolvidos,
como:citocinas;neuropeptidios; cininas; prostaglandinas; receptores (TRVP1,
AMPA, NMDA, B1); células (células da glia, neurénios, macréfagos, neutréfilos)
e redes neurais (coértex, complexo ventroposterior, ventrolateral e
ventrobasal)(OKAMOTO et al.,2013; PARK, C.K, 2015; WANG, S. et al, 2012;
RAMONDA, R. et al, 2015).

Neste contexto, ha estudos que descrevem que a estratégia
terapéutica para DTM, geralmente, é o tratamento conservador, reversivel e
nao invasivo. Entretanto, observa-se que nado ha nenhuma intervencao
resolutiva para este quadro, limitando-se, apenas, ao alivio dos sinais e
sintomas desta doenca (UEMOTO et al., 2012).

Vale destacar que o potencial fitoterapico de algumas plantas tem
surgido como uma importante estratégia de tratamento de condigdes
inflamatérias e dolorosas. De fato, ha estudos que abordam a acao
antinociceptiva e antinflamatéria de diferentes produtos naturais (BARRETO et
al.,2016).

A Stemodia maritimaLinn (Sm) vem se destacandopelo seu potencial
fitoterapico. A Smé um arbusto perene que cresce amplamente na Regido
Nordeste do Brasil, proximo a costa maritima, onde é conhecida como
“mastruz-bravo” ou "melosa". Possui propriedades antinflamatérias; diminuindo
os niveis de TNF-a, CINC-1, de estresse oxidativo e a transcricdo dos genes
TNF-a, IL1-B, RANK e iNOS no modelo de periodontite (TEIXEIRA et al.,2017),
um dos membros do nosso grupo de estudo. Em estudos in vitro,observou-se
tal acdo por meio da inibicdo das enzimas COX; e COX, (RUSSELL et
al.,2011). Ja Silva (2013), em um estudo quimico das folhas da Sm e do
composto isolado da mesma, o diterpeno estemodina (Es), observou moderada
acao bactericida de ambas.
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Tendo em vista as propriedades antinflamatérias da Stemodia
maritimalLinn, a escassez de trabalhos com este fitoterapico com potencial
antiflogistico e a ndo padronizacao de um protocolo de tratamento eficaz para
as DTMs, torna interessante conduzir estudos que investiguem a acéo
antiflogistica da Sme do composto isolado da mesma, a estemodina,

nosmodelos de inducdo da dor inflamatéria aguda na ATM.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. DOR OROFACIAL

A dor orofacialé descrita como dor envolvendo estruturas orofaciais
como pele, vasos sanguineos, 0ssos, dentes, periodonto, articulacdes,
glandulas, estruturas nervosas, musculos, cérnea, seios da face e mucosa
nasal (SBC, 2010). Envolve um conjunto de condicdes como disfuncéo
temporomandibular (DTM), cefaleias, neuropatias, dores odontogénicas e
advindas da mucosa oral (MAGNUSSON et al., 2000).

A dor orofacial pode ser dividida, por suas caracteristicas, em trés
categorias: dor somatica, dor neurogénica e dor psicogénica. A dor somatica
resulta da estimulagdo de estruturas neurais que inervam os tecidos da face. A
dor neurogénica é produzida dentro do proprio sistema nervoso e é causada
pela anormalidade das estruturas neurais que inervam os tecidos da face. A
dor psicogénica ndo resulta de estimulagdo nociva, nem de anormalidade
neural, mas de causas psiquicas(SPIERINGS; MULDER et al.,2017).

Sabe-se que a regido da face € predominantemente inervada pelos
nervos trigémeos, V par de nervocraniano, que é responsavel pela conducao
da maior parte das informagbes somestésicas da face, cavidade oral, além da
inervacao motora dos musculos mastigatorios (WAITE, 2004). Ele esta dividido

em trés ramos: oftalmico, maxilar e mandibular (Figura 1).
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Figura 1 — Inervacao orofacial
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A fisiologia da dor orofacial trata do funcionamento somestésico do
sistema nervoso com enfoque em cabeca, pescoco e cavidade oral (SESSLE,
2009). Os nociceptores sao terminacdes nervosas livres responsaveis pela
transmissdo da sensibilidade dolorosa e estdo acoplados em fibras A-delta
(mielinizadas e de conducao rapida) e em fibras C (amielinizadas e de
conducao lenta) (SILVA et al.,2013).

Apo6s a percepgao de estimulo nociceptivo pelos nociceptores, essa
informacéo é direcionada ao SNC através das fibras aferentes primarias, que
apresentam os corpos celulares das fibras trigeminais sensitivas em um
ganglio, localizado em uma depressdao na base do crénio, ventralmente a
ponte, denominado ganglio trigeminal. Esses neurbnios primarios fazem
sinapse com neurdnio de 22 ordem no complexo trigeminal (SESSLE, 2009)

O complexo trigeminal é composto por quatro nucleos: nucleo sensitivo

principal, ndcleo mesencefalico e nucleo do trato espinal do trigémeo que sao
responsaveis pelo processamento de informacdes somestésicas e
proprioceptivas; enquanto o nucleo motor do trigémeo € responsavel pela
inervagdo motora da musculatura mastigatéria, além do musculo tensor do veu
palatino e alguns musculos supra-hioideos (WAITE, 2004).
O nucleo sensitivo principal do trigémeo recebe projecdes de mecanoceptores
da face e cavidade oral. Essas projegcdes conduzem informacdes tacteis
epicriticas da face ao nudcleo principal ipsilateral, dando origem também a uma
ramificacdo descendente que alcanga o nucleo do trato espinal do trigémeo
ipsilateral, mas com uma projecao para o nucleo do trato espinal trigeminal
contralateral (WAITE, 2004; SESSLE, 2003).
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O nucleo do trato espinal trigeminal € dividido em trés subndcleos, a

saber: oral, interpolar e caudal. Estudo anterior j& evidenciou que o subnucleo
caudalé o correspondente ao corno dorsal da medula espinhal na conducéo da
sensibilidade térmica e dolorosa da regidao orofacial (SESSLE, 2009). O
subnucleo caudal recebe ainda projegcdes de outros nervos cranianos(facial,
glossofaringeo e vago) também responsaveis pela inervacado da face, nervos
cervicais superiores e das fibras corticais (Sl, Sll, cortex frontal e parietal). A
divisdo caudal deste nucleo apresenta uma divisao laminar similar do corno
dorsal da medula espinal. Os aferentes primarios que terminam nas laminas Il
e IV e em regides mais rostrais deste nucleo fazem sinapse com neurdnios de
22 ordem denominados mecanorreceptivos de limiar baixo; ja os aferentes
primarios nociceptivos terminam principalmente nas laminas |, Il e V, onde
estdo concentrados os neurdnios de 22 pordem denominados de amplitude
dindmica ampla e neurdnios nociceptivos especificos (WAITE, 2004; SESSLE,
2003).
Estudos anatémicos indicam que axénios que inervam a regiao facial préximo
a linha média (regiao perioral) fazem sinapses rostralmente no nucleo caudal
do trigémeo, enquanto axbnios que inervam regides posteriores fazem
sinapses primarias consecutivamente nas partes mais caudais deste nucleo
(WAITE, 2004). Portanto, as areas de referéncia de dor se distribuiriam de
acordo com o arranjo das fibras aferentes no nucleo espinal do trigémeo,
porcdo caudal, e ndo de acordo com a inervacdo dos diferentes ramos
trigeminais. Clinicamente, observa-se superposicao destas areas (FALACE et
al., 1996; WAITE, 2004; SESSLE, 2003).

Dos ndcleos trigeminais, parte da informacao sensorial alcanca o
talamo por meio lemnisco trigeminal, projetando-se ao nucleo ventro-péstero-
medial e ndcleos taldmicos posteriores. As proje¢cdes talamicas séao
retransmitidas ao cértex somatossensorial e estdo envolvidas nas respostas
perceptivas, cognitivas e emocionais dos estimulos orofaciais (KANDEL et al.,
2000, SESSLE, 2003). Porém, ha projecoes para outras regides, como
cerebelo, substancia cinzenta periarquedutal, formacao reticular do tronco
cerebral, subnucleo oral, onde parte da informagdo sera retransmitida para
centros cerebrais superiores, e a outra parte participara da modulagao da
transmissao somatossensorial (SESSLE, 2003).
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Através de vias nervosas inibitorias descendentes, a dor € modulada
no sistema nervoso central com o0 aumento da neurotransmissao de
noradrenalina, serotonina e opioides enddgenos (endorfinas, encefalinas e
dinorfinas) (SESSLE, 2009).

2.2.D0R INFLAMATORIA

A dor é um dos cinco sinais cardinais do processo inflamatério,
decorrente de estimulos térmicos, mecanicos e/ou  bioldgicos.
Consequentemente, a lesédo tecidual geralmente ocorre associada ao acumulo
de mediadores endogenos liberados de neurdnios aferentes, caracterizando a
inflamacdo neurogénica, ou de células nao-neuronais que residem ou,
principalmente, que infiliram a area lesionada, como macréfagos e neutrofilos
(WOOLF; SALTER, 2000).

A sensibilizagdo periférica € comumente resultante de alteragbes
associadas ao processo inflamatério, como mudanga no padrdao de mediadores
quimicos que podem atuar na fibra nervosa (WOOLF; SALTER, 2000).

O processo inflamatério inicia-se com 0s eventos vasculares, como:
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, mediados por aminas
vasoativas (histamina e serotonina); éxido nitrico (NO); bem como bradicinina e
o fator de ativacao de plaquetas (PAF), liberados por mastocitos e monécitos.
Ainda, o aumento na permeabilidade vascular é promovido por uma
diversidade de proteinas do sistema complemento (C3a e C5a), substancia P,
entre outros (VIVIER; MALISSEN, 2005).

Na fase seguinte, que inclui os eventos celulares, a migracao
leucocitaria acontece apdés a ativagdo do endotélio. Diversas selectinas e
integrinas promovem a adesdoe as quimiocinas promovem a migracao de
neutroéfilos, macréfagos, mondcitos, células dendriticas e células natural killer
(NK) para o sitio inflamatorio (SPRINGER, 1994; BENNOUNA et al., 2003;
KUMAR; SHARMA, 2010).

Concomitantemente, derivados do acido araquid6nico, mediadores
lipidicos, sao produzidos pela atividade das fosfolipases que clivam
fosfolipidios constituintes da membrana celular; gerando prostaglandinas,
leucotrienos e fator de ativacdo plaquetaria (PAF). As prostaglandinas
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produzidas tém fungdes inflamatérias capazes de induzir febre, hiperalgesia e
vasodilatacao (MESQUITA JR et al., 2008).

Moncada e colaboradores (1978) sugeriram que a dor inflamatéria
resulta da acdo concomitante de dois tipos de estimulos nos neurbnios
nociceptores. O 12 estimulo ativaria diretamente o influxo de Na*, e isso seria
responsavel pela ativacdo dos nociceptores.Bradicinina, histamina,
estimulacbes mecanica e térmica atuariamdiretamente nos nociceptores
causando a hiperalgesia, resultando entdo na redugdo do limiar de
excitabilidade devido a modulacdo de canais de sodio voltagem-dependentes
(KHASAR et al., 1999; VERRI et al., 2006).

Essa hiperalgesia ocorre devido a liberagcdo de mediadores quimicos
por varios tipos celulares residentes, bem como de células migratérias
recrutadas para o local da lesao tecidual (WOOLF; QIUFU, 2007; LOESER,;
TREEDE 2008). O 2° estimulo ndo geraria a atividade do nociceptor, mas
facilitaria sua ativacao, sendo, provavelmente, associado com um aumento das
concentragbes do AMPc/Ca**,como visto na figura 2 (LORENZETTI;
FERREIRA, 1985).

Figura 2 - Monitoramento dos transdutores da dor e influéncia das condigdes
teciduais
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Tanto a liberacdo de mediadores primarios quanto a sintese de
novos mediadores sdo responsaveis pela ativacdo e/ou sensibilizacdo de
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nociceptores adjacentes a lesdo. A sensibilizacdo dos nociceptores diminui o
limiar de ativacdo de fibras nervosas, aumentando a probabilidade de que
estas disparem em resposta a estimulos de menor intensidade (COUTAUX et
al., 2005; ABRAHAMSEN et al., 2008). Citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a parecem
apresentar papel importante na dor inflamatéria aguda, como ocorre nas DTMS
(RITTNER,; MACHELSKA; STEIN, 2005; BASBAUM et al
2009;GROSSMANN,2018).

Embora ainda exista discussao das evidéncias de uma acéao direta
dessas citocinas sobre o0s nociceptores, a contribuicdo delas para
hipersensibilidade primaria a dor parece resultar principalmente da
potencializacdo da resposta inflamatéria e aumento da producao de agentes
pro-algésicos (como as prostaglandinas, o fator de crescimento neuronal, a
bradicinina e prétons extracelulares).

Ha ainda estudos recentes que apontam para a participacdo de
receptores na fisiopatologia da dor inflamatéria aguda na ATM (ICHIKAWA et
al., 2004; WU et al.,2015). Sabe-se que a ativacao de receptores TRPV1, por
exemplo, € importante para sensibilizacdo de nociceptores durante a
inflamacéo, sendo eles responsaveis também por sintomas como alodinia e
hiperalgesia (BASBAUM et al, 2009;RAMONDA, R. et al, 2015). Portanto, o uso
de antagonistas dos receptores TRPV1,parece ser eficiente na diminuicao da
nocicepcao em modelos animais relacionados a diversos tipos de estimulos
dolorosos como a inflamacao, a osteoartrite, e a neuropatia (GAVVA et al,
2004; RAMI et al., 2006). Os antagonistas com capacidade de atravessar a
barreira hematoencefdlica apresentaram melhor perfil anti-nociceptivo quando
comparado aos analogos que agem apenas perifericamente, assim a
expressao do TRPV1 em estrutura supra—espinhal parece ser importante neste
efeito (CUI et al, 2006).

2.3. ARTICULAGCAO TEMPOROMANDIBULAR

As articulacbes temporomandibulares (ATM) s&do uma das mais
complexas articulagdes do corpo e se diferenciam das demais por funcionarem

concomitantemente; apresentarem tecido conjuntivo denso fibroso ao invés de
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cartilagem hialina; possuirem um ponto rigido ao final do movimento, os
dentes, e por apresentarem um metabolismo diferenciado. Trabalha em
conjunto com os musculos mastigatérios exercendo suas func¢des do sistema
mastigatério (OKESON, 2013).

A ATM localiza-se anteriormente ao ouvido e & composta pelo
cbndilo mandibular, articulando na fossa mandibular do temporal; o disco
articular, que se mantém posicionado por intermédio dos ligamentos intra-
articulares (medial, lateral, anterior e posterior), continuos com sua porgao
periférica e, inseridos basicamente no colo do céndilo da mandibula e capsula
articular, localizando-se assim entre as estruturas 6sseas com funcao de
amortecer e estabilizar os condilos; capsula articular, limitando os movimentos
excursivos mandibulares; cartilagem articular, composta por tecido conjuntivo
denso fibroso, cuja matriz extracelular € composta por grande quantidade de
proteoglicanas, glicoproteinas e fibrilas de colageno do tipo Il, produtos da
intensa atividade dos condrécitos dessa regidao, e membrana sinovial
(FERREIRA et al.,2014)

Os ligamentos intra-articulares sao constituidos por tecido conjuntivo
moderadamente denso, entremeado por areas de tecido adiposo e conjuntivo
frouxo, muito inervado e vascularizado, a saber os ligamentos discais laterais e
mediais. Os ligamento extra-articulares, como o ligamento temporomandibular,
€ responsavel pela limitacdo dos movimentos articulares, de modo a promover
a integridade estrutural da articulagdo. Esse ligamento limita, simultaneamente,
o deslocamento lateral de uma articulagdo e o deslocamento medial da outra,
além de prevenir o deslocamento inferior e posterior de ambas as articulacoes.
Os outros dois ligamentos extra-articulares, o esfenomandibular e o
estilomandibular, ndo exercem nenhum papel funcional na ATM, apesar de
limitarem movimento mandibular (Figura 3) (DE FREITAS et al., 2017).
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Figura 3 - Articulacdo temporomandibular
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Outro importante componente, a membrana sinovial, constituida de
cerca de 3 camadas de células, merece uma atencdo especial, pois é a
responsavel pela producdo do liquido sinovial, que preenche as cavidades
articulares, desempenhando fungdes que colaboram com a manutencdo da
homeostase articular, além de ser responsavel pelo transporte dos gases O e
CO,, de nutrientes e restos de metabolismo celular (GARCIA; OLIVEIRA,2017).
O liquido sinovial é constituido pelo liquido intersticial, proveniente
dos capilares fenestrados da camada subintima, que, ao se difundir pela
camada intima, em direcdo a cavidade articular, € adicionado de
proteoglicanas, glicoproteinas e glicosaminoglicanas, produtos da intensa
atividade secretora das células B (sinovidcitos tipo B ou Fibroblastos-simile),
que conferem uma alta viscosidade ao liquido sinovial. Enquanto as células B
desempenham um papel fundamental durante a biossintese do liquido sinovial,
as células A (sinoviécitos tipo A ou Macréfagos-simile) participam de sua
degradacao, uma vez que esse liquido é constantemente renovado (OKESON,
2013).
células Os sinovidcitos tipo A exercem intensa atividade de pinocitose e
digestao intracelular do liquido sinovial. A agua e moléculas de baixo peso
molecular que compdem esse liquido, apds sua passagem pela camada intima,
retornam a circulacdo através dos vasos linfaticos e da porcao venosa dos
capilares sanguineos presentes na camada subintima. O liquido sinovial

mantém as superficies articulares em ambiente lubrificado, que, além de
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impedir a adesdo e o0 desgaste dos componentes internos da articulacao,
aumenta a eficiéncia dos movimentos articulares e colabora com a nutricdo das

estruturas avasculares (MIKAMI et al.,2014).
2.4. DISFUNCAO TEMPOROMANDIBULAR

As disfuncdes temporomandibulares (DTM) sdo a maior causa de
dor ndo dental na regido orofacial (MAGNUSSON et al., 2000) eenglobam um
grupo de condigdes musculoesqueléticas e neuromusculares envolvendo as
ATMs, os musculos mastigatérios e todos os tecidos associados (GREENE,
2010; FERREIRA et al.,2014). Trabalhos tém relatado que a dor é a
sintomatologia mais importante, seguido por limitacdo de movimentos
mandibulares, que podem causar dificuldade em se alimentar ou falar, além de
cefaleia secundaria, dor cervical, sintomas otolégicos como zumbido, otalgia e
disturbios do sono (CIANCAGLINI; RADAELLI, 2001; YATANI et al., 2002;
CHISNOIU et al., 2015).

Esses sinais e sintomas estdo frequentemente associadas com dor
aguda ou persistente. As formas crbénicas das DTMs sdo extremamente
incapacitantes, podendo acarretar afastamento ou incapacidade nas atividades
laborais e /ou sociais, resultando em diminuicdo da qualidade de vida dos seus
pacientese implicando ainda no aumento dos gastos financeiros para os
servicos de saude (GREENE, 2010).

Esse disturbio é mais prevalente em pessoas com idade entre 20 a
40 anos, e aproximadamente 33% da populacdo mundial tem pelo menos um
sintoma de DTM, sendo que 3,6 a 7,0% da populacdo apresentam gravidade
suficiente para procurar tratamento (OUANOUNOU; GOLDBERG; HAAS,
2017).

A etiologia e patogénese desta condicdo sdo multifatoriais como:
traumatismos, habitos parafuncionais e ocupacionais, alteragbes do sono,
condicOes genéticas,doencas sistémicas, atividades posturais inadequadas e
h&evidéncias que sugerem que a ansiedade, o estresse e outros disturbios
emocionais também atuam como fatores etiolégicos ou exacerbam a DTM
(OUANOUNOU; GOLDBERG; HAAS, 2017).
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As possibilidades de tratamentos consistem em orientagbes de
autocuidado, fisioterapia (laserterapia de baixa intensidade, exercicios
musculares e terapias manuais), além de acupuntura,intervencoes
psicoldgicas, terapia farmacologica (AINES, opioides, anestésicos e
antidepressivos) e procedimentos cirdrgicos (REID, 2013; AHRARI et al.,2014;
PORPORATTI et al, 2015;SILVA et al, 2012; SCHMIDT; FERREIRA;
WAGNER, 2015). Apesar de o curso extremamente incapacitante das DTMs,
nenhuma das intervencdes terapéuticas disponiveis na atualidade é curativa
(CAIRNS, 2010; PESSOA et al.,2014).

Sabe-se que, pelo menos em parte, as condi¢des dolorosas da ATM
resultam de processos inflamatérios (KOPP, 2001). A inflamacdo da ATM é
resultado da liberacdo de varias citocinas pré-inflamatérias, em particular do
fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) e as interleucinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
e IL-17, que contribuem para uma remodelacdo articular assim como uma
degradacao da cartilagem (VERNAL et al., 2008;ASAKAWA-TANNE, Y. et al,
2015; GUVEN, O et al., 2015).

A liberacao destas citocinas facilitam a liberagcdo de prostanoides e
aminas simpatomiméticas que promovem a sensibilizacdo de nociceptores
periféricos desta regiao (RAJA et al., 1988; ALSTERGREM; KOPP, 2000;
NORDAHL et al., 2000; KOPP, 2001; OLIVEIRA et al., 2005; DAMLAR; ESEN;
TATLI, 2015) e de neurbnios nociceptivos centrais do complexo sensorial
donucleo trigeminal do tronco encefalico (IWATA et al, 1999; SESSLE, 2000;
DUBNER; REN, 2004; DO NASCIMENTO; LEITE-PANISSI,2014).

2.5. MEDIADORES INFLAMATORIOS NAS DTMs
2.5.1. HEMEOXIGENASE (HO)

Os sistemas bioldgicos dispdéem de vias que modulam a resposta
inflamatéria, ativando sistemas de defesa, promovendo um feedback negativo
na ativacao celular e geracao de mediadores inflamatérios. Neste sentido, as
vias da hemeoxigenase (HO) e do 6xido nitrico mostram sua relevancia, assim
como a via opioide(DUARTE et al.,2018; MUNOZ-SANCHEZ; CHANEZ-
CARDENAS,2014).A heme oxigenase ou hemoxigenase ( HO ) é
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uma enzima que catalisa a degradacdo do grupamento heme, resultando
embiliverdina , ferro ferroso e monéxido de carbono.Ha trés isoformas da HO
(HO-1, HO-2 e HO-3) e a ativacdo da HO-1, a forma induzida da HO, resultam
em reducdo do dano oxidativo e apoptose, reduzindo eventos inflamatérios
como edema, migracao celular e producdo de citocinas pré-inflamatérias
(MCCOUBREY et al., 1997; ALCARAZ et al., 2003;TOMCZYK et al.,2018). HO-
2 e HO-3 sédo as formas constitutivas expressas na maioria dos tecidos
(MCCOUBREY et al., 1997). Com base nestas observacoes, foi sugerido que a
inducao da HO-1 representa, pelo menos em parte, um mecanismo de defesa.
Por outro lado, a inibicdo da HO-1 pelo Zinco protoporfirina-1X (ZnPP-IX), um
inibidor especifico de HO-1, aumenta a expressdo das moléculas de adeséo e
a liberagdao de mediadores pro-inflamatérios (HUALIN et al., 2012), sugerindo
um possivel efeito anti-inflamatério por meio da ativagao da via HO-1.

Foi observado que,na ativacado da via HO-1,h& reducao na ATM do
edema articular, degradagcédo da cartilagem e tecidos inflamados, além de
reduzir niveis de IL-1[3, IL-6, TNFa, secrecao de PGE2 e a atividade enzimatica
de metaloproteinases-9 (FREITAS et al.,2016; VAAMONDE et al.,2017). Tais
alteracdes foram observadas pelo nosso grupo, ao estudarmos o envolvimento
do éxido nitrico e dos neutréfilosno modelo de hipernocicepcéao inflamatéria da
ATM com zymosan (CHAVES et al., 2011).

No modelo experimental de inducao da hipernocicepcao inflamatéria

da ATM com zymosan, Alves et al. (2017) descreveram a acao anti-inflamatéria
do ranelato de estréncio,aumentando o limiar nociceptivo, reduzindo os
niveis de TNF-a, no ganglio trigeminal de ratos.
Ademais, Chaves et al. (2018),estudando a via heme oxigenase-1 / biliverdina /
mondxido de carbono, no modelo de hipernocicepcéao inflamatéria da ATM com
zymosan, observou haveruma resposta anti-inflamatéria dependente da
ativacao da via daHO-1/ cGMP / PKG / K ¥ atp .

Coura e seus colabores (2017) investigaram a acao antinociceptiva
de uma fracdo polissulfatada da alga Gracilaria (Gc-FI) sobre a
hipernocicepgdo da ATM induzida por formalina. Mostraram que seu efeito
antinociceptivo se dava por meio da ligacdo deste composto com os receptores
M/ & / k-opioides e pela ativacdo da via do canal NO / cGMP / PKG / K " atp,
além da ativacao da via da HO-1.
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2.5.2. OXIDO NIiTRICO (NO)

O 6xido nitrico (NO) é molécula cuja meia-vida é de 2 a 30 s, e que
apresenta um elétron desemparelhado o tornando altamente reativo (CHAVES
et al, 2011).E produzido por osteoblastos, osteoclastos, sinovidcitos,
condrécitos e por células inflamatérias de forma constitutiva ou induzida por
mediadores como IL-1 e TNF-a. Niveis elevados de NO foram observados no
liquido sinovial de pacientes com DTM, dor articular e osteoartrite (TAKAHASHI
et al., 1999). Nesses mesmos eventosforam observados a expressdao de NOSI,
enquanto nao se expressou Ou pouco se expressou em tecidos normais
(TAKAHASHI et al., 2003). Nagai et al. (2003) sugerem que a apoptose
decorrente do estresse oxidativo, cujo NO atua como modulador, pode estar
envolvida na fisiopatologia dos processos inflamatérios e degenerativos da
ATM.

O NO induz eventos pré-inflamatérios e esta presente nos diversos
niveis de percepcgao da dor (periférico e cerebral), sensibilizando nociceptores
por induzirem a liberagdo de PGE, inibindo a producdo de substancias
endogenas antinociceptivas, porém, devido ao seu efeito dual, atua na reducao
da resposta nociceptiva pela via L-arginina/NO/GMPc/proteina G
quinase/canais de potassio sensiveis ao ATP (SACHS et al., 2004; COURA et
al.,2017).

Isto pode ser visto nos estudos como o de Lamana et al. (2017) no
modelo de hipernocicepg¢ao inflamatéria da ATM com formalina, que estudou o
mecanismo de agédo da droga tramadol, descrevendo sua acéo antinociceptiva
por meio da ativacdo intracelular NO/GMPc, em parte, independente do
sistema opioide.

Corroborando com isto, os estudos realizados por Magalhaeset al.
(2018) descreveram que quando administrado o fitoterdpico Mimosa
tenuiflora,havia acao anticonceptiva por meio da ativacaoNO/GMPc/proteina G
quinase/canais de potassio sensiveis ao ATP, sendo comprovado por meio do
uso de um inibidor seletivo da NOS, L-NAME.
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Assim, pode-se observar que o NO pode desempenhar um papel
nociceptivo na dor inflamatéria na regido orofacial. Por meio de alguns estudos
que tém indicado uma correlacdo entre a producdo e a geracdo e/ou
manutencdo da dor cronica, incluindo disturbios da articulagdo
temporomandibular. Conforme alguns autores supracitados, pode-se observar
que quando havia administracdo de um inibidor da NOS, havia uma redugéo
significativamente na hiperalgesia em dor orofacial induzida tanto por formalina
como por zymosan (FAN et al., 2012; MAGALHAES et al.,2018; LAMANA et
al.,2017).

2.5.3. CITOCINAS

As citocinas sao glicoproteinas extracelulares e hidrossollveis,
produzidas por diversos tipos de células no local da lesdo, atuando
especialmente por mecanismos paracrino e autdcrino. Diversos tipos de células
podem secretar a mesma citocina, e uma unica citocina pode agir em diversos
tipos de células. As citocinas podem ser redundantes em suas atividades, ou
seja, acoes semelhantes podem ser desencadeadas por diferentes citocinas.

Sao citocinas pro-inflamatérias (IL: 1, 2, 6, 7, 8 e TNF) e anti-
inflamatérias (IL: 4, 10 e 13) e sua principal fungcdo na homeostase é ativar
mecanismos da resposta inflamatéria e modular a reparacdao de tecidos
afetados; além de agir como mediadores na fisiopatologia de doencas
infecciosas, inflamatérias e em respostas imunes, associadas a destruicao
tecidual (ALSTERGREN, 2000; OLIVEIRA et al., 2011).

E dificil determinar se o bloqueio da nocicepgdo contribui para a
reducdo da producédo de citocinas pré-inflamatérias ou se a reducdo na
producéo de citocinas pré-inflamatérias resulta na amenizacao da dor (SHAVIT,
Y.; FRIDEL, K.; BEILIN, B.; 2006). Tradicionalmente, em um ambiente pos-
trauma, consideravam a migracao de leucécitos associados a inflamagcao como
responsaveis por secretar mediadores quimicos que causavam a dor.
Atualmente, acredita-se que as interleucinas que atuam no processo noxico
podem ter origem em células imunoldgicas, neuronais e gliais, desencadeando
eventual hiperexcitabilidade crénica e alteracbes na expressao dos
nociceptores com exacerbacgao da dor. Tais efeitos podem ser causados pelas
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citocinas ou por mediadores formados sob seu controle (WATKINS, L.R.,
MAIER, S.F., 2011).

A interleucina-1 (IL-1), abordada em nosso estudo de forma enfatica,
€ produzida por macrofagos; mondcitos; células nao imunolégicas, como
fibroblastos, e células endoteliais ativadas durante lesao celular, infecgéo e/ou
inflamacéo. Ha dois tipos, IL-1a e IL-1B, e atuam sobre os mesmos receptores,
IL-1RI e IL-1RIl (XU et al.,2016). Ha estudos que evidenciam IL-1B esta
expressa em neurbnios nociceptivos do géanglio da raiz dorsal(NEVES,
2018;ZHANG et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2011; ZHANG, 2007) einduz inflamacéao
sistémica através da ativacdo da ciclooxigenase-2, com a formacao de PGE2
no hipotalamo anterior (ROSS; TELI; HARRISON,2016).

No estudo realizado por Lora et al. (2017), por meio da inducéo da
hipernocicepgcdo da ATM induzida por albumina, mostrou que quando
administrado Toxina botulinica do tipo A, houve reducado significativa na
liberacdo dos neurotransmissores; Substancia P, de peptideos relacionados

com o gene da calcitonina (CGRP)e a citocina pré-inflamatéria IL-1pB.

2.6. MODELOS EXPERIMENTAIS PARA O ESTUDO DA HIPERNOCIEPCAO
INFLAMATORIA AGUDA NA ARTICULACAO TEMPOROMANDIBULAR DE
RATOS ATRAVES DA AVALIACAO COMPORTAMENTAL.

Ha wuma diversidade de modelos que permitem estudar a
hipernocicepcao através de parametros comorespostas nociceptivas, aspectos
histolégicos, dosagens bioquimicas ou expressao imunohistoquimica possiveis
de serem encontrados no quadro de DTM. Dentre estes modelos, podemos
citar: o de inducdo por formalina e capsaicina (CHICRE-ALCANTARA et
al.,2012;0KAMOTO et al.,2015; WU et al.,2015).

2.6.1. MODELO DE DOR INDUZIDA POR FORMALINA.

Clavelou et al, em 1994, estudando os efeitos de diferentes
concentracdes de formalina (0,2%, 0,5%, 1,5%, 2,5%, 5% € 10%) na resposta
nociceptiva orofacial (friccao facial) e nas caracteristicas histolégicas da pele,

concluiram que o aumento da concentracdo da formalina administrada
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intrarticularmente na ATM de ratos causou um aumento dainflamacéao tecidual
observado através dos sinais histoloégicos da lesao.

Este protocolo de estudo foi desenvolvido pioneiramente por
Roveroni et al. (2001), que consiste na injecdo de formalina a 1,5%
(formaldeido 37% diluido em solugao salina), sendo analisados parametros de
nocicepcao e inflamacao tecidual.Observando este modelo, os pesquisadores
denotaram que apenas para concentragdes igual e maiores que 1,5%, havia
inducdo da lesao, pois a amplitude da resposta atingiu um maximo nessa
concentracdo e se manteve acima dessa concentracdo, mas nao houve
diferenga significativa entre as concentracoes.

Analisando a producédo de fibrina, mostrou-se que, 10 dias apds a
injecdo, a cicatrizagdo nao foi concluida nas concentragcoes de 2,5-10%,
indicando danos persistentes. O uso de concentracdes mais elevadas (2,5-
10%) para estudar a dor orofacial ndo pareceu ter justificativa, minimizando
assim o sofrimento dos animais (Clavelou et al., 1994).

Este modelo é constituido em duas fases: a primeira é induzida
por uma ativagao direta das fibras nociceptivas C, e a segunda fase é mediada
pela estimulacdo continua de mediadores inflamatérios (serotonina, histamina,
bradicinina, NO e prostaglandinas) liberados do tecido lesado, levando a
sensibilizacdo dependente da atividade dos neurdnios por meio da ativagao
dos receptores opioides mu (u), delta (&) e kappa (k) encontrados no géanglio
trigeminal (COURA et al.,2017 ; CHAVES et al., 2018).

Ao longo dos anos muitos pesquisadores usam tal protocolo para
averiguar atividade antinflamatéria e antinociceptivas de compostos naturais,
sintéticos e terapias adjuvantes (CHEN et al.,2014;COURA et al.,2017;
DESIDERA, 2015).

2.6.2. MODELO DE DOR INDUZIDA POR CAPSAICINA

A capsaicina estimula seletivamente os neurdnios nociceptivos e tem
sido amplamente utilizada para estudar eventos relacionados a dor. Um passo
importante para a compreensao da nocicepc¢ao foi a clonagem do receptor de
capsaicina (o ingrediente pungente das pimentas), o receptor vaniloide TRPV1
(Transient Receptor Potential Vanilloid 1). TRPV1 é um canal de cation nao—
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seletivo expresso por muitos neurénios em ganglios da raiz dorsal (DRG) e nos
seus processos periféricos na pele e nas visceras (TOMINAGA et al., 1999).
Na pele, é importante para a nocicepcao inflamatéria e hiperalgesia térmica
(CATERINA et al., 1997).

A presenca de TRPV1 em articulacbes foi proposta com base na
expressao de TRPV1 em fibras aferentes articulares no interior da articulagéo
temporomandibular de rato (ICHIKAWA et al., 2004; WU et al.,2015). Também
foi observada a presenca desse receptor em joelho de rato e de humanos
(CHAKRABARTI et al.,2018; FERNIHOUGH et al., 2005; KODA et al.,2016)

Antes da descoberta do receptor ativado por capsaicina, a injecao
intradérmica de capsaicina era usada para produzir hipersensibilidade primaria
e secundaria a estimulos nocivos e in6bcuos em macacos € em ratos (Sluka &
Willis, 1997).

Trabalhos demonstraram que a capsaicina excita 0s nociceptores
aumentando o influxo de ions, como o calcio, nos neurdnios do ganglio da raiz
dorsal (GRD) (OH et al., 1996). Esses trabalhos sdo um marco nos
mecanismos de dor desde que demonstrou que a capsaicina induz
comportamento semelhante a dor pela ativacdo dos receptores TRPV1
expressa pelos nociceptores. Naquela época, os receptores TRPV1 eram
denominados de receptor vaniloide 1 (VR1). Essa descoberta mudou a
compreensao dos mecanismos da dor, demonstrando que um canal acoplado
ao receptor expresso por nociceptores detecta estimulos ambientais,
resultando na despolarizacdo do nociceptor e consequentemente produzindo
dor (CATERINA et al., 1997). A capsaicina age seletivamente em nociceptores
C-polimodais e ha termo-dependéncia de efeitos sensoriais em animais e
humanos (SZOLCSANYI, 1977; KODA et al.,2016).

Foi demonstrado recentemente que os flavonoides naringenina
(ROSSATO et al., 2011), vitexina (MARTINEZ et al., 2011) e hesperidina metil
chalcona (SHIN et al., 2013) reduzem a dor inflamatéria, tendo como alvo, pelo
menos em parte, a ativacdo de TRPV1. Outros flavonoides também tém como
alvo o TRPV1 e reduzem a dor como o eriodictyol (TREVISAN et al., 2012) e
hesperidina (ZHI et al., 2013). Esses dados corroboram o conceito que o0s

flavonoides modulam o TRPV1. Além disso, outras moléculas, como o
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spinasterol, isoladas folhas da planta medicinal Vernonia tweedieana,produzem
efeito antinociceptivo por antagonismo ao receptor TRPV1 (YEON et al., 2010).
A respeito dos achados clinicos, a caracterizacdo dos mecanismos
celulares e moleculares que formam a base da dor orofacial advinda da ATM,
assim como seu diagnéstico e tratamento, carece realmente de maior estudo,
sendo necessario o desenvolvimento de ferramentas que possam afetar seu
curso evolutivo, para poder contribuir sobremaneira com a melhoria da
qualidade de vida dos pacientes.
Evidéncias apontam para moléculas derivadas de produtos naturais como
potenciais drogas terapéuticas. Neste sentido, recentes avangos
biotecnoldgicos tém permitido a descoberta de novos agentes bioativos. A
utilizacdo de modelos experimentais com animais tem sido considerada uma
ferramenta importante para explorar novas estratégias terapéuticas e para um
melhor conhecimento da fisiopatologia de varias doencas. 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.

2.7. PLANTAS MEDICINAIS

A Organizagdo Mundial da Saude supde que 80% da populacédo
mundial, de algum modo, utiliza plantas medicinais como medicamentos.
Estima-se, também, que 25.000 espécies de plantas sejam usadas nas
preparacdes da medicina tradicional, entretanto, com o desconhecimento sobre
a biodiversidade das florestas tropicais, torna-se 6bvio que o uso dos produtos
naturais e plantas medicinais ainda é fragmentario e escasso(WHO, 2011).
Dentro dessa diversidade, pesquisas visando o uso farmacoldgico das plantas
com potencias efeitos terapéuticos tém sido difundidas no meio cientifico.

Um dos pontos criticos no uso de planta medicinais € a sua
identificacdo botanica, pois somente o conhecimento pelos nomes populares
pode trazer confusdes no uso da planta correta, sendo necessarioconhecer seu
nome cientifico. Outra condicdo para que as plantas utilizadas sejam

aproveitadas em todas as potencialidades de uso é a forma de cultivo,
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determinante para o desenvolvimento, produtividade e concentracédo dos teores
dos principios ativos desejados (CITADINIZANETTE et al., 2015).

2.7.1.FAMILIA PLANTAGINACEAE

Plantaginaceae € uma familia de plantas angiospérmicas (plantas
com flor), pertencente a divisdo: Magnoliophyta, classe: Magnoliopsida e
a ordem Lamiales. Atualmente abrange 92 géneros e aproximadamente 1.855
espécies. As espécies de Plantaginaceae sao morfologicamente caracterizadas
pelas suas folhas alternas, simples ou compostas. As flores sdo bissexuais e a
corola tem cinco pétalas, podendo ser bilabiada, quando o limbo é dividido em
dois labios. Os estames estao presentes em numero de quatro, dois grandes e
dois pequenos, podendo haver um quinto. Em alguns casos, os estames
estarao simplesmente reduzidos a um par. Os frutos das plantaginaceas sao do
tipo cdpsula septicida que, ao amadurecer, rompem-se na linha de unido dos
carpelos para liberar as sementes. A polinizacao é feita por moscas, passaros
e abelhas(ALBACH; MEUDT; OXELMAN, 2005).

A importancia econémica fica por conta de substancias produzidas
por algumas espécies que auxiliam no tratamento de doengas, como
a leishmaniosee doencas cardiacas(RIBEIRO et al., 2014; RUSSELL et al.,
2011).

2.7.1.1. GENERO STEMODIA

O género Stemodiaé representado por cerca de 55 espécies
distribuidas na Asia, Africa, Australia e América. E um género de plantas de
florescéncia, perenes com folhas dentadas e racemos de flores coloridas, que
sao, geralmente, em tom roxo(HASSLER, 2017).

O estudo quimico de Stemodiaresultou no isolamento de diterpenos
com esqueleto do tipo estemodano. Este fato motivou a realizacdo de um
levantamento bibliografico sobre a ocorréncia destes metabdlitos secundarios
em especies do género Stemodia. Como resultados foram encontrados vinte e

quatro diterpenos isolados de quatro espécies do género (SILVA, 2013).
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Os diterpenos foram o0s compostos encontrados com maior
frequéncia no género Stemodia, indicando que esta classe possa ser de
importadncia quimiotaxonémica para o género. Segundo o levantamento
realizado para os diterpenos, foram catalogadas vinte e quatro estruturas
diferentes, sendo 13 com esqueleto estemodano; 6 labdano; 3 bisepéxido; 1
estemarano e 1 abietano. Os diterpenos estemodanos foram predominantes
nas espécies S. maritima e S.chilensis e apresentaram como caracteristica um
esqueleto com o C-13 a-oxigenado, apresentando como substituinte,
geralmente, uma hidroxila ou um acucar, podendo ser: L-arabinopiranose, D-
glicopiranose ou L-arabinofuranose (SILVA, 2013).

Stemodia maritima Linn é um arbusto perene que cresce
amplamente na Regidao Nordeste do Brasil, proximo a costa maritima, onde é
conhecida como “mastruz-bravo” ou "melosa" (Figura 4). Foi também
identificada nas ilhas do Caribe onde é usada para tratar varios tipos de
doencas. Dados da literatura sugerem acao antiviral, citotéxica e larvicida.
Além disso, a populacao utiliza as folhas e caule para tratar dor de estdbmago e
retencéo de liquido (RODRIGUES et al., 2010).

Estudando o efeito do extrato de Stemodia maritima Linn na
modulacdo da reabsorcdo o6ssea inflamatéria e estresse oxidativo, em um
modelo de periodontite em ratas, Teixeira et al. (2017), parte de nosso grupo
parametros inflamatérios, da perda éssea alveolar e marcadores do estresse
oxidativo, representando uma possivel op¢ao terapéutica no ensaio pré-clinico
de periodontite em ratas. Outros trabalhos realizados pelo nossogrupo
verificaram o potencial efeito antioxidante e antimicrobiano de compostos

isolados (stemodina, stemodinoside B e crenatoside)(DA SILVA et al., 2014).
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Figura 4 -Stemodia maritima Linn.

Fonte: commons.wikimedia.org

Na area de dor, entretanto, ainda ndo ha estudos envolvendo a
Stemodiamaritima.Assim, acredita-seque 0 esclarecimento de um possivel
papel da Stemodiamaritima e do seu composto isolado Estemodina, sobre a
hipernocicepgéo inflamatéria aguda na ATM de ratos, podera contribuir para a
introducao de uma nova abordagem terapéutica no tratamento dessa patologia.
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3.0BJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a eficacia antinociceptiva e anti-inflamatéria da Stemodia maritima

e do seu composto isolado estemodina emmodelos de hipernocicepcao

inflamatéria aguda na articulagédo temporomandibular (ATM) de ratos

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar o efeito antinociceptivo da Stemodia maritima e do seu
composto isolado estemodina nos modelos de hipernocicepcao
inflamatéria aguda induzida por formalina e capsaicina na ATM de ratos;
Avaliar o efeito da Stemodia maritima e do seu composto isolado
estemodina sobre a permeabilidade vascular e geracdo dacitocina IL-13
no modelo de hipernocicepc¢éao inflamatéria aguda induzida por formalina
na ATM de ratos;

Averiguar se o efeito da Stemodia maritima e do seu composto isolado
estemodina dependem das vias da hemeoxigenase-1, do 6xido nitrico
eopioide no modelo de hipernocicepcao inflamatéria aguda induzida por
formalina na ATM de ratos;

Investigar o envolvimento dos receptores TRPV-1na resposta
antinociceptiva da Stemodia maritima e do seu composto isolado
estemodina no modelo hipernocicepcao inflamatéria aguda induzida pela
capsaicina na ATM de ratos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. ANIMAIS

Foram usados ratos albinos (Rattus novergicus), variedade Wistar (180-
2009g), machos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara. Os animais ficaram alojados (temperatura 222 °C, obedecendo a ciclos
de claro-escuro de 12h) no Biotério Setorial da UFC Sobral até o momento de
inicio dos experimentos, e receberam agua e alimentacdo ad libitum. Foi
utilizado n de 5 animais para cada grupo experimental.

Com relagédo aos aspectos éticos, o protocolo experimental foi elaborado
de acordo com o “Guia para Cuidados e Uso de Animais de Laboratério” da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL), e foi
submetido aoComité de Etica (protocolo n° 52/2015)para Uso de Animais —
CEUA, da Universidade Federal do Ceara — Campus de Fortaleza. Todos os
esforcos foram feitos para minimizar o nimero e o sofrimento dos animais

utilizados.

4.2. MATERIAL VEGETAL

Stemodia maritima Linn.(Sm) foi coletada no municipio de Flecheiras-CE,
durante o periodo da floragdo, pela Professora Angela Martha Campos Arriaga,
do Departamento de Quimica Organica e Inorganica, da Universidade Federal
do Ceara (UFC),Campus do Pici. A identificacdo botanica foi realizada pelo
Professor Edson P. Nunes do Departamento de Biologia da UFC. Sua exsicata
encontra-se depositada no Herbéario Prisco Bezerra do mesmo Departamento,
sob o registro de n® 38.483. Para esse estudo, foi utilizado o extrato aquoso
obtido de folhas frescas deSm(DA SILVA et al., 2014)

As folhas (830 g) de S. maritima foram trituradas, secas e submetidas a
extracdo com etanol a temperatura ambiente. A solucao obtida foi filtrada e
evaporada a pressao reduzida em rota-evaporador, resultando no extrato
denominado SMFE (65,4 g) com 7,88% de rendimento.
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Ap6s obtencao do extrato SMFE, 30,6 g de massa foram dissolvidos em etanol
(500 mL), e a esta solugdo adicionados 10,0 g de carvao ativado. A mistura
ficou sob agitacdo durante 1 h e 30 min, seguida de filtracdo a vacuo em funil
de Biichner com uma camada de celite. O filtrado foi concentrado a pressao
reduzida, dando origem ao extrato de SMFE-LC (Livre de Clorofila).

SMFE-LC (20,27 g), um material sélido de coloragao marrom, foi adsorvido em
gel de silica (42,0 g) e pulverizado em gral de porcelana, submetido a filtragao
a vacuo em funil de Blchner com hexano, hexano/acetato de etila 50% e
acetona. A fragdo extraida com hexano/acetato de etila 50% rendeu 3,50 g,
que, apo6s submissdo a sucessivos processos cromatograficos, forneceu um
precipitado branco cristalino (63,0 mg) e solivel em metanol denominada SM-
1. A posterior andlise dos dados espectroscépicos de SM-1 mostrou sua
identidade com o diterpeno estemodina.

4.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram pré-tratados (per os) como extrato aquoso obtido de
folhas frescade Stemodia maritima nas doses de 0,1; 1 ou 10 ug/kg ou
Estemodina nas doses de 0,1 ou 1 pg/kg. Uma hora ap6s o pré-tratamento, os
animais receberam uma injecdo intra-articular de Formalina 1,5% ou
Capsaicina 1,5%, no volume de 50e 20 pL respectivamente,e a resposta
comportamental nociceptiva foi quantificada. Imediatamente apds as analises
comportamentais, os animais foram anestesiados Ketamina 225 mg/Kg e
xilasina 24 mg/Kg, seguida pela perfusdao com PBS, para os grupos
experimentais em que os tecidos foram removidos para dosagem de citocinas,
ou PFA, para os grupos experimentais em que os tecidos foram removidos
pararealizacdo de imunohistoquimica. Apds serem perfundidos, os mesmos
foram eutanasiados por decaptacao e os ganglios trigeminais foram removidos
e processados para realizar as andlises bioquimicas e histologicas.
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4.3.1. INJECOES INTRA-ARTICULARES

Os animais foram anestesiados com isoflurano e receberam uma injecao
do agente inflamatério Formalina 1,5%(Formaldeido, Sigma Aldrich) ou
Capsaicina 1,5%, no volume de 50 e 20uL respectivamente (ROVERONI et al.,
2001; OLIVEIRA-FUSARO et al.,2012). Para administracido da formalinaou
capsaicina na ATM, uma agulha calibre 30G, conectada a uma seringa de
Hamilton (50 pl) por um tubo de polietileno P50, foi inserida na porgao inferior
da borda péstero-inferior do arco zigomatico da ATM esquerda, sendo
avancada em direcao anterior até contactar a regidao péstero-lateral do céndilo.

Figura 5 - Anestesia inalatéria

Fonte: Luiz Marques da Rocha Neto

4.3.2. TESTE COMPORTAMENTAL PARA AVALIACAO DAS RESPOSTAS
NOCICEPTIVAS

As analises comportamentais foram realizadas durante a fase clara, entre
9h e 17h em sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25 °C
(ROSLAND, 1991). Durante o teste, os animais ndo tiveram livre acesso a agua
e a comida. Para minimizar o estresse durante as sessdes experimentais, 0s
animais foram previamente manipulados pelo pesquisador por um periodo de 7
dias. Para a realizacdo das analises comportamentais, uma caixa de

observacéo foi utilizada. A mesma tinha um formato cubico com piso e paredes
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espelhadas, exceto a face pela qual nés realizavamos a observacao e a face
superior pela qual conduziamos os animais para seu interior. Cada animal foi
inicialmente colocado e mantido na caixa por 10 minpara habituar-se ao
ambiente de experimentacao e minimizar o estresse (ABBOTTet al., 1986).

Imediatamente apds a injecao i.art.do agente nociceptivo, o animal foi
recolocado na camara de observacéao, e as respostas comportamentais (ato de
cocar a regiao injetada com a pata dianteira ou traseira e pelo ato de levantar a
cabeca) quantificadas durante 45 minutos. O tempo em segundos que o animal
permaneceu cocando a regido orofacial foi registrado através de um
crondmetro e as vezes que a cobaia levantou a cabeca foram registrados
através de um contador de células manualmente.Considerando o tempo de
1segundo por cada vez que o rato levantou a cabeca, aintensidade da
resposta nociceptiva foi quantificada em segundos, somando-se esses
comportamentos (ato de cocar a regido injetada com a pata dianteira ou
traseira e pelo ato de levantar a cabecga), como previamente foi padronizado
(Roveroni et al., 2001). Imediatamente apds as analises comportamentais, os
animais foram anestesiadose eutanasiados por decapitagdo para coleta dos
tecidos.

Figura 6 - Caixa de observacao do comportamento

Fonte: Luiz Marques da Rocha Neto
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4.4. AVALIACAO DOS PARAMETROS INFLAMATORIOS

4.4.1. ANALISE DA PERMEABILIDADE VASCULAR ATRAVES DO ESTUDO
DOEXTRAVASAMENTO PLASMATICO DO AZUL DE EVANS

Animais foram pré-tratados (v.0) com Stemodia maritma ou Estemodina 1h
antes da injecéo i. art.de formalina (1,5%, 50uL) na ATM esquerda. Todos o0s
animais receberam(i.v.) uma dose de 50mg/kg do corante Azul de Evans a 1%
(Torres-Chavez et al., 2011) na veia peniana, imediatamente apds a aplicacdo
da formalina (1,5%, 50uL) na ATM e, ap6és 45 min, o0s animais
foramanestesiados e eutanasiados por decapitacdo. Como o corante Azul de
Evans se liga as proteinas plasmaticas, o local da injecdo foi identificado
visualmente de acordo com a aparéncia do corante extravasado (Haas et al.,
1992), permitindo assim a remocao adequada dos tecidos periarticulares para
analise do extravasamento plasmatico através de técnicas
espectrofotométricas.

Para a extragdo do corante, o tecido periarticular de cada animal foi
pesado, imerso em diferentes tubos (eppendorffs) contendo 1mL de formamida
e mantidos a 60°C por 24 h (Fiorentino et al.,, 1999). Apds a extracdo, a
quantidade de corante extravasada no tecido foi determinada em um leitor de
microplacas que mediu a absorbancia das diferentes solucdées de formamida
(620 nm) simultaneamente. Os resultados dessas leituras foram comparados
com os resultados de leituras correspondentes a solugdes com quantidades
conhecidas do corante Azul de Evans. A quantidade de corante extravasada
(ug) em cada solucao foi dividida pelo peso (g) do respectivo tecido incubado.
O extravasamento foi calculado em micrograma de corante por grama de tecido

dissecado.
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4.4.2. DOSAGEM DE IL-1B8 NO GANGLIO TRIGEMINAL DE RATOS COM
HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA AGUDA NA ARTICULACAO
TEMPOROMANDIBULAR INDUZIDA POR FORMALINA

Amostras de tecido, ganglio trigeminal, foram armazenadas em freezer
-80°C. O material foi homogeneizado em solucdo RIPA (Santa Cruz
Biotechnology, EUA) adicionado ao inibidor de protease (Sigma). Apds a
homogeneizacédo, as amostras foram centrifugadas (10.000 RPM/ 10 min / 4°
C), e o sobrenadante utilizado para avaliar a expressdao do mediador pro-
inflamatério IL-1B8. A detecgdo da IL-1Bfoi realizada por ELISA, usando o Kit
DuoSet (R&D Systems). Brevemente, placas para ELISA de 96 pocos foram
incubadas por 14 horas a 4°C com 100 puL por poc¢o de anticorpo de captura
para IL-13. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com 300 uL de
tampao de lavagem e bloqueadas com 100 pL por pogo com reagente diluente
(R&D Systems). Ap6s bloqueio das placas por 1 hora, 50 pL das amostras e da
curva padrao foram adicionadas a cada poco em varias diluicdes e incubadas
por 2 horas a 4°C. As placas foram entédo lavadas trés vezes com 300 pul de
tampéao de lavagem e depois incubadas com anticorpo de deteccao para IL-1p.
Apdbs o periodo de incubagdo a 4°C por 2 horas, as placas foram lavadas
novamente por trés vezes com 300 pL de tampao de lavagem e incubadas a
temperatura ambiente por 20 minutos com 100 pL de estreptavidina diluida
1:200. As placas foram lavadas novamente por trés vezes com 300 pL de
tampao de lavagem e 100 uL da solugcdo substrato para revelagao (Kit DuoSet,
R&D Systems) foi adicionado. As placas foram incubadas durante 20 minutos,
no escuro a temperatura ambiente. A reacdo enzimatica foi parada com a
solucdo de parada (H2SO4), e a absorbancia medida a 450nm. Expressaram-
se os resultados obtidos em pg/mL.
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4.5.ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DA HEMEOXIGENASE-1 (HO-1) NA
ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DESTEMODIA MARITIMAOU
ESTEMODINA NA HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA AGUDA INDUZIDA
POR FORMALINA NA ATM DE RATOS

Para avaliar o envolvimento da hemeoxigenase-1 na atividade
antinociceptiva da Stemodia maritimae do seu composto isolado Estemodina,
os animais foram divididos em seis grupos, sendo cada um composto por cinco

animais:

Grupo Sham (salina): O grupo recebeu (per.os) solugéao salina (0,9%) e, 1 h
apos, injecao (i.art.) de solucao salina estéril 0,9% (50 uL) na ATM esquerda;

Grupo Formalina: O grupo recebeu (per.os) solugcao salina (0,9 %) e 1 h apés,
injecéo (i.art.) de formalina (1,5%; 50 pL) na ATM esquerda;

Grupo Indomentacina (Indo): O grupo recebeu pela via (s.c) indometacina (5
mg/kg) dissolvida em solugédo salina estéril, seguido 30 min apds da injecéo
(i.art.) de formalina (1,5%; 50 pL) na ATM esquerda;

Grupo Sm ou Es: O grupo recebeu (peros) extrato aquoso da Smou Esna na
melhor dose e, apds 1 h, injecao (i.art.) de formalina (1,5 %; 50 pyL) na ATM
esquerda;

Grupo Sm ou Estratado com Zinco protoporfirina IX(ZnPP-IX): O grupo
recebeu (s.c) ZnPP-IX (3 mg/kg), inibidor seletivo da enzima HO-1, diluido em
solucdo tampao carbonato de sdédio (Na2CO3) 50 mM,30 minutos apéds
receberam (peros) o extrato aquoso da Smou Esna melhor dose e, apds 1h,

receberam a injecéo (i.art.) de formalina (1,5%; 50 uL) na ATM esquerda;

Grupo ZnPP-IX: O grupo recebeu (s.c) ZnPP-IX (3 mg/kg), inibidor seletivo da
enzima HO-1, diluido em solucdo tampédo carbonato de sédio (Na2CO3) 50
mM, 30 minutos apos receberam (peros) salina e, apds 1h, receberam injecéao
(i.art.) de formalina (1,5%; 50 pL) na ATM esquerda.
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4.6. ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DO OXIDO NIiTRICONA ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA DA STEMODIA MARITIMAOU ESTEMODINA NA
HIPERNOCICEPCAO  INFLAMATORIA AGUDA INDUZIDA POR
FORMALINA NA ATM ESQUERDA DE RATOS

Para avaliar o envolvimento do NO na atividade antinociceptiva da Stemodia
martimae Estemodina, os animais foram divididos em seis grupos, sendo cada

um composto por cinco animais:

Grupo salina: O grupo recebeu (per.os) solucao salina (0,9%) e, 1 h apés,
injecao (i.art.) de salina estéril 0,9% (50 pL) na ATM esquerda;

Grupo Formalina: O grupo recebeu (per.os) solucao salina (0,9%) e 1 h apés,
injecao (i.art.) de formalina (1,5%; 50 pL) na ATM esquerda;

Grupo Indo: O grupo recebeu (s.c) indometacina (5 mg/kg) dissolvida em
salina estéril e, apds 30 min, injecdo (i.art) de formalina (1,5%; 50 yL) na ATM
esquerda;

Grupo Smou Es: O grupo recebeu (per.os) o extrato da Smou Esna na melhor
dose, e ap6s 1 h, injecédo (i.art.) de formalina (1,5%; 50 uL) na ATM esquerda;

Grupo Smou Es tratado com Aminoguanidina (Amino): O grupo recebeu
(i.p) Aminoguanidina (30 mg/kg), inibidor seletivo da NO sintetase induzida
(NOSI), diluido em solucao salina estéril (0,9%), 30 min apds recebeu(per.os)
extrato da Stemodia maritimaou estemodina na melhor dose e, ap6s 1h do
tratamento com Sm ou Es, receberam a injecao (i.art.) de formalina (1,5%; 50
ML) na ATM esquerda;

Grupo Aminoguanidina: O grupo recebeu (i.p) Amino (30 mg/kg), inibidor
seletivo da NO sintetase induzida (NOSi), diluido em solucdo salinaestéril
(0,9%), 30 minutos apds receberam (peros) salina e , apdés 1h do tratamento
com Sm ou Es, receberam injecéo (i.art.) de formalina (1,5%; 50 uL) na ATM

esquerda.
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4.7. ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DA VIA OPIOIDE NA ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA DA STEMODIA MARITIMAOU ESTEMODINA NA
HIPERNOCICEPCAO  INFLAMATORIA AGUDA INDUZIDA POR
FORMALINA NA ATM ESQUERDA DE RATOS

Para determinarmos o envolvimento da via opiode no efeito
antinociceptivo do extrato da Stemodia maritimaeEstemodina na
hipernocicepgao inflamatéria aguda induzida por formalina na ATM esquerda
dos ratos,o0s animais foram divididos em seis grupos, sendo cada um composto

por cinco animais:

Grupo salina: O grupo recebeu salinapor via intra-tecal. 15 minutos ap6s
receberam (per.os) solucao salina (0,9%) e, 1 h apds, injecao (i.art.) de salina
estéril 0,9% (50 pL) na ATM esquerda;

Grupo Formalina: O grupo recebeu salinapor via intra-tecal. 15 minutos apés
receberam(peros) solugao salina (0,9%) e, 1 h apos, injecao (i.art.) de formalina
(1,5%; 50 pL) na ATM esquerda;

Grupo Morfina (Morf): O grupo recebeu salinapor via intra-tecal. 15 minutos
apos receberampela via (s.c) morfina (5 mg/kg) dissolvida em salina estéril
0,9% e,1 h apos, injecao (i.art.) de formalina (1,5%; 50 yL) na ATM esquerda;
Grupo Morfina pré-tratado com naloxona: Os animais receberam naloxona,
antagonista nao seletivo dos receptores opioides, por via intra-tecal 15minutos
antes de receberem pela via (s.c) morfina (5 mg/kg) dissolvida em salina estéril
0,9% e,1 h apos, injecao (i.art.) de formalina (1,5%; 50 yL) na ATM esquerda;
Grupo Smou Es: O grupo recebeu salina por via intra-tecal. 15 minutos ap6s
receberam(peros) o extrato da Stemodia maritimaouestemodina na melhor
dose e, ap6s 1 h, injecédo (i.art.) de formalina (1,5%; 50 uL) na ATM esquerda;
Grupo Sm ou Es pré-tratado com naloxona: Os animais receberam
naloxona, antagonista nao seletivo dos receptores opioides, por via intra-tecal,
15 minutos antes de receberem (per 0s) o extrato da Stemodia maritima ou
estemodina na melhor dose e, apds 1h, injecédo (i.art.) de formalina (1,5%; 50
pL) na ATM esquerda.

Para proceder a administracdo intra-tecal da naloxona, os animais

ficaram sob anestesia (isoflurano), quando entdo realizamos a tricotomia da
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regiao cervical. Posicionados em decubito ventral, acessamos o espaco
suboccipital com uma agulha de calibre 30G, conectada a uma seringa
Hamilton de 50 pL através de uma cénula de polietileno. Inserimos a agulha
logo abaixo do osso occipital penetrando a pele sobre o espago suboccipital até
4 mm de profundidade e inclinando em dire¢do cranial avangamos mais 2 mm
para perfurar a membrana atlanto-occipital e atingir o espaco subaraquinoide
bulbar. A administracdo da droga foi realizada no liquido cefalorraquidiano,
proximo do subnucleo caudal trigeminal. O volume total das inje¢des intratecais
foi de 10 yL e administradas a uma velocidade de 1 pL/s, como previamente
padronizado (FISCHER et al., 2005).

4.8. ESTUDO DA STEMODIA MARITIMAE ESTEMODINA NA
HIPERNOCICEPGCAO INFLAMATORIA AGUDA INDUZIDA PELA
CAPSAICINA NA ATM ESQUERDA DE RATOS

Para avaliar o envolvimento da capsaicina, ingrediente pungente da pimenta e
agonista do receptor vaniloide TRPV-1, na atividade antinociceptiva da
Stemodia maritima e Estemodina no modelo de hipernocicepgao inflamatéria
aguda induzida pela capsaicina na ATM esquerda deratos, os animais foram
divididos em quatrogrupos, sendo cada um composto por cinco animais:

Grupo salina: O grupo recebeu (peros) solucédo salina (0,9%) e, 1 h apdés,

injecéo (i.art.) de salina estéril 0,9% (50 pL) na ATM esquerda;

Grupo Capsaicina (nao-tratado): O grupo recebeu (peros) solugdao salina
(0,9%) e, 1 h apds, injecao (i.art.) de capsaicina (1,5%; 20 pL) na ATM

esquerda;

Grupo Sm ou Es: O grupo recebeu (per.os) o extrato da Stemodia maritimaou
estemodina na melhor dose e, 1 h apds, receberam a injecao (i.art.) de
capsaicina (1,5%; 20 pyL) na ATM esquerda.
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4.9. IMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECTAR A EXPRESSAODE TRPV-1
NO GANGLIO TRIGEMINAL DE RATOS COM HIPERNOCICEPCAO
INFLAMATORIA AGUDA INDUZIDA POR CAPSAICINA NA ATM

A imunohistoquimicapara TRPV1 foi realizadautilizandoo método
deestreptavidina-biotina-peroxidase(HSU;RAINE,1981).0s  tecidos  foram
desidratados em alcool,sendo,entdo,incluidasem parafina. Apds este
procedimento, foram feitos cortes seriados de 4um em micré6tomo apropriadoe
colocadosemlaminasdeL-polilisina,apropriadasparaarealizacao de
imunohistoquimica.Os cortesforamdesparafinizados,hidratadosem xilole alcool
eimersos em tampaocitrato DAKO(pH 6,0)sobaquecimentoembanho PT-
LINK(DAKO), por 30minutos paraarecuperacaoantigénica a
95°C.Apébsoresfriamento,foramfeitaslavagenscomsolucaotamponadadefosfato(
Wash buffer),intercaladascom o bloqueio daperoxidase endégena comsolugao
deH202 DAKO(20minutos). Em seguida foi feito bloqueio de proteina (protein
in  block) por 20 minutos.Oscortesforam incubados por 1 hora
comanticorpoprimariode cabraanti-VR1 (Abican),diluido1:400.Apésalavagem
em PBS, foifeitaaincubacdo com anticorpo secundario (de detecg¢do) invision
HRP (DAKO)por30minutos. Apds nova lavagem com PBS, seguiu-se coloragédo
com o cromégeno 3,3'diaminobenzidine-perdoxido(DAB),seguidaporcontra-
coloragdocomhematoxilinade Mayer.Porfim, foi realizada
adesidratacdodasamostrasemontagemdaslaminas. Controles
negativosforamprocessados simultaneamente como descrito acima,sendo queo
anticorpo primario foisubstituidopor PBS-BSA5%.

As imagens foram capturadas por meio de um microscépio de luz
acoplado a uma camera com sistema de aquisicdo LAZ 3,5 (leica DM1000,
Alemanha). Foram fotografados 6 campos por corte histolégico no aumento de
400x e realizada a contagem de células positivas marcadas por cada campo
utilizando o Adobe Photoshop CS6. Foram consideradas as células positivas

marcadas com coloracdo marron citoplasmatica e nuclear.
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4.10.ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM),
sendo utilizado para os calculos estatistico o software SPSS e GraphPad Prism
6.0 para os graficos. Para avaliar a normalidade dos dados, utilizamos o Teste
de Shapiro-Wilk. O teste para analise de variancia empregado foi (ANOVA). Os
testes de comparagdes multiplas dos dados paramétricos foram de Tukey ou
Games-Howell. Para os dados nao paramétricos, os resultados foram
expressos em mediana e avaliados pelo teste Kruskall-Wallis seguido do teste
de Dunn (p<0,05).

5. RESULTADOS



49

5.1. EFEITO DASmE Es NA HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA AGUDA
INDUZIDA POR FORMALINA NA ATM DE RATOS

A administracdo intra-articular na ATM esquerda dos ratos do agente
nociceptivo formalina (1,5%; 50 uL) (213,1 £ 2,677)resultou em um aumento
estatisticamente significativo na resposta nociceptiva comportamental em
comparacdo com o grupo salina(58,20 = 3,839). Os grupos pré-tratados (v.0)
com extrato da Stemodia maritima nas doses1 (118,5 + 9,812) e 10 ug/kg
(69,10 = 12,38);e estemodina na dose de 1 pg/kg (66,80 = 12,34),
apresentaram uma redug¢do na resposta nociceptiva comportamentalde forma
estatisticamente significativa (p< 0,05), quando comparados ao grupo formalina
(213,1 £2,677). Com base nesses resultados, utilizamos a dose de 10 ug/kg da
Stemodia maritimae 1ug/kg da estemodina para realizacdo dos demais
experimentos (Grafico 1).

Grafico 1 - Efeito daSme Es na hipernocicepcao
inflamatéria aguda induzida por formalina na ATM de

ratos
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Fonte: dados da pesquisa.

A injecdo i. art. do agente nociceptivo formalina induziu resposta nociceptiva.
Smnas doses 1 e 10 pg/kge Es na doselug/kgreduziram a resposta
comportamental nociceptiva. *p< 0,05 em relacdo ao grupo salina e #p< 0,05
em relacdo ao grupo formalina (ANOVA, Kruskal-Wallis).
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5.2.EFEITO DA SmE EsSOBRE A PERMEABILIDADE VASCULAR
ATRAVES DO EXTRAVASAMENTO PLASMATICO DO AZUL DE EVANS
NA HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA AGUDA INDUZIDA POR
FORMALINA NA ATM DE RATOS

A administracdo intra-articular na ATM esquerda dos ratos do agente
nociceptivo formalina (1,5%; 50 L) resultou em um aumento do
extravasamento plasmatico de forma estatisticamente significativa do grupo
formalina (70,89 = 3,903), quando comparado com o grupo salina(15,13 *
0,751). Observou-se que o grupo pré-tratado com Stemodia maritimai0
Hg/kg(20,46 + 1,491)e estemodina na dosede 1ug/kg(4,102 =+ 0,708)
reduziramo extravasamento plasmatico induzido pela formalina de forma
estatisticamente significativa (p< 0,05), quando comparado ao grupo formalina
(70,89 £ 3,903) (Grafico 2).

Grafico 2 - Efeito da Sm e Es sobre a permeabilidade
vascular através do extravasamento plasmatico do Azul de
Evans na hipernocicepcao inflamatéria aguda induzida por
formalina na ATM de ratos

a [=] a
(-] (-] (-]

Azul de Evans (uglg)
%

(-]

Salina - Sm Es

Formalina

*p < 0,05 em relagédo ao grupo salina
#p < 0,05 em relacdao ao grupo formalina

(Kruskal-Wallis, Dunn)

Fonte: dados da pesquisa.

Observou-se que o pré-tratamento com Stemodia maritima e estemodina na
melhor dosereduziramo extravasamento plasmatico induzido pela formalina
(1,5%; 50uL) na ATM de ratos. *p< 0,05 em relacdo ao grupo salina e #p< 0,05

em relacao ao grupo formalina (ANOVA, Kruskal-Wallis).
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5.3. ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DA HEMEOXIGENASSE-1 NA
ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DASm NA HIPERNOCICEPCAO
INFLAMATORIA AGUDA INDUZIDA POR FORMALINA NA ATM DE RATOS

Houve um aumento estatisticamente significativo (p< 0,05) na resposta
nociceptiva comportamental no grupo formalina (238,1 + 12,35), quando
comparado ao grupo salina(58,20 * 3,839). Os grupos Stemodia
maritima(62,60 + 9,059) e indometacina (5 mg/kg) (29,40 + 2,977) reduziram de
forma estatisticamente significativa (p< 0,05) o efeito comportamental
nociceptivo, quando comparados ao grupo formalina (238,1 + 12,35). ZnPP-IX
(94,80 + 5,014) nao reverteu o efeito antinociceptivo da Stemodia maritima (10
Hg/kg), quando comparado com o grupo Stemodia maritima(62,60 = 9,059). O
grupo ZnPP-IX (3 mg/kg) (193,5 £ 7,751), inibidor seletivo da hemeoxigenase 1
(HO-1), quando administrado sozinho, ndo alterou a resposta nociceptiva
comportamental, quando comparado ao grupo formalina (Grafico 3).

Grafico 3 -Estudo do envolvimento da HO-1 na atividade
antinociceptiva da Stemodia maritima na hipernocicepcao
inflamatéria aguda induzida por formalina na ATM de ratos
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Fonte: dados da pesquisa.

Indo e Sm (v.0) (10 pg/kg) reduziram significativamente as respostas
nociceptivas induzida pela formalina. ZnPP-IX (3 mg/kg) ndo reverteu o efeito
antinociceptivo daSm e, quando administrado sozinho, ndo apresentou uma

reducdo do comportamento nociceptivo comparado ao grupo formalina.*p<0,05
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em relacdo ao grupo salina e #p< 0,05 em relacao ao grupo formalina (ANOVA,
Tukey).

5.4. ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DA HEMEOXIGENASSE-1 NA
ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DA Es NA HIPERNOCICEPCAO
INFLAMATORIA AGUDA INDUZIDA POR FORMALINA NA ATM DE RATOS

Houve um aumento na resposta nociceptiva comportamental de forma
estatisticamente significativa (p < 0,05) no grupo formalina (238,1 + 12,35),
quando comparado ao grupo salina(58,20 * 3,839). Estemodina (77,00 £+ 9,652)
reduziu os efeitos nociceptivos comportamentais de forma estatisticamente
significativa (p< 0,05), quando comparado ao grupo formalina (238,1 £ 12,35).
ZnPP-IX (84,20 + 13,92), inibidor seletivo da hemeoxigenase-1 (HO-1), nao
reverteu o efeito antinociceptivo deestemodina quando comparado com o grupo
estemodina (77,00 + 9,652). O grupo ZnPP-IX (3 mg/kg) (175,2 + 19,26),
quando administrado sozinho, ndo alterou a resposta nociceptiva
comportamental, quando comparado ao grupo formalina (Grafico4).

Grafico 4 -Estudo do envolvimento da HO-1 na atividade
antinociceptiva da estemodina na hipernocicepcao
inflam@tésia,aguda induzida por formalina na ATM de ratos
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(ANOVA, Tukey)

Fonte: dados da pesquisa.

A injecgéao (i.art.) de formalina (1,5%; 50 pL) na ATM esquerda dos ratos induziu
respostas nociceptivas. O grupo estemodina reduziu as respostas nociceptivas
induzida pela formalina. ZnPP-IX (3 mg/kg) nédo reverteu o efeito
antinociceptivo da estemodina e, quando administrado sozinho, ndo apresentou

diferenca estatistica no comportamento nociceptivo, quando comparado ao
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grupo formalina. *p< 0,05 em relagdo ao grupo salina e #p< 0,05 em relacdo ao
grupo formalina(ANOVA, Kruskal-Wallis).

5.,5. ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DO NO NA ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA DA SmNA HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA
AGUDA INDUZIDA POR FORMALINA NA ATM ESQUERDA DE RATOS

Houve um aumento estatisticamente significativo na resposta
nociceptiva comportamental no grupo formalina (238,1 + 12,35), quando
comparado ao grupo salina(58,20 + 3,839). Os grupos indometacina (5 mg/kg)
(29,40 + 2,977), controle positivo e Stemodia maritima(59,56 + 5,061) reduziram
de forma estatisticamente significativa (p< 0,05) o efeito nociceptivo
comportamental, quando comparado ao grupo formalina (238,1 + 12,35).
Aminoguanidina(98,60 * 6,837), inibidor da enzima NOS, nao foi capaz de
revertero efeito de Stemodia maritimade forma estatisticamente significativa,
quando comparado com o grupo Stemodia maritima (59,56 + 5,061). O grupo
Aminoguanidina (185,8 £ 9,002) quando administrado sozinho, ndo alterou a
resposta nociceptiva, quando comparado ao grupo formalina (Grafico5).

Grafico 5 - Estudo do envolvimento do NO na atividade
antinociceptiva da Stemodia maritima na hipernocicepcao

inflamatoria aguda induzida por formalina na ATM de ratos
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(ANOVA, Tukey)
Fonte: dados da pesquisa.

A injecéo (i.art.) de formalina na ATM esquerda induziu respostas nociceptivas.
Os grupos Indometacina eStemodia maritima reduziram significativamente as
respostas nociceptivas induzida pela formalina. Aminoguanidina nao reverteu o
efeito antinociceptivo da Stemodia maritima e, quando administrado

sozinho,ndo apresentou diferenca estatistica comparado ao grupo formalina.
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*p< 0,05 em relagé@o ao grupo salina e #p < 0,05 em relacao ao grupo formalina
(ANOVA, Kruskal-Wallis).

5.6. ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DO NO NA ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA DA Es NA HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA
AGUDA INDUZIDA POR FORMALINA NA ATM ESQUERDA DE RATOS

Houve um aumento de forma estatisticamente significativa (p< 0,05) na
resposta nociceptiva comportamental no grupo formalina (238,1 + 12,35),
quando comparado ao grupo salina (58,20 + 3,839). O grupo Es (73,60 %
4,347) reduziu o efeito nociceptivo comportamental de forma estatisticamente
significativo (p< 0,05), quando comparado ao grupo formalina (238,1 £ 12,35).
No grupo Es tratado com Aminoguanidina (59,00 + 8,944) ndo houve diferenca
estatistica no efeito antinociceptivo, quando comparado com o grupo Es (73,60
+ 4,347). O grupo Aminoguanidina (185,8 + 9,002), inibidor da enzima (NOS),
quando administrado sozinho, ndo alterou a resposta nociceptiva

comportamental, quando comparado ao grupo formalina. (Grafico6).

Grafico 6 -Estudo do envolvimento do NO na atividade
antinociceptiva da Es na hipernocicepcao inflamatéria aguda

induzida por formalina na ATM de ratos
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Fonte: dados da pesquisa

A injecao (i.art.) de formalina na ATM esquerda induziu respostas nociceptivas.
Es (1 upg/kg) reduziu as respostas nociceptivas induzida pela formalina. O

tratamento com aminoguanidina, ndo reverteu o efeito antinociceptivo daEs.
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*p< 0,05 em relagé@o ao grupo salina e #p < 0,05 em relacao ao grupo formalina
(ANOVA, Kruskal-Wallis).

5.7. ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DA VIA OPIOIDE NA ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA DA Sm NA HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA
AGUDA INDUZIDA POR FORMALINA NA ATM ESQUERDA DE RATOS

Observou-se aumento estatisticamente significativo na resposta
nociceptiva comportamental no grupo formalina (238,1 + 12,35), quando
comparado ao grupo salina(58,20 + 3,839). Os grupos Morfina (5,600 * 3,092),
controle positivo, eStemodia maritima(59,56 + 5,061) reduziram de forma
estatisticamente significativa (p< 0,05) o comportamento nociceptivo, quando
comparados ao grupo formalina (238,1 + 12,35). Naloxona, antagonista
opioide, reverteu o efeito da morfina de forma estatisticamente significativa,
resultando em um aumento na resposta nociceptiva comportamental (147,2 +
4,609), quando comparado ao grupo morfina. Naloxona (41,40 £ 11,17) nao
reverteu o efeito antinociceptivo da Stemodia maritima, quando comparado

com o grupo Stemodia maritima (59,56 + 5,061). (Grafico7).

Grafico 7 -Estudo do envolvimento da via opioide na
atividade antinociceptiva da Stemodia maritima na
hipernocicepcao inflamatéria aguda induzida por formalina
na ATM de ratos
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&p < 0,05 em relacédo ao grupo morfina

(ANOVA, Tukey)

Fonte: dados da pesquisa.

A injecéo (i.art.) de formalina (1,5%; 50 pL) na ATM esquerda induziu respostas
nociceptivas. Morfina e Stemodia maritima(v.0) (10 pug/kg) reduziram de forma
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estatisticamente significativa as respostas nociceptivas induzidas pela
formalina. A naloxona reverteu o efeito da morfina, porém nao reverteu o efeito
da Stemodia maritima(v.o) (10 ug/kg).*p < 0,05 em relagéo ao grupo salina, #p
< 0,05 em relacdo ao grupo formalina e %p <0,05 em relacdo ao grupo
morfina(ANOVA, Kruskal-Wallis).

5.8. ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DA VIA OPIOIDE NA ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA DA Es NA HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA
AGUDA INDUZIDA POR FORMALINA NA ATM ESQUERDA DE RATOS

Observou-se um aumento de forma estatisticamente significativa na
resposta nociceptiva comportamental do grupo formalina (238,1 + 12,35),
guando comparado ao grupo salina(58,20 * 3,839). Os grupos morfina (5,600 *
3,092), controle positivo, eestemodina (73,60 + 4,347) reduziram de forma
estatisticamente significativa (p < 0,05) o comportamento nociceptivo, quando
comparado ao grupo formalina (238,1 = 12,35). Observamos que no grupo
morfina pré-tratado com naloxona (147,2 + 4,609), essa ultima reverteu de
forma estatisticamente significativa (p< 0,05) o efeito da morfina, resultando no
aumento da resposta nociceptiva comportamental, quando comparado ao
grupo morfina (5,600 £ 3,092). No grupo estemodina pré-tratado com naloxona
(565,00 £ 2,739), a mesma nao conseguiu reverter o efeito antinociceptivo da
estemodina e, a0 compararmos com o grupo estemodina (73,60 + 4,347),

evidenciamos que nao ha diferencga estatisticamente significativa (Grafico8).

Grafico 8 - Estudo do envolvimento da via opioide na
atividade antinociceptiva da estemodina na
hipernocicepcao inflamatéoria aguda induzida por
formalina na ATM de ratos
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Comportamento nociceptivo (s)

— -
Formalina

*P < 0,05 em relacao ao grupo salina
#p < 0,05 em relacao ao grupo formalina

&p < 0,05 em relacao ao grupo morfina

(ANOVA, Tukey)

Fonte: dados da pesquisa.

A injecao (i.art.) de formalina na ATM esquerda induziu respostas nociceptivas.
Os grupos morfina eestemodina reduziram a resposta nociceptiva
comportamental induzida pela formalina. A naloxona reverteu o efeito da
morfina, porém ndo conseguiu reverter o efeito da estemodina.*p< 0,05 em
relacdo ao grupo salina, #p < 0,05 em relacdo ao grupo formalina e &p <em
relacao ao grupo morfina(ANOVA, Kruskal-Wallis).

5.9. ESTUDO DA SmE Es NA HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA
AGUDA INDUZIDA PELA CAPSAICINA NA ATM ESQUERDA DE RATOS

A administracédo (i.art.) na ATM esquerda dos ratos do agente nociceptivo
capsaicina 1,5% (20 uL) resultou em um aumento estatisticamente significativo
na resposta nociceptiva comportamental do grupo capsaicina (174,6 = 6,996)
em comparagcdo com o grupo salina(58,20 * 3,839). Os gruposStemodia
maritima (78,00 £ 5,016) eestemodina (57,38 £ 11,17) reduziram a resposta
nociceptiva comportamental de forma estatisticamente significativa (p < 0,05),
guando comparada ao grupo capsaicina(Grafico9).
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Grafico 9 - Estudo da Sme Es na hipernocicepcao
inflamatoria aguda induzida pela capsaicina na ATM
esquerda de ratos
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Fonte: dados da pesquisa.

A administragéo (i.art.) na ATM dos ratos do agente nociceptivo capsaicina
1,5% (20 L) resultou em um aumento na resposta nociceptiva
comportamental. Os gruposSme Es reduziram a resposta nociceptiva
comportamental, quando comparado ao grupo capsaicina. *p< 0,05 em relacéao
ao grupo salina e #p < 0,05 em relacédo ao grupo capsaicina (ANOVA, Kruskal-
Wallis).

5.10.AVALIAR O EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COMSmE Es SOBRE A
DOSAGEM DA IL-1B NO GANGLIO TRIGEMINAL DE RATOS NA
HIPERNOCICEPGCAO INFLAMATORIA AGUDA NA ATM INDUZIDA POR
FORMALINA

Observou-se um aumento de forma estatisticamente significativa na
concentracdo de IL-1B no ganglio trigeminal de ratos com hipernocicepcao
inflamatéria induzida por formalina do grupo formalina (395,6 + 37,81), quando
comparado com o grupo salina(264,3 * 20,90). Os grupos pré-tratados com
Smna concentracdo de 10 pg/kg (253,6 £+ 10,83)eEs na concentracao de
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1ug/kg (279,8 + 25,56) reduziram de forma estatisticamente significativa (p <
0,05) a concentragcao de IL-1B quando comparado ao grupo formalina(Grafico
10).

Grafico 10. Dosagem delL-1 no ganglio trigeminal de
ratos com hipernocicepcao inflamatéria aguda na ATM

induzida por formalina
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(ANOVA, Tukey)

Fonte: dados da pesquisa.

Houve um aumento naconcentragdo de IL-18 no ganglio trigeminal de ratos
apds a inducao por formalina da hipernocicepcao inflamatéria agudana ATM,
quando comparado ao grupo salina. Os grupos pré-tratados com Sme Es
reduziram a concentracdo de IL-1B no ganglio trigeminal de forma
estatisticamente significativa.*p< 0,05 em relagdo ao grupo salina e #p < 0,05

em relagéao ao grupo formalina (ANOVA, Tukey).

5.11. ESTUDO DA EXPRESSAODO TRPV-1 NO GANGLIO TRIGEMINAL DE
RATOS COM HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA AGUDA INDUZIDA
POR CAPSAICINA NA ATM APOS PRE-TRATAMENTO COM Sm E Es,
SEGUIDA DA ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA DO MESMO.

Observou-se um aumento de forma estatisticamente significativa no grupo
capsaicina (10,76 +0,56) da expressao do TRPV-1no ganglio trigeminalde ratos

com hipernocicepcao inflamatéria aguda induzida por capsaicina, quando
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comparado com o grupo salina(4,13 £0,97). Os grupos pré-tratados com Smna
concentracéo de 10 ug/kg (7,67 +1,18)e Es na concentracdo de 1ug/kg (3,88
+0,97) reduziram a expressdo de TRPV-1, porém somente reduziu de forma
estatisticamente significativa quando comparado ao grupo capsaicina (p <
0,05)(Grafico 11).

Grafico 11 - Estudo da expressaodo TRPV-1 no ganglio
trigeminal de ratos com hipernocicepcao inflamatéria
aguda induzida por capsaicina na ATM apéds preé-
tratamento com Sme Es
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(ANOVA, Tukey)

Fonte: dados da pesquisa.

Houve um aumento naexpressdo do TRPV-1no génglio trigeminal de ratos
apos a inducgao por capsaicina da hipernocicepcao inflamatéria aguda na ATM,
quando comparado ao grupo salina. Os grupos pré-tratados com Stemodia
maritimaeestemodinareduziram a expressao do TRPV-1, porém somente esse
ultimoreduziu de forma estatisticamente significativa. *p< 0,05 em relagdao ao
grupo salina e #p < 0,05 em relacao ao grupo capsaicina (ANOVA, Tukey).

Figura 7 — Fotomicrografias do ganglio trigeminal de ratos com hipernocicepcao
inflamatéria aguda induzida por capsaicina. (A) Controle negativo, grupo no
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qual nao foi induzido o processo inflamatério e nem receberam nenhum tipo de
tratamento (400x). (B) Grupo salina, os animais receberam pré-tratamento
(V.O) com solugdo salina e 1h depois, injecdo intra-articular (i. art.) com
solugéo salina na ATM esquerda (400x). (C) Grupo capsaicina, os ratos foram
pré-tratados (V.O) com solugéo salina e ap6s 1h, receberam injecao i. art. na
ATM esquerda de capsaicina (1,5%; 20 uL) (400x). (D) Grupo Stemodia, no
qual foi feito pré-tratamento (V.O) com extrato de Stemodia maritimana dose de
10 pg/kg e, apbs 1h, administracao i. art. de capsaicina (1,5%; 20 yL) na ATM
esquerda dos ratos (400x). (E) Grupo estemodina, no qual foi feito pré-
tratamento (V.O) com estemodinana dose de 1 ug/kg e, apds 1h, administracao
i. art. de capsaicina (1,5%; 20 pyL) na ATM esquerda dos ratos (400x). Seta

amarela indica imunoexpressao de TRPV1 na membrana celular de neurdnios.

SALINA

STEMODIA ESTEMODINA

6. DISCUSSAO

Nesse trabalho, utilizamos modelos experimentais de

hipernocicepgdo inflamatéria agudana ATM induzida por formalina e
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capsaicina,a fim de avaliaro efeito do extrato etandlico das folhas da Stemodia
maritima (Sm) e do diterpeno estemodina (Es). O tratamento com Sm e Es
reduziram:0 comportamento nociceptivo nos dois modelos experimentais e
oextravasamento plasmatico, enfatizando o envolvimento da citocina IL-1 no
mecanismo de agdo de Sm e Es, e o envolvimento do receptor TRPV1 no
mecanismo de agéo da Es.

Modelos animais séo utilizados, pois se sabe que ha semelhancas
entre a ATM de ratos e humanos, comprovada através de analises
histopaldgicas, histoquimicas e imunohistoquimica, podendo ser utilizada em
estudos experimentais (FURSTMAN, 1966; FUJITA & HOSHINO, 1989;
NOZAWA-INOQUE et al., 2003). Para desenvolver o modelo experimental,
utilizam-se animais com peso entre 180 e 200g, o que corresponde a idade dos
animais em torno de 8 semanas, momento em que os ratos atingem a
maturidade da ATM (FURSTMAN, 1966; FUJITA & HOSHINO, 1989;
NOZAWA-INOQUE et al., 2003).

Ao longo dos anos, muitos estudos avaliam as atividades
antinflamatéria e antinociceptiva de compostos naturais, sintéticos e terapias
adjuvantes na dor inflamatéria da ATM. De fato, nosso grupo tem um histérico
de estudos, utilizando modelos experimentais com diferentes estimulos
inflamatérios, avaliando polissacarideos e lectinas obtidas de algas marinas,
assim como extratos, compostos isolados e substancias semissintéticas na
nocicepgdo trigeminal da ATM(ALVES et al, 2018COURA et
al.,2017FERNANDES et al., 2017;TEIXEIRA et al., 2017; FREITAS et al., 2016;
ABREU et al., 2016; RIBEIRO et al., 2016).

Nessa perspectiva, sabe-se que Sm é um arbusto muito comum que
cresce amplamente na Regiao Nordeste do Brasil, perto da costa do mar, onde
€ conhecido como “melosa”. No curso da investigacao fitoquimica de S.
maritma, nosso grupo relatou anteriormente a elucidacdo quanto a sua
composicdo, que inclui esteroides, flavonoides e terpenos (DA SILVA et al.,
2014; RODRIGUES et al., 2010). Teixeiraet al., em 2017, estudando o efeito do
extrato de Stemodia maritima Linn.na modulagcdo da reabsorcdo Ossea
inflamatéria e estresse oxidativo em um modelo de periodontite experimental
em ratas, concluiu que o reduziu a perda 6ssea alveolar, através da reducao
de citocinas pro-inflamatérias e aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10.
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Avaliando os resultados dos experimentos realizados anteriormente,
ficou claro que o pré-tratamento com a melhor dose da Stemodia maritima(10
Hg/kg) e da estemodina (Es) (1 pg/kg) reduziram o comportamento nociceptivo
de forma estatisticamente significativa se comparadas ao grupo formalina
(grupo nao tratado), revelando o efeito antinociceptivo.Para avaliarmos o efeito
sobre a permeabilidade vascular, mensuramos o0 extravasamento plasmatico
do corante azul de Evans, considerado um método visual e quantitativo seguro
para se estudar a inflamacdo, visto que o mesmo se liga a proteinas
plasmaticas (HAAS et al., 1992). Sabe-se que um dos cinco sinais cardinais da
inflamacéo é o edema causado pelo aumento da permeabilidade vascular e
subsequente extravasamento de fluidos e proteinas. Portanto, durante a
inflamacéo, ha extravasamento do corante azul de Evans ligados a proteinas
plasmaticas que pode ser mensurado quantitativamente (HAAS et al., 1992).

Haas et al. (1992) descreveram o uso da medida do extravasamento
de azul de Evans em ATM de ratos nos quais foi aplicado 6leo de mostarda (i.
art.) numa concentracdo de 20% e mostrou que na fase sub-aguda, 30 min.
apos inducao da artrite, houve pico de extravasamento plasmatico. Embasado
nesses estudos, porém utilizando a formalina na inducdo da hipernocicepcao
inflamatéria aguda, observamos que houve uma reducdo de forma
estatisticamente significativa do extravasamento do corante azul de Evans e
consequentemente redugdo da permeabilidade vascular nos grupos que foram
pré-tratados com Stemodia maritima ou estemodina, quando comparado ao
grupo formalina, evidenciando assim um possivel efeito anti-inflamatério do
pré-tratamento.

Continuando com a avaliacdo dos parametros anti-inflamatérios, o
ganglio trigeminal dos ratos com hipernocicepcao inflamatéria aguda induzida
por formalina foi coletado para realizar a dosagem de IL-1Bpor ELISA. Um dos
parametros avaliado por Lamana et al., em 2017, estudando os mecanismos
envolvidos no efeito anti-inflamatério periférico do tramadol na articulacao
temporomandibular de ratos com hipernocicepcao inflamatéria aguda induzida
por formalina, foi dosagem de IL-1B no ganglio trigeminal. O mesmo observou
em seu estudo que a injecdo intra-articular de tramadol (500 pg/ATM)nao

afetou a expressao de ICAM e CD55(p>0,05), mas reduziu significativamente a
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liberagdo das citocinas inflamatérias TNFa e IL-1B, induzidas pela formalina.
ICAM e CD55 sao proteinas expressas por células endoteliais e que estdo
relacionados com a migragao de leucécitos para os sitios da inflamacao.

Em nossos experimento, estudando a influéncia do tratamento com
Sm e Es sobre a dosagem da IL-1B no géanglio trigeminal de ratos com
hipernocicepgdo inflamatéria aguda na ATM induzida por formalina,
observamos que houve uma reducado de forma estatisticamente significativa de
IL-1B, sugerindo um potencial efeito anti-inflamatério com Sm e Es.
Corroborando com essa hipétese, observou-se que o pré-tratamento com S.
maritima foi capaz de reduzir a quantidade de radicais livres e a expressao de
TNF-q, IL-1B3, INOS e RANK (TEIXEIRA et al., 2017).
Embuidos de averiguar por qual via o efeito deSm e Es se dava, investigamos
a participacao da HO-1 na hipernocicepgao inflamatéria aguda induzida por
formalina, utilizandoo inibidor da enzima,zinco protoporfirina IX (ZnPP-IX).
Sabe-se que aativagdo da heme oxigenase-1 (HO-1), a forma induzida da HO,
resulta em reducdo do dano oxidativo e apoptose, reduzindo eventos
inflamatérios como edema, migracdao celular e producdo de citocinas pro-
inflamatérias (ALCARAZ et al., 2003). E uma enzima citoprotetora induzida no
local da inflamacgéo que converte o grupo heme em mondxido de carbono (CO),
biliverdina e ferro livre. H4 um estudoque relata a ligacao da ativacao da HO-1
com a prevencgao da dor neuropatica periférica em ratos (BIJJEM et al., 2013).
HO-1 também estd presente nos ganglios da raiz dorsal, nos ganglios
trigémeos e nas regides superiores das vias da dor, participando de
mecanismos protetores e adaptativos (AKRAM et al., 2016; SHEN et al., 2015).
Observamos que o ZnPP-IX nao reverteu o efeito antinociceptivo do pré-
tratamento com Sm e Es,mostrando assim, que o efeito antinociceptivo de Sm
e Es ndo ocorre por meio da ativacdo da HO-1.
Para investigar entdoa participacdo do NO sobre o efeito do pré-tratamento
com Sm e Es na hipernocicepcéo inflamatéria aguda induzida por formalina na
ATM de ratos, utilizamosaminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintetase
induzida (NOSi), previamente aSm e Es. As possiveis fontes de NOSi nos
sitios inflamatérios articulares ainda causam divergéncia entre autores, mas se
sabe que uma grande variedade de células pode expressar NOSi apéds
exposicao a estimulos inflamatérios. Foi demonstrado que NO é produzido por
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células endoteliais (LAMAS et al., 1992), macréfagos (DI ROSA et al., 1990),
neutréfilos (WRIGHT et al., 1989), fibroblastos ( WERNER-FELMAYER et al.,
1990), osteoblastos e osteoclastos (EVANS & RALSTON, 1996), células
neuronais (KNOWLES et al., 1989), sinovidcitos (MCINNES et al., 1996) e
condrocitos (STADLER et al.,, 1991).Grabowski et al. (1996) afirmaram que
células articulares como condrocitos, sinoviécitos e osteoblastos sdo capazes
de produzir NO estimuladas por citocinas como IL-1 e TNFa, ndo acontecendo
o mesmo com leucdcitos. Outros autores, entretanto, afirmaram que leucdcitos
infiltrantes como neutréfilos e linfécitos, assim como macréfagos e mastécitos
sado capazes de gerar grandes quantidades de NO (WEINBERG et al., 1995;
WHELEER et al.,, 1997).Nos experimentos, a via NO pela qual a
aminoguanidina exerce seu papel, ndo contribuiu na regulacédo da capacidade
da Sm e Es de diminuir a sensibilizacdo neuronal periférica, uma vez que a
inibicdo da sintase do 6xido nitrico ndo alterou o efeito antinociceptivo do pré-
tratamento com ambas.

Objetivando encontrar a via pela qual o efeito antinociceptivo deSm e Es
ocorre, resolvemos estudar ainda a participacao dos receptores opioides.Os
receptores opioides centrais estdo envolvidos nas vias reguladoras da dor e os
estudos farmacoldgicos tém procurado drogas que atuam nesses receptores
como possiveis alternativas terapéuticas no controle da dor (GIRI E HRUBY,
2014; LINZ et al., 2014; STEIN, 2016). No entanto, a maioria das drogas tem
efeitos adversos graves, como constipacdo, nausea, dependéncia e outras
condi¢des potencialmente perigosas, como depressao respiratéria (LEE et al.,
2011; MANGLIK et al., 2016).Portanto, estudos sobre o desenho de drogas e
desenvolvimento de novos compostos com atividade sobre os receptores
opioides e menos efeitos colaterais sdo altamente necesséarios.Em nosso
trabalho, ao usar a naloxona como antagonista nao seletivo de receptores
opioides,observamos que o efeito antinociceptivo que as drogas (Sm e Es)nao
se dava por meio da via opioide, pois nao reverteu o efeito antinociceptivo
observado pelo tratamento.

Outro modelo de inducao da hipernocicepc¢ao inflamatoéria aguda na
ATM dos ratos foi com a capsaicina, o ingrediente pungente das pimentas, que

estimula seletivamente os neurbnios nociceptivos e tem sido amplamente
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utilizada para estudar eventos relacionados a dor, atuando nos receptores
TRPV1(TOMINAGA et al., 1999).

Com intuito de estudar a participagdo dos receptores TRPV1 no
mecanismo de acdo de Sm e Es, utilizamos o modelo de hipernocicepcao
inflamatéria aguda na ATM induzido por capsaicina. Stemodia maritima e
estemodina reduziram o comportamento nociceptivo, sugerindo uma efetiva
acao antinociceptiva do tratamento. Ademais, houve redugcdo de forma
significativa na expressdao do TRPV1 no ganglio trigeminal dos ratos que foram
pré-tratados com Sm e Es.

Um passo importante para a compreensdao da nocicepgao foi a
clonagem do receptor de capsaicina, o receptor vaniloide TRPV1 (Transient
Receptor Potential Vanilloid 1). Os canais TRPV1 sdo uma grande familia de
canais nao seletivos que estdo envolvidos na transmissdo da dor. Eles
funcionam para detectar estimulos externos, como calor (<42 ° C), prétons,
voltagem e pressao (LA ROSA-LUGO et al., 2017). TRPV1 estdo expressos no
sistema nervoso periférico e central, especialmente nos ganglios trigeminais
(GT) e no ganglio da raiz dorsal (DRG), giro do hipocampo e do dentado
(TOMINAGA et al., 1999; LA ROSA-LUGO et al., 2017). A ativagcao do TRPV1
resulta em aumento da permeabilidade em relacdo ao Na+ e ao Ca2+,
aumentando assim, a excitabilidade neuronal (LA ROSA-LUGO et al., 2017). A
presenca de TRPV1 em articulacbes foi proposta com base na expressao de
TRPV1 em fibras aferentes articulares no interior da articulacao
temporomandibular de rato (ICHIKAWA et al., 2004; WU et al.,2015).

De maneira geral, quando ativado pelo calor, por acidose ou por
agonistas enddégenos (endovaniloide)/exégenos (capsaicina), o TRPV1 abre
transitoriamente os canais de sdédio e calcio, possibilitando o influxo dos
mesmos, resultando em potenciais de acao que se propagam para a medula
espinhal e o cérebro, gerando uma sensacao de aquecimento, ardor ou coceira
(CORTRIGHT; SZALLASI, 2009; LA ROSA-LUGO et al., 2017).

Sessle, em 2009, conseguiu sensibilizar fibras aferentes que
inervam a regido facial dos ratos, independentemente se o0 mesmo induziu a
dor com glutamato, capsaicina ou combinacdo de ambos, mostrando a efetiva
acao de capsaicina na inducdo da dor. Ademais, observou-se um aumento de
forma estatisticamente significativa da expressdo do TRPV1 no ganglio
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trigeminal de ratos com hipernocicepcao inflamatéria aguda induzida por
capsaicina (SESSLE, 2009; LA ROSA-LUGO et al., 2017).

7. CONCLUSAO

Observou-se que o pré-tratamento com o extrato de Stemodia maritima
Linne estemodina reduziram a resposta nociceptiva; o extravasamento

plasmatico; a dosagem de IL-1Bno géanglio trigeminal de ratos com
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hipernocicepg¢ao inflamatéria aguda induzida por formalina, e que Es reduziu a
expressdaode TRPV-1 no géanglio trigeminal de ratos com hipernocicepcao
inflamatéria aguda induzida por capsaicina. Conclui-se ainda queStemodia
maritima e  estemodinaatuam como agentes antinociceptivos e
antiinflamatérios, e que essa resposta nao ocorre por meio das vias do 6xido
nitrico, hemeoxigenase-1 e opiode, mas reduzindo o extravasamento
plasmatico, com envolvimento da IL-1B3, e provavelmente de receptores TRPV-
1.
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