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RESUMO 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença inflamatória crônica, progressiva e 

sistêmica, e estudos mostram que a articulação temporomandibular (ATM) está 

comumente envolvida. A via de sinalização canônica Wnt participa em muitas 

condições inflamatórias. Por outro lado, essa via também desempenha um papel 

essencial no desenvolvimento neuronal, estabelecimento e fortalecimento sináptico e 

na neuroplasticidade. O propósito desse estudo foi avaliar a participação da via de 

sinalização Wnt/b-catenina na ATM e ao longo da via trigeminal em ratos artríticos. 

Para isso, ratos Wistar foram divididos em 2 grupos (n=6): Grupo AR e Salina. A 

indução da artrite foi realizada através de 3 injeções intra-articulares (i.a.; 10µl/art) 

semanais de albumina de soro bovino metilada (mBSA) na ATM esquerda. O grupo 

Salina recebeu solução salina na ATM esquerda (i.a.; 10µl/art). Foram avaliados: 

limiar nociceptivo, infiltrado inflamatório, birrefringência do colágeno tipo I e III, 

imunoistoquímica para IL-1b, TNF-a, IL-6, RANKL, NFκB, Wnt-10b, b-catenina, DKK1, 

c-Myc e ciclina D1 da cartilagem articular e membrana sinovial, análise por 

imunofluorescência para c-Fos, Wnt-10b e b-catenina no gânglio trigeminal e no trato 

espinhal do trigêmeo. O grupo AR apresentou intenso infiltrado inflamatório e 

hiperplasia da membrana sinovial, destruição articular, proliferação de fibras 

colágenas tipo III, aumento da imunoexpressão das citocinas pró-inflamatórias e de 

Wnt-10b, b-catenina, RANKL, NFκB e ciclina D1 na cartilagem articular e de c-Myc na 

membrana sinovial (p < 0,05). Foram observadas redução do limiar nociceptivo e 

aumento significante da expressão de Wnt-10b e de b-catenina somente em gânglio 

trigeminal e de c-Fos periférica e centralmente em ratos artríticos (p<0,05). 

Concluímos que a via Wnt/b-catenina participa dos danos estruturais na ATM e está 

envolvida na sensibilização dolorosa periférica em ratos artríticos. 

 

Palavras-chave: Artrite Reumatoide; Articulação Temporomandibular; Via de 

Sinalização Wnt; Inflamação; Dor; Marcadores do Trato Nervoso. 
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ABSTRACT 
 

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, progressive and a systemic inflammatory 

disease, and studies show that the temporomandibular joint (TMJ) is usually involved. 

The Wnt canonical signaling pathway participates in many inflammatory conditions. 

However, this pathway also plays an essential role in neuronal development, synaptic 

establishment and strengthening, and neuroplasticity. The purpose of this study was 

to evaluate the participation of the Wnt/b-catenin signaling pathway in the TMJ and 

along the trigeminal pathway in arthritic rats. For this, Wistar rats were divided into 2 

groups (n=6): RA and Saline Groups. Arthritis induction was performed through 3 

weekly intra-articular injections (i.a.; 10µl/joint) of methylated bovine serum albumin 

(mBSA) in the left TMJ. The Saline group received saline solution in the left TMJ (i.a.; 

10µl/joint). It were evaluated: nociceptive threshold, inflammatory infiltrate, 

birefringence of collagen fibers, immunohistochemistry for IL-1b, TNF-a, IL-6, RANKL, 

NFκB, Wnt-10b, b-catenin, DKK1, c-Myc and cyclin D1 from articular cartilage and 

synovial membrane, immunofluorescence analysis for c-Fos, Wnt-10b and b-catenin 

in the trigeminal ganglion and trigeminal spinal tract. The RA group showed intense 

inflammatory infiltrate and synovial membrane hyperplasia, joint destruction, 

proliferation of type III collagen fibers, increased immunoexpression of pro-

inflammatory cytokines and Wnt-10b, b-catenin, RANKL, NFκB and cyclin D1 in 

articular cartilage and c-Myc in the synovial membrane (p < 0.05). It was observed a 

decrease in the nociceptive threshold and a high expression of Wnt-10b and b-catenin 

only in the trigeminal ganglion, and c-Fos expression were observed peripheral and 

central tissues in arthritic rats (p<0.05). These results suggest that the Wnt/b-catenin 

pathway participates in TMJ structural damage and is involved in peripheral painful 

sensitization in arthritic rats. 

 

Keywords: Rheumatoid Arthritis; Temporomandibular Joint; Wnt Signaling Pathway; 

Inflammation; Pain; Neuronal Tract-Tracers. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
1.1. Anatomia e fisiopatologia da Articulação Temporomandibular (ATM) 

A articulação temporomandibular (ATM) é uma articulação sinovial biaxial, 

bicondilar e complexa, que desempenha papel crucial na realização dos movimentos 

mandibulares (DE MORAES et al., 2015). Essa articulação é única quando comparada 

com outras articulações sinoviais, apresentando diferenças na sua composição e no 

seu desenvolvimento (WADHWA; KAPILA, 2008).  

Histologicamente, a ATM apresenta uma cartilagem articular composta por 4 

camadas ou zonas distintas de fibrocartilagem, responsáveis pela dissipação das 

cargas mastigatórias, proliferação de condrócitos, expressão de colágeno tipo I e II, e 

proteoglicanos (WADHWA; KAPILA, 2008). Além disso, sua membrana sinovial, 

composta por duas camadas, uma íntima, denominada de camada de sinoviócitos, 

que é responsável pela produção, secreção e reabsorção de fluidos sinoviais, sendo 

importante para a manutenção da fisiologia articular, e outra denominada de 

subíntima, composta por tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguíneos, fibroblastos, 

macrófagos, mastócitos, adipócitos e algumas fibras elásticas (DIJKGRAAF et al., 

1996; NOZAWA-INOQUE et al., 2003; DE MORAES et al., 2015).  

Doenças degenerativas nas articulações sinoviais podem ocorrer quando há a 

perda de equilíbrio entre processos catabólicos e anabólicos envolvendo 

diferenciação, proliferação, síntese e degradação dos condrócitos (GE et al., 2017). 

Esse processo é caracterizado pelo aumento da decomposição dos componentes da 

matriz extracelular e é geralmente acompanhado por níveis aumentados de 

mediadores inflamatórios, como a interleucina (IL) -1, 6 e o fator de necrose tumoral 

(TNF) -a (LEMOS et al., 2016). A membrana sinovial é responsável por mediar 

fisiologicamente esse processo, estimulando uma proliferação celular, e gerando um 

tecido sinovial hipertrófico, denominado pannus (OKAMOTO et al., 2021). Com a 

progressão dessa inflamação sinovial, pode ocorrer degeneração do tecido conjuntivo 

e cartilaginoso, fibrose e perfuração do disco articular (OKAMOTO et al., 2021).  
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1.2. Artrite Reumatoide na ATM 

A artrite reumatoide (AR) é um exemplo de doença inflamatória crônica, 

progressiva e sistêmica caracterizada por inflamação sinovial, produção de 

autoanticorpos e destruição da cartilagem e do tecido ósseo (CUNHA et al., 2012; 

SODHI et al., 2017). Estima-se que 19% a 85,7% dos pacientes com AR apresentem 

alterações na ATM, e 75% deles relatam envolvimento bilateral dessa articulação 

(RUPARELIA et al., 2014; AHMED et al., 2015; KROESE et al., 2020).  

Em estágios iniciais da AR na ATM, pacientes apresentam dor à palpação, porém, 

as manifestações clínicas podem ter episódios de exacerbações e remissões que 

levam à perda de função (CAMPOS et al., 2021). Em estágios avançados, os sintomas 

podem incluir edema, movimentos mandibulares limitados, devido à restrição da 

translação condilar, dor de cabeça, trismo, estalos e espasmos musculares (KROESE 

et al., 2020; RUPARELIA et al., 2014). 

Dependendo do grau de progressão da AR na ATM, o  desgaste ósseo poderá 

causar alterações na dimensão vertical da mandíbula, resultando em mordida aberta 

anterior, deficiência da capacidade mastigatória e, nos casos mais graves, anquilose 

temporomandibular (CAMPOS et al., 2021). 

Patologicamente, a progressão da AR causa inflamação nas estruturas sinoviais 

da ATM e é caracterizada pela hiperplasia sinovial (pannus), com presença de células 

inflamatórias que invadem e degradam a matriz cartilaginosa e óssea (SHIM et al., 

2020). Anticorpos anti-CCP (ACPAs) e citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-

1β, IL-6, causam a destruição óssea local (LEMOS et al., 2016; DE SOUSA et al., 

2019). Entretanto, a patogênese da progressão da AR na ATM ainda não é claramente 

compreendida.  

1.3. Modelos experimentais de Artrite Reumatoide na ATM 

A patogênese da AR tem sido amplamente investigada em modelos experimentais. 

Apesar das limitações inerentes de todos modelos de animais na AR, modelos em 

murinos progrediram significativamente para a compreensão de mecanismos 

fundamentais na patogênese da AR e contribuíram para avanços importantes no 

tratamento dessa doença autoimune (ASQUITH et al., 2009). 
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Estudos como mecanismos de dor e de inflamação, associado ao 

comprometimento das estruturas intra-articulares, são encontrados em modelos de 

artrite induzida por colágeno, artrite induzida por colágeno-anticorpo, artrite induzida 

por antígeno (adjuvante de soro bovino metilado - mBSA) e os modelos de artrite 

geneticamente manipulada (ASQUITH et al., 2009; WALSH; MCWILLIAMS, 2014; 

KUCHLER-BOPP et al., 2020). 

Modelos de AR com injeções articulares de substâncias que estimulam inflamação, 

como Adjuvante Completo de Freund (CFA) e Carragenina, geram inflamação e 

hiperplasia nos tecidos articulares. Porém, degeneração da cartilagem e erosão 

óssea, características comuns da AR, não são relatados com frequência nesses 

modelos (BAS et al., 2016).  

Na AR da ATM, o modelo de adjuvante de soro bovino metilado (mBSA) gera o 

desenvolvimento de uma artrite inflamatória quando a articulação é estimulada, 

primeiramente, por um antígeno (mBSA em Adjuvante Completo de Freund – CFA), e 

subsequentemente, desafiada por injeções intra-articulares do mesmo antígeno. Essa 

indução cria uma monoartrite que pode durar de semanas a meses, dependendo da 

retenção do antígeno na articulação (QUINTEIRO et al., 2014; DE SOUSA et al., 2019; 

COSTA et al., 2021).  

Desse modo, o modelo por mBSA não estimula uma artrite sistêmica, pois não 

reproduz a violação da tolerância endógena, que é típica da patogênese da AR. 

Entretanto, é usado para a compreensão da inflamação mediada por imunocomplexos 

seguida por respostas mediadas por células T e dor na AR.  (ASQUITH et al., 2009; 

QUINTEIRO et al., 2014; BAS et al., 2016; DE SOUSA et al., 2019).  

Apesar de efetivas pesquisas para a compreensão dos mecanismos biológicos da 

patogênese da AR da ATM, há escassos trabalhos que mostram o papel dessa 

articulação nos campos da dor na Reumatologia em modelos de animais. Estudos 

sobre quais mecanismos subjacentes para o entendimento da dor na AR, assim como 

vias de sinalização responsáveis pela inflamação, degeneração tecidual e 

manutenção da dor, nessa condição patológica, se fazem necessários (BAS et al., 

2016). 
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1.4. Dor na Artrite Reumatoide 

A dor é definida pela International Association of Study in Pain (IASP) como uma 

“experiência sensorial e emocional desagradável associada a dano real ou potencial 

ao tecido”. Pacientes com AR tem como a dor o principal sintoma, sendo esta descrita 

como “aguda”, “latejante” e “dolorida” durante a fase inflamatória da doença. O 

prognóstico da dor na AR costuma ser ruim, mesmo a doença sendo controlada de 

maneira ideal (ZHANG; LEE., 2018; RAJA et al., 2020). 

Pacientes com AR apresentam características de dor semelhantes a dor 

neuropática, relatando “queimação”, dor sob pressão, e ataques repentinos de dor 

comparados a choques elétricos. Esses sintomas semelhantes aos neuropáticos 

podem indicar mecanismos de dor comuns à AR e a dor neuropática, associados ao 

processamento anormal da dor central, que é evidenciado por redução dos limiares 

de dor em resposta à pressão e pelo aumento da atividade cerebral aos estímulos 

dolorosos. (WALSH; MCWILLIAMS, 2014). 

Vários fatores que podem sensibilizar nociceptores periféricos foram identificados 

nos tecidos sinoviais de pacientes com AR, como citocinas (IL-1b, IL-6, TNF), fatores 

de crescimento (Fator de crescimento endotelial e do b), a quimiocina CCL2, 

modificando a função dos canais iônicos (TPV1)  por meio de receptores específicos 

da superfície celular. As células microgliais recrutam outras células da microglia para 

propagar a neuroinflamação, que em última estância, ativa os astrócitos adjacentes, 

ampliando o limiar inflamatório e resultando em dor inflamatória crônica.  (WALSH; 

MCWILLIAMS, 2014; HU et al., 2020). 

O processamento da dor ocorre nos níveis espinhais e supraespinhais na AR, 

ativando regiões do tálamo, córtex sensorial e também áreas do sistema límbico 

(córtex cingulado e insular). Além dessas mudanças funcionais, pacientes com AR 

apresentaram aumento da substância cinzenta dos gânglios da base. No entanto, 

contribuições relativas de nocicepção, sensibilização periférica e central em pacientes 

artríticos, permanece incerta. (WALSH; MCWILLIAMS, 2014; ZHANG; LEE., 2018). 
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1.5. Via de sinalização Wnt/b-catenina 

A via de sinalização Wnt participa de muitas condições patológicas (IMAI et al., 

2006; GATICA-ANDRADES et al., 2017; HUMPHRIES; MLODZIK, 2018), incluindo a 

AR (SEN, 2005; MIAO et al., 2013; SINGH et al., 2015). Essa via tem sido descrita na 

literatura por estar associada com mecanismos de proliferação, sobrevivência, 

migração e adesão celular, sendo essencial na homeostase tecidual (SEN, 2005; 

CORR, 2008). A via Wnt pode ser subdividida em vias dependentes de β-catenina 

(canônica) e independente de β-catenina (não canônica) (LIU et al., 2017). 

A via canônica é a mais estudada e melhor compreendida até o momento. A 

ligação de Wnt aos seus receptores (Frizzled e LRP5/6) inibe a glicogênio sintase 

cinase 3 (GSK3), libertando a β-catenina do complexo de degradação citoplasmática 

para β-catenina livre. O excesso de β-catenina é translocado para o núcleo e 

transcreve genes-alvo, como ciclina D1, c-Myc, metaloproteinase de matriz (MMP) -3 

e CD44 (CORR, 2008; BARON; KNEISSEL, 2013). 

Vários estudos associam uma sinalização aberrante de Wnt no desenvolvimento 

de doenças reumáticas (CORR, 2008; BARON; KNEISSEL, 2013; VAN DER BOSCH 

et al., 2017). A via canônica Wnt pode promover hiperplasia sinovial e inflamação, 

formação de pannus durante a progressão da doença (SEN, 2005; DE SOUSA et al., 

2019). E esse processo destrutivo está relacionado à presença de autoanticorpos, 

polimorfismo genético, envolvendo proteínas na via Wnt/β-catenina e marcadores de 

inflamação, de cartilagem e de metabolismo ósseo (VAN DER BOSCH et al., 2017). 

Uma sinalização excessiva da Wnt contribui para a degradação da cartilagem, e níveis 

aumentados de β-catenina foram encontrados em condrócitos articulares. Essa 

ativação da β-catenina em células cartilaginosas maduras estimula a hipertrofia, a 

mineralização da matriz e a expressão da MMP-13 e do fator de crescimento endotelial 

vascular (CORR et al., 2008). 

A sinalização de proteínas Wnt pode regular a resposta inflamatória periférica em 

distúrbios crônicos, incluindo a AR (SHI et al., 2012). Entretanto, além de efeitos 

inflamatórios locais, a Wnt desempenha um papel essencial no desenvolvimento 

neuronal, através de mecanismos que envolvem processos como neurogênese, 
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ramificação axonal e dendrítica, formação de sinapses e plasticidade (SHI et al., 

2012).  

 

1.6. Via Canônica Wnt no Sistema Nervoso 

Componentes da via Wnt foram descritos nas principais subdivisões do córtex 

cerebral, bulbo olfatório, hipocampo, cerebelo e tálamo. A proteína b-catenina é 

responsável por controlar a expressão de proteínas estruturais sinápticas, sugerindo 

que a sinalização canônica Wnt pode regular a excitabilidade neuronal no tálamo 

(OLIVA et al., 2018; ZHAO; YANG, 2018).  

A síntese e secreção das proteínas Wnt neuronais são controladas pela atividade 

sináptica. Nos neurônios do hipocampo, a ativação de N-metil D-Aspartato (NMDA) 

que é um aminoácido excitatório agonista do glutamato, causam translocação nuclear 

da β-catenina de regiões pós-sinápticas e ativação de genes de expressão. Nas 

sinapses, a β-catenina interage com a caderina para regular a montagem sináptica, 

remodelação e plasticidade. (ZHAO; YANG, 2018) 

A expressão de ligantes e de receptores Wnt são encontrados na sinaptogênese 

e no desenvolvimento de dendritos no hipocampo. Na região do bulbo olfatório e do 

cerebelo, a presença dessas proteínas são detectadas nas células pós-sinápticas e 

em outras células-alvos, enquanto que os receptores Frizzled e inibidores endógenos 

foram encontrados em células pré-sinápticas (SHI et al., 2012; OLIVA et al., 2018). 

Durante o desenvolvimento da dor crônica, neurônios espinhais no corno dorsal 

da medula espinhal tornam-se sensibilizados e hiperativos (sensibilização central). 

Essa neuroinflamação está presente em modelos animais de dor crônica, estando 

associados com aumento de expressão de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6, IL-

1β e TNF-α (SHI et al., 2012). 
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1.7. Via Canônica Wnt na dor Neuropática 

A via Wnt/b-catenina tem sido descrita por estar relacionada com patogênese de 

vários tipos de dor, como a dor induzida por lesão de nervo periférico, dor crônica 

associada a esclerose múltipla, dor crônica associada ao HIV, dor de câncer ósseo e 

neuropatia periférica diabética (HU et al., 2020).  

A ativação da via de sinalização Wnt pode estimular a produção de citocinas pró-

inflamatórias, como TNF-a e IL-1b, exacerbando a dor neuropática. Além disso, uma 

proteína-alvo da via canônica Wnt, a ciclooxigenase-2 (COX-2), pode alterar função 

celular regulando a expressão de óxido nítrico-sintase induzida (iNOS). (WANG et al., 

2020) 

A proteína Wnt3a foi encontrada expressa na via nociceptiva neural em modelos 

de dor de câncer ósseo e de ligadura do nervo ciático (ZHANG et al., 2013). Já a 

Wnt5a e a b-catenina (proteína-chave da via de sinalização canônica), foram 

expressos positivamente na região de corno dorsal da medula espinhal em modelo de 

ligadura de nervo espinhal (SHI et al., 2012; HUANG et al., 2020). A Foxy5, um 

ativador de Wnt5a, Foxy5, estimulou o aumento da hiperalgesia mecânica em modelo 

de injúria de constrição crônica. Já o seu inibidor, Box5, foi responsável por atenuar a 

hiperalgesia (YUAN et al., 2012; WANG et al., 2015).  

Um trabalho de WANG et al (2020) mostrou que a crocina, um flavonoide 

tradicional da medicina chinesa, foi capaz de aliviar a dor neuropática em ratos com 

artrite induzida por antígeno pela inibição da expressão de moléculas relacionadas à 

dor através da via Wnt5a/β-catenina.  

A dor e inflamação na AR da ATM ativam a via trigeminal (BONFANTE et al., 2018), 

e a via de sinalização Wnt/ β-catenina pode estar expressa nos tecidos periféricos e 

centrais. Sabemos que a dor neuropática e a dor na AR possuem mecanismos 

semelhantes, e até onde é de nosso conhecimento, não há estudos que mostrem a 

associação da nocicepção periférica e central trigeminal com a via de sinalização 

Wnt/b-catenina. O entendimento dessa relação é importante para adoção de novas 

terapêuticas no tratamento da dor e inflamação na AR. 

  



 

 

 
 
 

17 
 

2. PROPOSIÇÃO 
 
2.1. Objetivos 

Os objetivos do presente trabalho foram separados de acordo com as 
proposições de cada artigo. 

 

ARTIGO 1 

Objetivo Geral:  

• Investigar a participação das vias de sinalização Wnt/b-catenina e NF-κB em 

um modelo experimental de artrite crônica induzida por albumina sérica bovina 

metilada (mBSA) na articulação temporomandibular (ATM) de rato. 

 

Objetivos Específicos: 

• Avaliar a hipernocicepção através do método de Von frey eletrônico na ATM 

dos animais com AR crônica;  

• Verificar as alterações histopatológicas na membrana sinovial da ATM de ratos 

no modelo de AR crônica experimental através da coloração em hematoxilina 

e eosina (HE); 

• Avaliar qualitativamente as alterações inflamatórias da ATM na membrana 

sinovial; 

• Avaliar imunoexpressão de TNF-α e IL-1b na membrana sinovial da ATM de 

ratos com AR experimental; 

• Realizar análise imunoistoquímica para Wnt-10b, b-catenina, DKK-1, NF-kB e 

RANK-L na membrana sinovial. 

 

ARTIGO 2 

Objetivo Geral:  
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• Investigar a participação da via Wnt/β-catenina na inflamação e na nocicepção 

da artrite crônica experimental da articulação temporomandibular. 

 

Objetivos específicos: 

• Avaliar a hipernocicepção através do método de Von frey eletrônico na ATM 

dos animais com AR crônica;  

• Verificar as alterações histopatológicas da ATM de ratos no modelo de AR 

crônica experimental através da coloração em hematoxilina e eosina (HE) e 

azul de toluidina; 

• Avaliar qualitativamente as alterações inflamatórias da ATM na cartilagem 

articular; 

• Realizar a quantificação da disposição de fibras colágenas através da 

coloração de picrosirirus red;  

• Avaliar a migração de células na cavidade articular através da contagem total 

de leucócitos; 

• Avaliar imunoexpressão de TNF-α, IL-1b e IL-6 Wnt-10b, b-catenina, Ciclina-

D1 na cartilagem articular da ATM de ratos artríticos;  

• Realizar análise imunoistoquímica para C-myc na membrana sinovial da ATM; 

• Realizar imunofluorescência para c-Fos, Wnt-10b e b-catenina no gânglio 

trigeminal e subnúcleo caudal do trato espinhal do trigêmeo. 
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3. DESENVOLVIMENTO 
 
3.1. Capítulo 

Essa tese possui aprovação da Comissão de Ética no Uso Animal (CEUA) da 

Universidade Federal do Ceará, sob protocolo de aprovação número 4747280219 

(ANEXO 1).  

O modelo dessa tese foi baseado no Regimento Interno do Programa de Pós-

Graduação em Ciências Morfofuncionais da Universidade Federal do Ceará, onde 

regulamenta o formato de modelo em artigo científico na língua portuguesa para 

apresentação. Os resultados dessa pesquisa foram apresentados em forma de dois 

artigos científicos, em que o primeiro já foi publicado em revista indexada (ANEXO 2). 

O segundo artigo está redigido de acordo com as normas da revista escolhida para 

publicação.  

ARTIGO 1: Immunoexpression of canonical Wnt and NF-κB signaling pathways in the 

temporomandibular joint of arthritic rats  

PERIÓDICO: Inflammation Research 

FATOR DE IMPACTO: 4.575 (2020) 

 

ARTIGO 2: Participação Da Via Wnt/b-Catenina na inflamação e na nocicepção da 

artrite crônica experimental da articulação temporomandibular 

PERIÓDICO: Journal of Dental Research  

FATOR DE IMPACTO: 6.116 (2020) 
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RESUMO 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença inflamatória crônica, progressiva e 

sistêmica, e estudos mostram que a articulação temporomandibular (ATM) está 

comumente envolvida. A via de sinalização canônica Wnt participa em muitas 

condições inflamatórias, e também desempenha um papel essencial no 

desenvolvimento neuronal, estabelecimento e fortalecimento sináptico e na 

neuroplasticidade. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a participação da 

via de sinalização Wnt/b-catenina na articulação temporomandibular (ATM) e ao longo 

da via trigeminal em ratos artríticos. Ratos Wistar foram divididos em 2 grupos (n=6): 

Grupo AR e Salina. A indução da artrite foi realizada através de 3 injeções intra-

articulares (i.a.; 10µl/art) semanais de albumina de soro bovino metilada (mBSA) na 

ATM esquerda. O grupo Salina recebeu solução salina na ATM esquerda (i.a.; 

10µl/art). Foram avaliados: limiar nociceptivo, infiltrado inflamatório, birrefringência do 

colágeno tipo I e III, imunoistoquímica para IL-1b, TNF-a, IL-6, Wnt-10b, b-catenina, e 

ciclina-D1 na cartilagem articular e c-Myc na membrana sinovial e análise por 

imunofluorescência para c-Fos, Wnt-10b e b-catenina no gânglio trigeminal e no trato 

espinhal do trigêmeo. O grupo AR apresentou intensa destruição articular, com 

proliferação de fibras colágenas tipo III, aumento da imunoexpressão das citocinas 

pró-inflamatórias e de Wnt-10b, b-catenina e ciclina-D1 na cartilagem articular e de c-

Myc na membrana sinovial. Foram observadas redução do limiar nociceptivo e 

aumento significante da expressão de Wnt-10b e de b-catenina somente em gânglio 

trigeminal e de c-Fos periférica e centralmente em ratos artríticos.Concluímos que a 

via Wnt/b-catenina participa dos danos estruturais na cartilagem articular da ATM e 

está envolvida na sensibilização dolorosa periférica em ratos artríticos. 

 

Palavras-chave: Artrite Reumatoide; Articulação Temporomandibular; Via de 

Sinalização Wnt; Inflamação; Dor; Marcadores do Trato Nervoso. 
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INTRODUÇÃO 
 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença inflamatória crônica, progressiva e 

sistêmica caracterizada por inflamação sinovial, produção de autoanticorpos e 

destruição da cartilagem e do tecido ósseo (Cunha et al. 2012; Sodhi et al. 2015). 

Estima-se que de 19% a 85,7% dos pacientes com AR apresentem alterações na 

ATM, e os sintomas podem incluir dores articulares, edema, movimentos 

mandibulares limitados e, até mesmo, anquilose (Ruparelia et al. 2014; Ahmed et al. 

2015; Kroese et al. 2020).  

A via de sinalização Wnt/b-catenina participa de muitas condições patológicas, 

incluindo a AR (Miao et al. 2013; Singh et al. 2015; Gatica-Andrades et al. 2017; 

Humphries and Mlodzik, 2018). Vários estudos associam uma sinalização aberrante 

de Wnt no desenvolvimento de doenças reumáticas (Corr, 2008; Baron and Kneissel, 

2013; Van der Bosch et al. 2017). A via canônica é a mais estudada e melhor 

compreendida até o momento. A ligação de Wnt aos seus receptores (Frizzled e 

LRP5/6) inibe a glicogênio sintase cinase 3 (GSK3), libertando a β-catenina do 

complexo de degradação do citoplasmático para β-catenina livre. O excesso de β-

catenina transloca-se para o núcleo e transcreve genes-alvo, como ciclina D1, c-MYC, 

metaloproteinase de matriz (MMP) -3 e CD44 (Corr, 2008; Baron and Kneissel, 2013). 

A via canônica Wnt pode promover hiperplasia sinovial e inflamação, formação de 

pannus durante a progressão da doença (Sen, 2005). Uma sinalização excessiva da 

Wnt contribui para a degradação da cartilagem, e níveis aumentados de β-catenina 

foram encontrados em condrócitos articulares, causando a hipertrofia, a mineralização 

da matriz e a expressão da MMP-13 e do fator de crescimento endotelial vascular 

(Corr et al. 2008). 

Além de efeitos inflamatórios locais, a Wnt desempenha um papel essencial no 

desenvolvimento neuronal, através de mecanismos que envolvem processos como 

neurogênese, ramificação axonal e dendrítica, formação de sinapses e plasticidade 

(Shi et al. 2012).  

Componentes da via Wnt foram descritos nas principais subdivisões do córtex 

cerebral, bulbo olfatório, hipocampo, cerebelo e tálamo (Oliva et al. 2018; Zhao and 
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Yang, 2018). Durante o desenvolvimento da dor crônica, neurônios espinhais no corno 

dorsal da medula espinhal tornam-se sensibilizados e hiperativos (sensibilização 

central). Essa neuroinflamação está presente em modelos animais de dor crônica, 

estando associados com citocinas pró-inflamatórias, como IL-6, IL-1β e TNF-α (Shi et 

al. 2012). (Wang et al. 2020). 

O trabalho de Wang et al. (2020) mostrou que a crocina, um flavonoide tradicional 

da medicina chinesa, foi capaz de aliviar a dor neuropática em ratos com artrite 

induzida por antígeno pela inibição da expressão de moléculas relacionadas à dor 

através da via Wnt5a/b-catenina.  

A dor neuropática e a dor na AR possuem mecanismos semelhantes (Bas et al. 

2016; Walsh and Mcwilliams, 2014). Pacientes com AR relatam “queimação”, dor sob 

pressão, e ataques repentinos de dor comparados a choques elétricos. Esses 

sintomas, associados ao processamento anormal da dor central, que é evidenciado 

por redução dos limiares de dor em resposta à pressão e pelo aumento da atividade 

cerebral aos estímulos dolorosos, reforçam que a dor na AR está relacionada a 

condição neuropática. (Walsh and Mcwilliams, 2014). 

A dor e inflamação na AR da ATM é conduzida através da via trigeminal, e um 

estudo prévio de nosso grupo mostrou que a via de sinalização Wnt/ β-catenina está 

aumentada na ATM de animais artríticos (De Sousa et al. 2019), entretanto não há 

trabalhos que mostrem a associação da nocicepção periférica e central da via 

trigeminal com a via de sinalização Wnt/β-catenina. O entendimento dessa relação é 

essencial para a compreensão fisiopatológica da AR, bem como, para fomentar 

adoção de novas terapêuticas para a dor. Dessa forma, esse artigo investigou o 

envolvimento da via de sinalização Wnt/b-Catenina na destruição articular e na 

nocicepção da artrite crônica experimental da ATM. 

MATERIAIS E MÉTODOS  

Animais 

Os experimentos foram realizados em doze ratos Wistar machos, com peso 

oscilando entre 180 - 220g, provenientes do Biotério Setorial do Campus 

Porangabussu - Prof. Eduardo Torres, da Faculdade de Medicina da Universidade 
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Federal do Ceará – UFC, e foram mantidos em gaiolas de polipropileno, recebendo 

água e comida ad libitum, em sala climatizada, com exaustão de gases e redução de 

ruídos. Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais da Universidade Federal do Ceará (CEUA-UFC) sob protocolo de número 

4747280219, e seguiram as diretrizes do ARRIVE Guidelines UK.  

Indução da artrite experimental e grupos experimentais 

Os animais foram sensibilizados com 500 µg de mBSA em 200 µL de uma 

emulsão contendo 100 µL de solução salina tamponada com fosfato (PBS) e 100 µL 

de CFA foi administrado por injeção subcutânea no dorso. As injeções de reforço de 

mBSA dissolvido em IFA foram administradas 7 e 14 dias após a primeira imunização, 

em diferentes locais no dorso do animal. Vinte e um dias após a injeção inicial, os 

animais foram anestesiados com quetamina 2% (100 mg/Kg) e xilazina 10% (10 

mg/Kg), por via intraperitoneal, e a artrite na ATM esquerda foi induzida nos animais 

imunizados por injeção intra-articular de mBSA (10 µg/articulação) dissolvido em 10 

µl de PBS. Injeções de reforço na ATM foram dadas nos dias 28 e 35. Os animais 

foram eutanasiados 24 horas após a terceira indução. (De Sousa et al. 2019). Os 

animais foram divididos em dois grupos: Grupo Salina - constituído por seis animais 

que recebeu solução salina 0,9% na ATM esquerda (10 µl/articulação), nos dias 21, 

28 e 35 (após a primeira sensibilização subcutânea com CFA), e eutanasiado 24 horas 

após a terceira injeção de mBSA na ATM; Grupo AR - constituído por seis animais 

submetidos à indução da AR por mBSA na ATM esquerda (10 µg/articulação), nos 

dias 21, 28 e 35 (após a primeira sensibilização subcutânea com CFA), e eutanasiado 

24 horas após a terceira injeção de mBSA na ATM.  

Avaliação da hipernocicepção 

O limiar de nocicepção do animal foi obtido através do registro da intensidade 

de força aplicada na região da ATM, necessário para obtenção de uma resposta 

reflexa (movimento de retirada da cabeça). Para isso, o aparelho Von Frey eletrônico 

(Analgesímetro Digital, Insight, São Paulo, Brasil), que é um transdutor de força que 

mede o limiar de nocicepção em gramas (g), foi aplicado perpendicularmente na 

região avaliada. Os animais foram submetidos a sessões de condicionamento ao teste 

de hipernocicepção mecânica durante os 5 dias que antecederam a realização do 
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experimento. Os animais foram mantidos durante 20 minutos em caixas plásticas e 

submetidos a aplicação do aparelho Von Frey na região da ATM esquerda.  Um 

observador foi treinado para a aplicação gradual de pressão na região da ATM do 

animal, e o aparelho foi automaticamente removido e o registro da pressão em gramas 

obtido assim que o animal realizou o movimento de retirada da cabeça. É importante 

ressaltar que o observador não teve conhecimento do tipo de tratamento que os 

animais receberam. No sexto dia, antes da avaliação da hipernocicepção, os animais 

foram tricotomizados na região ao redor da ATM esquerda e mantidos em repouso 

durante 20 minutos em caixas plásticas (De Sousa et al. 2019). Os testes foram 

realizados nos dias 0, 1, 7 e 14 após a indução subcutânea de mBSA e Adjuvante de 

Freund, e nos dias 20, 21, 28 e 35 após cada injeção intra-articular de mBSA ou 

Salina.  

Análise Histopatológica 

Os ratos foram eutanasiados, e ATM e tecidos periarticulares foram fixados em 

solução de formol tamponado a 10% durante 24h e desmineralizados em solução de 

EDTA a 10%. Secções de 4 μm, que incluíam o côndilo, cartilagem articular, disco 

articular, membrana sinovial e tecido periarticular foram examinados através da 

microscopia de luz (microscópio Leica). Os espécimes foram corados por 

hematoxilina-eosina (HE) ou azul de toluidina. Foi feita uma descrição qualitativa da 

cartilagem articular e avaliada a intensidade de metacromasia por um patologista 

experiente. As áreas da cartilagem articular com maior intensidade de coloração 

violeta indicam uma maior concentração de proteoglicanos (Costa et al. 2021; Lemos 

et al. 2016). 

Análise da birrefringência de colágeno  

As ATMs foram incubadas em picrosirius red (ScyTek®) por 30 minutos, e lavadas 

em banhos de ácido clorídrico a 5%, contracoradas com hematoxilina de Harris e 

montadas com Enhtellan®. A análise das lâminas foi através de um microscópio de 

luz polarizada (Leica - DM 2000), onde o colágeno tipo I (maduro) apresenta coloração 

vermelho-alaranjada, e o colágeno tipo III (imaturo), coloração branco-esverdeada. 

Para quantificação do colágeno tipo I e III, cinco campos em um aumento de 400x 

foram fotografados através de uma câmera acoplada ao Microscópio Leica DM 2000. 
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As fotomicrografias foram avaliadas pelo software de análise de imagem Image J 

(RSB). (Ferreira et al. 2020) 

Imunoistoquímica para TNF-a, IL-1b, IL-6, Wnt-10b, β-catenina, c-Myc e Ciclina 
D1 

Imunoistoquímica para TNF-a, IL-1b, IL-6, Wnt-10b, β-catenina, c-Myc e Ciclina 

D1 foi realizada pelo método de streptavidina-biotina-peroxidase em cortes de 

parafina. O tecido extraído e parafinizado foi cortado em secções de 4 μm de 

espessura e montados em lâminas para microscopia revestidas em poli-L-lisina. Os 

cortes foram desparafinizados, e após recuperação antigênica, com tampão de citrato 

a 95º C, a peroxidase endógena foi bloqueada com 3% (v/v) de peróxido de hidrogênio 

por trinta minutos. 

As secções foram incubadas com TNF-α (diluição 1:100 Abcam; Cambridge, 

Reino Unido), IL-1b (diluição 1:100 Abcam; Cambridge, Reino Unido), IL-6 (1:100 

Santacruz Biotechnology; Califórnia, Estados Unidos), Wnt-10b (diluição 1: 400; 

Abcam; Cambridge, Reino Unido), b-Catenina (diluição 1:200; DAKO; Califórnia, 

EUA), c-Myc (diluição 1: 200; Abcam; Cambridge, Reino Unido); Ciclina D1 (diluição 

1: 200; Abcam; Cambridge, Reino Unido); diluídos em anticorpo DAKO diluente 

overnight. As secções foram então incubadas por 30 min com polímero (Invision Flex 

HRP, DAKO). Em relação a IL-6, a mesma foi incubada com complexo ABC (30 

minutos), um conjugado de avidina-peroxidase (Strep ABC complex, Santa Cruz 

Biotechnology, Califórnia, USA), de acordo com as instruções do fabricante. 

Os locais de ligação dos anticorpos foram visualizados pela incubação com 

solução de diaminobenzidina-H2O2 (DAB, DAKO; Califórnia, EUA). Seções 

incubadas com anticorpo diluente, sem o anticorpo primário incluído, foram 

consideradas controles negativos. As lâminas foram contrastadas com hematoxilina, 

desidratadas em séries graduadas de álcoois, clareadas em xileno e cobertas com 

lamínulas. A marcação positiva para estes anticorpos foi determinada por coloração 

marrom no nível do citoplasma na membrana sinovial. As células imunocoradas foram 

contadas em cinco campos selecionados aleatoriamente (400X) sob um microscópio 

(Leica DM 2000, Wetzlar, Alemanha). (De Sousa et al. 2019; Costa et al. 2021) 
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Análise por imunofluorescência para c-Fos, Wnt-10b e b-Catenina 

O gânglio trigeminal e o subnúcleo caudal do trato espinhal do trigêmeo foram 

removidos, colocados em PFA 4% por 2 horas e crioprotegidos em solução de 

sacarose 30% durante 48h. Após esse período, os tecidos foram embebidos em 

Tissue-tek e armazenados a -80°C. Secções seriadas (10 μm) dos tecidos nervosos 

foram obtidas através do criostato. Para os ensaios de imunofluorescência, as 

secções foram fixadas em metanol e recuperação antigênica realizada em 0.1 M (pH 

6.0) de tampão citrato. Em seguida, permeabilização da membrana nuclear foi 

realizada, somente nas reações para marcação nuclear, com 0.1% triton X-100. Sítios 

inespecíficos foram bloqueados com 5% albumina de soro bovina e glicina 0.3 M em 

todas as lâminas. As amostras foram incubadas “overnight” com anticorpo primário de 

anti- cFos (1:200,Cell Signaling Technology, Denvers, MA, EUA) anti-Wnt-10b (1:300; 

Abcam; Cambridge, Reino Unido) e anti-b-Catenina (1:300; Abcam; Cambridge, Reino 

Unido). Logo após, foi realizada incubação com anticorpo de coelho anti-IgG 

associado ao Alexa fluor 568. Para marcação dos corpos celulares neuronais, as 

amostras foram incubadas com anticorpo para NeuN conjugado com Alexa fluor 488. 

O DAPI será acrescentado ao final para evidenciar os núcleos celulares. Para análises 

com a b-catenina, as amostras foram incubadas também com a glutamina sintetase, 

para evidenciar as células satélites. Os controles negativos de imunomarcação foram 

realizados através da omissão dos anticorpos primários. Por último, os slides foram 

montados e fotografados através de microscopia confocal. A quantificação da área 

fluorescente nas fotomicrografias foi realizada pela diferenciação dos pixels 

fluorescentes pela saturação de cor mais alta associada à fluorescência (vermelha ou 

verde) com o software de análise de imagem. Os limites superiores e inferiores 

requeridos para definição de pixels selecionados e não-selecionados foram 

previamente definidos pelo limite de cor. Os resultados de quantificação foram 

apresentados em porcentagem, calculada pela fluorescência positiva em relação à 

fluorescência de NeuN, e para a b-catenina em relação à fluorescência de Glutamina 

Sintetase (Pontes et al. 2019). 

ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Os resultados foram expressos pela média ± EPM das medidas registradas a partir 

de 6 animais por grupo. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar se os dados 
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de cada variável analisada se apresentavam com distribuição normal. Os dados foram 

analisados através do teste de T de Student, para comparação entre dois grupos: AR 

e Salina. As análises estatísticas foram realizadas com o programa GraphPad Prism 

7 (GraphPad Prism software, La Jolla, CA, USA). Valores de p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 

RESULTADOS 

Análise da hiperalgesia mecânica da artrite induzida por mBSA 

A avaliação da hiperalgesia mecânica na ATM esquerda foi realizada no dia 0 

(imediatamente antes da injeção subcutânea de mBSA e CFA) e nos dias 1, 7 e 14, 

seis horas após as induções subcutâneas. Não foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos (p>0.05), sugerindo que a administração subcutânea de 

mBSA não induz alteração no limiar nociceptivo na ATM. 

Seis horas após a primeira injeção intra-articular (21o dia), um novo registro foi 

realizado, e observamos redução significativa da hiperalgesia mecânica (p=0,0001). 

Nos dias 28 e 35, 6 horas após a segunda e a terceira injeção intra-articular de mBSA 

na ATM, respectivamente, o limiar nociceptivo permaneceu baixo, sendo 

estatisticamente significativo em relação ao grupo Salina (p=0,0001) (figura 1).  

 

Figura 1: Avaliação do limiar nociceptivo da AR induzida por mBSA na ATM de ratos após as injeções 

intra-articulares A) Avaliação da hiperalgesia mecânica na ATM esquerda através do limiar de retirada 
da cabeça seis horas após o 1o desafio intra-articular nos grupos Salina e AR. B) Avaliação da 

hiperalgesia mecânica na ATM esquerda através do limiar de retirada da cabeça seis horas após o 2o 

desafio intra-articular nos grupos Salina e AR. C) Avaliação da hiperalgesia mecânica na ATM esquerda 



 

 

 
 
 

29 
 

através do limiar de retirada da cabeça seis horas após o 3o desafio intra-articular nos grupos Salina e 

AR (p =0,0001; Teste T de Student). 

Análise histopatológica da ATM 

Na análise histopatológica da ATM, não foi observado alterações na cartilagem 

articular dos animais do grupo Salina (Figura 2A). No grupo AR, entretanto, foi 

visualizado extensa destruição das camadas da cartilagem articular, presença de 

infiltrado inflamatório predominante mononuclear, com invasão do pannus no espaço 

infradiscal (Figura 2B). Já na camada de recobrimento ósseo, a do grupo Salina 

manteve-se íntegra (Figura 2C), enquanto que a do grupo AR, apresentou-se com 

áreas de destruição, contendo locais de contato de osteoclastos com a matriz óssea, 

formando depressões chamadas de lacunas de Howship (Figura 2D). 

Através da coloração da ATM por azul de toluidina, observamos que o grupo 

Salina apresentou uma maior metacromasia na cartilagem articular, sugerindo alta 

concentração de proteoglicanos em sua matriz extracelular (Figura 2E). Já o grupo 

AR, exibiu uma intensa redução da metacromasia, assim como uma desorganização 

das camadas da cartilagem articular, sugerindo destruição articular e, 

consequentemente, menor concentração de proteoglicanos (Figura 2F).   

Análise de birrefringência de colágeno na ATM 

Qualitativamente, foi observado que o grupo Salina exibiu intenso brilho 

vermelho-alaranjado, indicando um maior grau de compactação e organização de 

fibras colágenas tipo I, em relação ao grupo AR (Figura 2G, 2I). Nos animais artríticos, 

podemos observar uma redução significativa das fibras vermelhas-alaranjadas 

(colágeno tipo I), além de uma maior desorganização da rede de fibras colágenas 

Além disso, observamos uma maior intensidade da coloração branco-esverdeada 

(colágeno tipo III), sugerindo presença de colágeno imaturo (Figura 2H, 2J).. 

Na análise quantitativa do colágeno na ATM, os fragmentos teciduais revelaram 

uma região preenchida por colágeno nos grupos AR e Salina, representando 

77,00±3,530% (média±EPM) e 69,86±5,130% (média±EPM), respectivamente 

(p=0,2849) (Figura 2K).  



 

 

 
 
 

30 
 

Houve uma maior porcentagem de área preenchida por colágeno tipo I 

(maduro) (área vermelha-alaranjada) [40,06±2,405% (média±EPM)] nos animais 

Salina, em comparação ao grupo AR [13,24±2,905% (média±EPM)], sendo 

estatisticamente significativo (p=0,0001) (Figura 2L).  

Entretanto, o percentual de colágeno tipo III (imaturo) (área marcada em 

branco-esverdeada) mostrou-se significativamente superior no grupo AR 

[47,32,±3,858% (média±EPM)] em relação ao grupo Salina [22,88±2,982% 

(média±EPM)] (p=0,0010) (Figuras 2M). Esses resultados quantitativos corroboram 

com os achados qualitativos.  
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Figura 2: Fotomicrografias da ATM dos grupos Salina e AR e gráficos de percentual de colágeno. A) ATM do grupo Salina sem alterações. B) ATM grupo AR, 

mostrando destruição das camadas da cartilagem articular. C) Camada de recobrimento ósseo íntegra do grupo Salina. D) Camada de recobrimento ósseo 

com reabsorção e presença de osteoclastos do grupo AR. E) Cartilagem articular do grupo Salina coradas com Azul de Toluidina, apresentando intensa 

metacromasia. F) Cartilagem articular do grupo AR, apresentando destruição e menor metacromasia. G) Imagem da ATM do grupo Salina corada com 

Picrosirius Red. H) Imagem da ATM do grupo AR corada com Picrosirius Red. I) Imagem da ATM do grupo Salina corada por Picrosirius na Luz Polarizada, 

apresentando intensa coloração vermelha-alaranjada. J) Imagem da ATM do grupo AR corada por Picrosirius na Luz Polarizada, apresentando menor 

intensidade da coloração vermelha-alaranjada e presença de maior quantidade das fibras brancas-esverdeadas. K) Gráfico do percentual total de colágeno 

dos grupos Salina e AR. L) Gráfico do percentual de colágeno tipo I dos grupos Salina e AR. M) Gráfico do percentual de colágeno tipo III dos grupos Salina e 

AR. Aumentos de 200x e 400x. ® indica presença de osteoclastos ativados na reabsorção da camada de recobrimento ósseo.
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Avaliação da Imunoistoquímica para IL-1b, TNF-a, IL-6, Wnt-10b, b-Catenina, 
Ciclina D1 na cartilagem articular e c-Myc na membrana sinovial 

A análise imunoistoquímica para TNF-a, IL-1b e IL-6, Wnt-10b, b-Catenina e 

Ciclina D1 mostrou um aumento da imunoexpressão dessas citocinas, que foi 

caracterizado pela marcação de células com coloração acastanhada no citoplasma 

das células da cartilagem articular de ratos submetidos à AR por mBSA, comparado 

com o grupo Salina. Já para c-Myc, a mesma marcação de células foi utilizada para 

quantificar células da membrana sinovial da ATM. Não foi evidenciado 

imunomarcação para nenhum dos anticorpos testados nas lâminas utilizadas como 

controle negativo, onde o anticorpo primário foi substituído por anticorpo diluente 

(Dako).  

A imunomarcação para IL-1b, TNF-a e IL-6 na cartilagem articular foi observado 

um aumento significativo da imunoexpressão dessas citocinas  no grupo AR, quando 

comparado ao grupo Salina (p=0.001) (Figura 3). 

Em relação a imunomarcação das proteínas associadas a via canônica Wnt, foi 

observado aumento significativo de Wnt-10b (p=0.0002), de b-Catenina (p=0.0001) e 

de Ciclina D1 (p=0.0004) na cartilagem articular dos animais com AR crônica na ATM, 

sendo estatisticamente significativo quando comparado ao grupo Salina (Figura 3).  
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Figura 3: Fotomicrografias da imunoistoquímica para IL-1b, TNF-a, IL-6, Wnt-10b, b-Catenina, Ciclina 
D1 na cartilagem articular e c-Myc na membrana sinovial. Imunoexpressão de IL-1b nos grupos Salina 
e AR (A, B, C). Imunoexpressão de TNF-a nos grupos Salina e AR (D, E, F). Imunoexpressão de IL-6 
nos grupos Salina e AR (G, H, I). Imunoexpressão de Wnt-10b nos grupos Salina e AR (J, K, L). 
Imunoexpressão de b-Catenina nos grupos Salina e AR (M, N, O). Imunoexpressão de Ciclina D1 nos 
grupos Salina e AR (P, Q, R). Imunoexpressão de c-Myc nos grupos Salina e AR na membrana sinovial 
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(S, T, U). Aumento de 400x. Os valores são apresentados como média. Os valores são apresentados 
como média ± erro padrão da média (EPM) da porcentagem da área imunomarcada positivamente da 
expressão de IL-1b, TNF-a, IL-6, Wnt-10b, b-Catenina, Ciclina D1 na cartilagem articular e c-Myc na 
membrana sinovial no grupo AR versus o grupo Salina (p<0.05) (Teste T de Student). ® Indica área 
de células imunomarcadas.  

 

Foi observado, também, um aumento da imunomarcação de c-Myc na 

membrana sinovial do grupo AR, sendo estatisticamente significativo (p=0.0047) 

(Figura 3). Não foi observada marcação dessa proteína na cartilagem articular da 

ATM. 

Imunofluorescência para c-FOS, Wnt-10b e b-Catenina no gânglio trigeminal e 
trato espinhal do trigêmeo 

Na imunofluorescência para o marcador de ativação neuronal c-FOS, foi 

observado que o grupo AR teve maior expressão tanto no gânglio trigeminal 

(p=0.0001), como no trato espinhal do trigêmeo (p=0.0005), sendo estatisticamente 

significativo comparado ao grupo Salina. (Figura 4) 
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Figura 4: Expressão de c-FOS em gânglio trigeminal e trato espinhal do trigêmeo nos grupos Salina 

e AR. Verde: NeuN (marcador neuronal); vermelho: c-FOS; azul: DAPI (marcador nuclear) Aumento: 

200x. Escala: 50 µm. Os valores são apresentados como média. Os valores são apresentados como 

média ± erro padrão da média (EPM) da porcentagem da área fluorescente positiva da expressão de 

c-FOS em comparação com a expressão de NeuN no grupo AR versus o grupo Salina no gânglio 

trigeminal (p=0.0001) e no trato espinhal do trigêmeo (p=0.0005) (Teste T de Student).  
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O grupo AR teve aumento significativo da expressão da proteína Wnt-10b nas 

células do gânglio trigeminal (p=0.0001) em relação ao grupo Salina. Não foi 

observada marcação dessa proteína na região de trato espinhal do trigêmeo. (figura 

5) 

Na imunofluorescência para b-catenina, marcador principal da via canônica Wnt, 

foi observado aumento significativo na região de gânglio trigeminal dos ratos artríticos, 

quando comparado ao grupo Salina (p=0.0002), estando expresso em região de 

células satélites. Não foi observada marcação de b-catenina no trato espinhal do 

trigêmeo (Figura 5). 

 

Figura 5: Expressão de Wnt-10b e b-Catenina em gânglio trigeminal nos grupos Salina e AR. 

Branco: GS (marcador de células satélites); Verde: NeuN (marcador neuronal); vermelho: c-FOS; azul: 
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DAPI (marcador nuclear) Aumento: 200x. Escala: 50 µm. Os valores são apresentados como média. 

Os valores são apresentados como média ± erro padrão da média (EPM) da porcentagem da área 

fluorescente positiva da expressão de Wnt-10b em comparação com a expressão de NeuN no grupo 

AR versus o grupo Salina no gânglio trigeminal (p=0.0001) e de b-Catenina em comparação com a 

expressão de Glutamina Sintetase no grupo AR versus o grupo Salina no gânglio trigeminal (p=0.0002) 

(Teste T de Student). GS: Glutamina Sintetase.  

 

DISCUSSÃO 

Nosso estudo mostrou a participação da via canônica Wnt na destruição articular, 

no comportamento nociceptivo e na sensibilização periférica na ATM de ratos 

artríticos. A AR na ATM ativa a via de sinalização Wnt/β-catenina, que por sua vez 

pode contribuir para a resposta dolorosa do animal por meio do aumento de citocinas 

pró-inflamatórias (De Sousa et al. 2019). Até onde é de nosso conhecimento, esse é 

o primeiro trabalho que investiga participação da via de sinalização Wnt/β-catenina na 

dor da via trigeminal. 

A degradação da cartilagem articular é caracterizada, inicialmente, pela perda de 

proteoglicanos para o fluido sinovial, acúmulo de água no tecido e fragilização da rede 

de colágeno. Como consequência, a cartilagem não consegue suportar a tensão 

necessária para conter a pressão osmótica ocasionada pelos proteoglicanos 

remanescentes. (Velosa et al. 2003). Com a progressão da doença, são observadas 

a perda da cartilagem articular e a erosão do osso subcondral (Lin et al. 2020). Essa 

erosão é iniciada na região lateral da interface cartilagem-osso. (Velosa et al. 2003).  

Nas análises histológicas da ATM, observamos uma redução significativa da 

metacromasia na cartilagem articular no grupo AR, sugerindo a perda de 

proteoglicanos. Além disso, foi constatado presença de destruição das camadas da 

cartilagem articular da ATM e reabsorção óssea na camada de recobrimento ósseo, 

localizada lateralmente a cartilagem articular. Esses achados histopatológicos 

reforçam a confiabilidade do modelo experimental em mimetizar as alterações 

articulares, sendo também importante para a compreensão da progressão da AR na 

ATM.  
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Na AR, a depleção de proteoglicanos e a degradação do colágeno levam à 

destruição da cartilagem articular, e as metaloproteinases da matriz (MMPs) têm um 

papel fundamental, estimulando, por exemplo a degradação do colágeno tipo I 

(Kuchler-Bopp et al. 2020). Nesse estudo, foi mostrado que na AR da ATM ocorre 

redução do colágeno tipo I (coloração vermelho-alaranjado) e aumento do colágeno 

tipo III (branco-esverdeado). Lemos et al (2016) mostraram que animais com artrite 

induzida por CFA na ATM apresentaram uma menor intensidade da coloração 

vermelho-alaranjada na birrefringência, sugerindo desarranjo da rede de colágeno e 

destruição dos componentes da matriz extracelular. Já Salo et al (1995) observaram 

uma maior quantidade de colágeno tipo III no côndilo mandibular em amostra tecidual 

de paciente com AR, sugerindo uma tentativa de reparo dessa cartilagem articular. 

 De Sousa et al (2019) avaliaram a imunoexpressão de TNF- alfa e Il-1 beta na 

membrana sinovial da ATM de ratos artríticos e constataram que o aumento da 

imunoexpressão dessas citocinas está associado com a presença de pannus. Na 

progressão da artrite, as células inflamatórias migram para a região de cartilagem 

articular, levando a degradação dessa cartilagem (McInnes and Schett, 2011) No 

nosso estudo, foi observado um aumento da imunoexpressão de IL-1b, TNF-a e IL-6 

na cartilagem articular dos animais artríticos. Essas citocinas pro-inflamatórias podem 

contribuir para a destruição articular na AR por meio da liberação das MMPs através 

da inibição de síntese de proteoglicanos em condrócito articular, suprimindo a síntese 

de colágenos II e IX e aumentando a produção do colágeno tipo III, levando a uma 

reparação tecidual inadequada (Veloso et al. 2003; García et al. 2010; Ghassemi-

Nejad et al. 2011; Narazaki, 2017).  

Foi observado que tanto a proteína Wnt-10b como a  b-catenina tiveram um 

aumento significativo da sua imunoexpressão no grupo AR, e esta via pode estar 

associada com a progressão dos danos articulares da ATM, assim como aumento das 

citocinas pró-inflamatórias, redução do colágeno tipo I, aumento do colágeno tipo III e 

redução dos proteoglicanos na cartilagem articular.  

A via canônica Wnt está envolvida na regulação da homeostase da cartilagem 

articular, desempenhando um papel crucial na proliferação celular e regulação do 

fenótipo dos condrócitos (Zheng et al. 2017). Com sua ativação, a proteína b-catenina 

é translocada da região citoplasmática para a região nuclear, e esta é responsável por 
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ativar fatores de transcrição gênica, como as MMPs. (Zhang et al., 2018). Zhang et al 

(2018) mostraram que a superexpressão de b-catenina, ocasionou uma upregulation 

da via canônica Wnt, e que esta desempenha um papel significativo no aumento da 

expressão da MMP-13 nos condrócitos, facilitando a degradação da matriz 

extracelular e induzindo a osteoartrite. 

C-Myc e a ciclina D1 são proteínas também ativadas pela translocação nuclear de 

b-catenina. C-Myc está envolvido na ativação, proliferação e transformação celular, 

sendo um importante marcador na regulação do crescimento das células sinoviais 

(Lee et al. 2019). Trabalhos relataram que a supressão de c-Myc foi capaz de reduzir 

efetivamente a proliferação de células sinoviais, inflamação, e a expressão de 

citocinas como a TNF-a, mostrando a importância dessa proteína como possível e 

importante alvo terapêutico para a AR (Hashiramoto et al., 1999; Lee et al. 2019). Já 

a ciclina D1 atua na proliferação dos condrócitos, sendo uma proteína-chave no ciclo 

celular (Zheng et al. 2017). Sun et al (2015) mostraram que o aumento da expressão 

de ciclina D1 ativou a via Wnt/β-catenina, estimulando a apoptose celular dos 

condrócitos e consequentemente, aumentando a secreção de TNF-a, IL-1b e IL-6. O 

aumento da imunoexpressão desses dois marcadores estão associados à ativação da 

via canônica Wnt no grupo AR. 

O aumento da expressão de citocinas pró-inflamatórias não ocasiona apenas 

repercussões a níveis de tecidos sinoviais, mas também contribui para o 

estabelecimento da sensibilização periférica (Bas et al. 2016). TNF-a e IL-1b atuam 

nos neurônios sensoriais primários, reduzindo o limiar de excitabilidade dos mesmos 

, contribuindo para a hiperalgesia na AR. (Bas et al. 2016). Já a citocina IL-6 é capaz 

de estimular a liberação do peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), 

potencializando a atividade neuronal, sugerindo sua atuação direta em neurônios 

nociceptivos (Favalli, 2020). Estudos experimentais mostraram que injeções de IL-6 

nas articulações do joelho desencadearam respostas aumentadas dos neurônios 

espinhais ao estímulo mecânico, sensibilizando as fibras C (Brenn et al. 2007). 

Em nosso estudo, o comportamento nociceptivo foi avaliado através do aparelho 

Von Frey eletrônico e a hipernocicepção observada na região de ATM em animais 

artríticos mostra a sensibilização de fibras nervosas periféricas. Lanzillo et al. (1998), 

em estudo em humanos, mostraram que o nervo periférico pode apresentar alterações 
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morfológicas e eletrofisiológicas, mesmo na ausência de evidência clínica de 

comprometimento do mesmo, sendo o ponto de partida para o envolvimento do 

Sistema Nervoso na AR. 

Nos gânglios sensitivos, os corpos celulares dos neurônios estão circundados por 

células satélites e a comunicação neurônio – célula satélite tem sido implicada na 

cronificação da dor e em processos inflamatórios (Takeda et al. 2007). Após lesão 

periférica, as células satélites reagem exibindo alterações morfofisiológicas 

secundárias a alterações neuronais, implicando na ativação de mecanismos de 

sinalização entre os neurônios e estas células. Takeda et al (2007) mostraram que as 

células satélites podem modular a excitabilidade dos neurônios nociceptivos do 

gânglio trigeminal via IL-1β, induzindo despolarização e aumento da expressão de 

receptor da interleucina-1 (IL-1R) no corpo neuronal. 

Em nosso estudo, observamos uma aumentada expressão de β-catenina em 

células satélites e de Wnt10b no corpo celular neuronal em gânglio trigeminal. Kim et 

al (2021) mostraram em um modelo de dor neuropática induzida por paclitaxel que há 

o aumento de expressão de Wnt3a, Wnt10a e de peptídeo relacionado ao gene da 

calcitonina (CGRP) em neurônios do gânglio da raiz dorsal da medula espinhal e de 

β-catenina em células satélites. Nesse estudo, os autores mostraram que a 

administração de antagonista da via canônica Wnt, reduziu a expressão de TNF-α, IL-

1β, proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1), Wnt3a, e de Wnt10a. 

 Zhang et al (2013) mostraram que as proteínas Wnt3a e β-catenina são expressas 

em gânglio e corno dorsal da medula espinhal em um modelo de dor neuropática em 

ratos, entretanto em nosso estudo observamos aumento da expressão da Wnt10b e 

de β-catenina somente em gânglio trigeminal e que há aumento de expressão de c-

Fos ao longo da via trigeminal. Não houve imunoexpressão de Wnt10b e de β-catenina 

no trato espinhal do trigêmeo no tempo avaliado de 24 h após a terceira injeção intra-

articular de mBSA (dados não mostrados).Desse modo, acreditamos que para melhor 

comprrender a participação via Wnt canônica, novos estudos deverão ser realizados 

para avaliar a cinética de imunoexpressão dessas proteínas ao longo da via trigeminal 

em diferentes tempos após a indução da AR na ATM, bem como investigar a 

participação das células gliais ao longo da cronificação da AR.. 
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Diante disso, concluímos que a via Wnt/b-catenina está associada com a 

progressão dos danos articulares e na sensibilização periférica no modelo 

experimental de AR na ATM. Um acompanhamento mais prolongado desse modelo 

experimental para a investigação da sensibilização do sistema nervoso central, com o 

uso de bloqueadores da via canônica Wnt, se faz necessário para o entendimento da 

dor e da inflamação, para posterior desenvolvimento de novos alvos terapêuticos para 

a AR crônica.   
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5. CONCLUSÃO  

Pode-se concluir que:  

1. Animais com AR na ATM apresentaram destruição das camadas da cartilagem 

articular, hiperplasia sinovial, presença de células inflamatórias na membrana 

sinovial, reabsorção da camada de recobrimento ósseo e redução da 

metacromasia, devido a diminuição dos proteoglicanos. 

2. Animais artríticos tiveram uma menor porcentagem da birrefringência de 

colágeno tipo I e aumento da porcentagem de colágeno tipo III na ATM. 

3. A AR na ATM aumentou a expressão de citocinas pro-inflamatórias como TNF-

a, IL-1 e IL-6 na membrana sinovial e na cartilagem articular, assim como ativou 

a via NF-kB. 

4. A AR na ATM ativa a via Canônica Wnt, e esta está relacionada com a 

progressão dos danos articulares e da membrana sinovial, aumentando a 

expressão de Wnt-10b, b-catenina, c-Myc e ciclina D1. 

5. A AR reduz limiar nociceptivos de ratos após as injeções intra-articulares de 

mBSA na ATM 

6. O grupo AR apresentou uma maior expressão de c-Fos na via trigeminal 

7. Animais atríticos apresentaram uma maior expressão de Wnt-10b e b-catenina 

no gânglio trigeminal. 
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