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

LUANE MACEDO DE SOUSA

PARTICIPAGAO DA VIA WNT/B-CATENINA NA INFLAMAGAO E NA
NOCICEPGAO DA ARTRITE CRONICA EXPERIMENTAL DA ARTICULAGAO
TEMPOROMANDIBULAR

Fortaleza
2021



LUANE MACEDO DE SOUSA

PARTICIPAGAO DA VIA WNT/B-CATENINA NA INFLAMAGAO E NA
NOCICEPGAO DA ARTRITE CRONICA EXPERIMENTAL DA ARTICULAGAO
TEMPOROMANDIBULAR

Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduagdo em Ciéncias Morfofuncionais
da Universidade Federal do Ceara como
parte dos requisitos para obtencao parcial
do titulo de Doutora em Ciéncias
Morfofuncionais

Area de Concentragdo: Morfofisiologia
Ossea e articular

Orientadora: Profa. Dra. Delane Viana
Gondim

Fortaleza
2021



LUANE MACEDO DE SOUSA

PARTICIPAGAO DA VIA WNT/B-CATENINA NA INFLAMACAO E NA
NOCICEPCAO DA ARTRITE CRONICA EXPERIMENTAL DA ARTICULACAO
TEMPOROMANDIBULAR

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de Pds-Graduagé&o em Ciéncias
Morfofuncionais, da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do
Ceara, como requisito parcial para
obtengao do Titulo de Doutora em Ciéncias
Morfofuncionais. Area de concentracio:
Morfologia Ossea e Articular

Aprovada em: I/

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Delane Viana Gondim (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Mariana Lima Vale
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Deysi Viviana Tenazoa Wong
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dra. Renata Ferreira de Carvalho Leitao
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. George de Azevedo Lemos
Universidade Federal de Alagoas (UFAL)



A Deus.
A todos que nao desistiram de fazer
pesquisa cientifica nesses tempos tao

dificeis.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ser a minha fortaleza, meu refugio e por sempre guiar os meus
caminhos. A Nossa Senhora de Fatima, intercessora, mae admiravel, obrigada por

cuidar e zelar pela minha saude e dos meus nesta pandemia.

Ao meu marido, Hudson, meu grande amor e companheiro, que acompanhou
e torceu de perto cada trajetoria pessoal e profissional da minha vida, nesses ultimos
quinze anos. E ao meu filho-pet, Sheik, meu melhor amigo, que em todos os
momentos esteve ao meu lado, fazendo companhia, e cuidando da minha mente

nesses tempos de pandemia.

Aos meus pais, Arthur e Elane, meu porto seguro, que sempre renunciaram
tanto pela educagéo dos seus filhos, e hoje comemoram a alegria em ter a primeira
filha doutora. E aos meus irmaos, Arlane, Darlano e Dayanne, meus exemplos e

torcedores fieis de cada conquista da minha vida.

A minha orientadora, Profa. Dra. Delane Viana Gondim, agradeco por
compartilhar seus conhecimentos comigo desde a graduagcdo. Uma mulher e
pesquisadora incrivel, inteligente, humana e ética, que despertou em mim ndo s6 o
amor pela Anatomia, mas pelo ensino e pela pesquisa cientifica. Obrigada por me
ensinar muito sobre a vida, sobre superar os obstaculos e persistir mesmo quando o
caminho segue tortuoso. Agradecgo pelos seus conselhos e especialmente, por ter
acreditado no meu potencial, quando nem eu mesma acreditava. Sou muito grata em
té-la como meu exemplo profissional e pessoal. Obrigada por tudo! Foi uma honra ser

sua primeira mestra e doutora, querida mae-cientifica!

Aos meus amigos e companheiros de pesquisa, o Delane’s Team, pois
nenhuma vitéria € alcangada sozinha. Sem voceés, esse titulo n&o seria possivel. Muito

obrigada Lorena Vieira, Joana Alves e Everton Cavalcante.

A minha parceira, Ana Carolina de Figueiredo Costa, meu braco direito,
minha gratiddo por ter me ajudado tanto nesses anos de doutorado, por ter
compartilhado as angustias de uma pesquisa, e ter torcido por cada resultado positivo.



Esse trabalho também & mérito seu!

Ao Laboratério de Farmacologia, da Inflamagéo e do Cancer (LAFICA), em
especial a Profa. Dra. Mariana Lima Vale, por todo apoio nesta trajetéria do
doutorado, pelo acompanhamento das analises no Confocal, e pelos seus

ensinamentos sobre neurofisiologia da dor.

A Dra. Anamaria Falcéo, por toda sua ajuda nas imunofluorescéncias, e por

ter compartilhado seus conhecimentos.

Ao Nucleo de Estudo em Microscopia e Processamento de Imagens (NEMPI),
em especial a Josy, pela sua disponibilidade e ajuda nas analises histopatoldgicas e
imunoistoquimicas. A Flavia, pelo suporte durante as técnicas de coloragdo e de
processamento das pecgas histoldgicas.

Ao laboratério de Patologia Oral, em especial ao técnico e amigo Alceu
Machado, por ter se disponibilizado a ajudar no processamento das pecas
histolégicas durante todo esse periodo de pandemia. Ao Osias e a Farah, pela ajuda
nas analises de colageno.

Ao Biotério Setorial do Porangabussu, por toda ajuda e ensinamento no

manuseio animais. Obrigada Wesley e Augusto.

A banca examinadora da defesa da tese, pela contribuicdo para o
engrandecimento deste trabalho.

Ao Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Ceara, minha
segunda casa durante esses sete anos de pds-graduacao, em especial aos técnicos
e amigos, Helson, Howard e Roberto, e a todos os colegas e funcionarios que

fizeram parte do meu convivio diario. Meu muito obrigada!

Ao corpo docente e técnico-administrativo da Pés-Graduagao em Ciéncias
Morfofuncionais, Programa o qual tenho muito orgulho em fazer parte. Obrigada
pelos ensinamentos e oportunidades.

A Universidade Federal do Ceara, obrigada por possibilitar a obtengéo de mais um
titulo académico.



RESUMO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenga inflamatdria crénica, progressiva e
sistémica, e estudos mostram que a articulagdo temporomandibular (ATM) esta
comumente envolvida. A via de sinalizagdo canbnica Wnt participa em muitas
condi¢des inflamatodrias. Por outro lado, essa via também desempenha um papel
essencial no desenvolvimento neuronal, estabelecimento e fortalecimento sinaptico e
na neuroplasticidade. O propdsito desse estudo foi avaliar a participagao da via de
sinalizacdo Wnt/B-catenina na ATM e ao longo da via trigeminal em ratos artriticos.
Para isso, ratos Wistar foram divididos em 2 grupos (n=6): Grupo AR e Salina. A
indugao da artrite foi realizada através de 3 injegbes intra-articulares (i.a.; 10ul/art)
semanais de albumina de soro bovino metilada (mBSA) na ATM esquerda. O grupo
Salina recebeu solugéo salina na ATM esquerda (i.a.; 10ul/art). Foram avaliados:
limiar nociceptivo, infiltrado inflamatorio, birrefringéncia do colageno tipo | e lll,
imunoistoquimica para IL-1B, TNF-a, IL-6, RANKL, NFkB, Wnt-10b, B-catenina, DKK1,
c-Myc e ciclina D1 da cartilagem articular e membrana sinovial, analise por
imunofluorescéncia para c-Fos, Wnt-10b e -catenina no ganglio trigeminal e no trato
espinhal do trigémeo. O grupo AR apresentou intenso infiltrado inflamatério e
hiperplasia da membrana sinovial, destruicdo articular, proliferacdo de fibras
colagenas tipo lll, aumento da imunoexpresséo das citocinas pro-inflamatorias e de
Wnt-10b, B-catenina, RANKL, NFkB e ciclina D1 na cartilagem articular e de c-Myc na
membrana sinovial (p < 0,05). Foram observadas redugédo do limiar nociceptivo e
aumento significante da expressao de Wnt-10b e de -catenina somente em géanglio
trigeminal e de c-Fos periférica e centralmente em ratos artriticos (p<0,05).
Concluimos que a via Wnt/B-catenina participa dos danos estruturais na ATM e esta

envolvida na sensibilizagado dolorosa periférica em ratos artriticos.

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

Sinalizagdo Wnt; Inflamacgéo; Dor; Marcadores do Trato Nervoso.



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/p-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.; 10pl/joint) of methylated bovine serum albumin
(mBSA) in the left TMJ. The Saline group received saline solution in the left TMJ (i.a.;
10ul/joint). It were evaluated: nociceptive threshold, inflammatory infiltrate,
birefringence of collagen fibers, immunohistochemistry for IL-13, TNF-a, IL-6, RANKL,
NFkB, 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 Ill collagen fibers, increased immunoexpression of pro-
inflammatory cytokines and Wnt-10b, p-catenin, RANKL, NFkB 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 p-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/p-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. INTRODUGAO GERAL

1.1. Anatomia e fisiopatologia da Articulagdo Temporomandibular (ATM)

A articulagdo temporomandibular (ATM) é uma articulagao sinovial biaxial,
bicondilar e complexa, que desempenha papel crucial na realizagdo dos movimentos
mandibulares (DE MORAES et al., 2015). Essa articulagéao € unica quando comparada
com outras articulagdes sinoviais, apresentando diferengcas na sua composi¢cao e no
seu desenvolvimento (WADHWA; KAPILA, 2008).

Histologicamente, a ATM apresenta uma cartilagem articular composta por 4
camadas ou zonas distintas de fibrocartilagem, responsaveis pela dissipagdo das
cargas mastigatorias, proliferagdo de condrdcitos, expresséo de colageno tipo l e ll, e
proteoglicanos (WADHWA,; KAPILA, 2008). Além disso, sua membrana sinovial,
composta por duas camadas, uma intima, denominada de camada de sinovidcitos,
que é responsavel pela producéo, secrecao e reabsorcao de fluidos sinoviais, sendo
importante para a manutengcdo da fisiologia articular, e outra denominada de
subintima, composta por tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos, fibroblastos,
macréfagos, mastécitos, adipécitos e algumas fibras elasticas (DIJKGRAAF et al.,
1996; NOZAWA-INOQUE et al., 2003; DE MORAES et al., 2015).

Doengas degenerativas nas articulagdes sinoviais podem ocorrer quando ha a
perda de equilibrio entre processos catabdlicos e anabdlicos envolvendo
diferenciagao, proliferagéo, sintese e degradagao dos condrdcitos (GE et al., 2017).
Esse processo é caracterizado pelo aumento da decomposicdo dos componentes da
matriz extracelular e é geralmente acompanhado por niveis aumentados de
mediadores inflamatdrios, como a interleucina (IL) -1, 6 e o fator de necrose tumoral
(TNF) -a (LEMOS et al.,, 2016). A membrana sinovial é responsavel por mediar
fisiologicamente esse processo, estimulando uma proliferagdo celular, e gerando um
tecido sinovial hipertrofico, denominado pannus (OKAMOTO et al., 2021). Com a
progresséo dessa inflamacéo sinovial, pode ocorrer degeneragao do tecido conjuntivo
e cartilaginoso, fibrose e perfuragéo do disco articular (OKAMOTO et al., 2021).
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1.2. Artrite Reumatoide na ATM

A artrite reumatoide (AR) € um exemplo de doenga inflamatdria cronica,
progressiva e sistémica caracterizada por inflamagédo sinovial, produgdo de
autoanticorpos e destruicdo da cartilagem e do tecido 6sseo (CUNHA et al., 2012;
SODHlI et al., 2017). Estima-se que 19% a 85,7% dos pacientes com AR apresentem
alteragbes na ATM, e 75% deles relatam envolvimento bilateral dessa articulagao
(RUPARELIA et al., 2014; AHMED et al., 2015; KROESE et al., 2020).

Em estagios iniciais da AR na ATM, pacientes apresentam dor a palpagao, porém,
as manifestagdes clinicas podem ter episddios de exacerbagdes e remissdes que
levam a perda de fungéo (CAMPOS et al., 2021). Em estagios avangados, os sintomas
podem incluir edema, movimentos mandibulares limitados, devido a restricdo da
translagao condilar, dor de cabega, trismo, estalos e espasmos musculares (KROESE
et al., 2020; RUPARELIA et al., 2014).

Dependendo do grau de progressdao da AR na ATM, o desgaste 6sseo podera
causar alteragdes na dimensao vertical da mandibula, resultando em mordida aberta
anterior, deficiéncia da capacidade mastigatoria e, nos casos mais graves, anquilose
temporomandibular (CAMPOS et al., 2021).

Patologicamente, a progressdo da AR causa inflamagao nas estruturas sinoviais
da ATM e é caracterizada pela hiperplasia sinovial (pannus), com presenga de células
inflamatoérias que invadem e degradam a matriz cartilaginosa e éssea (SHIM et al.,
2020). Anticorpos anti-CCP (ACPAs) e citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, IL-
1B, IL-6, causam a destruigdo 6ssea local (LEMOS et al., 2016; DE SOUSA et al.,
2019). Entretanto, a patogénese da progressédo da AR na ATM ainda nao é claramente

compreendida.
1.3. Modelos experimentais de Artrite Reumatoide na ATM

A patogénese da AR tem sido amplamente investigada em modelos experimentais.
Apesar das limitagdes inerentes de todos modelos de animais na AR, modelos em
murinos progrediram significativamente para a compreensdo de mecanismos
fundamentais na patogénese da AR e contribuiram para avangos importantes no
tratamento dessa doenga autoimune (ASQUITH et al., 2009).
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Estudos como mecanismos de dor e de inflamagdo, associado ao
comprometimento das estruturas intra-articulares, sdo encontrados em modelos de
artrite induzida por colageno, artrite induzida por colageno-anticorpo, artrite induzida
por antigeno (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 injegdes articulares de substancias que estimulam inflamacéo,
como Adjuvante Completo de Freund (CFA) e Carragenina, geram inflamagéao e
hiperplasia nos tecidos articulares. Porém, degeneragcdo da cartilagem e erosao
O0ssea, caracteristicas comuns da AR, ndo sao relatados com frequéncia 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 inflamatéria quando a articulagédo é estimulada,
primeiramente, por um antigeno (mMBSA em Adjuvante Completo de Freund — CFA), e
subsequentemente, desafiada por inje¢des intra-articulares do mesmo antigeno. Essa
inducdo cria uma monoartrite que pode durar de semanas a meses, dependendo da
retengéo do antigeno na articulagéo (QUINTEIRO et al., 2014; DE SOUSA et al., 2019;
COSTA et al., 2021).

Desse modo, o modelo por mBSA nédo estimula uma artrite sistémica, pois n&o
reproduz a violagdo da tolerancia enddgena, que é tipica da patogénese da AR.
Entretanto, é usado para a compreensao da inflamacdo 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 compreensado dos mecanismos biologicos da
patogénese da AR da ATM, ha escassos trabalhos que mostram o papel dessa
articulagdo 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 sinalizacdo responsaveis pela inflamacdo, degeneragdo tecidual e
manuteng¢ao da dor, nessa condigdo patologica, se fazem necessarios (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
“‘experiéncia sensorial e emocional desagradavel 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 inflamatéria da doenga. O
prognostico da dor na AR costuma ser ruim, mesmo a doenga sendo controlada de
maneira ideal (ZHANG; LEE., 2018; RAJA et al., 2020).

Pacientes com AR apresentam caracteristicas de dor semelhantes a dor
neuropatica, relatando “queimacao”, dor sob pressao, e ataques repentinos de dor
comparados a choques elétricos. Esses sintomas semelhantes aos neuropaticos
podem indicar mecanismos de dor comuns a AR e a dor neuropatica, associados ao
processamento anormal da dor central, que é evidenciado por reducido dos limiares
de dor em resposta a pressao e pelo aumento da atividade cerebral aos estimulos
dolorosos. (WALSH; MCWILLIAMS, 2014).

Varios 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 fungéo dos canais ibnicos (TPV1) por meio de receptores especificos
da superficie celular. As células microgliais recrutam outras células da microglia para
propagar a neuroinflamacdo, que em ultima estancia, ativa os astrocitos adjacentes,
ampliando o limiar inflamatério e resultando em dor inflamatéria crénica. (WALSH,;
MCWILLIAMS, 2014; HU et al., 2020).

O processamento da dor ocorre nos niveis espinhais e supraespinhais na AR,
ativando regibes do talamo, cortex sensorial e também areas do sistema limbico
(cortex cingulado e insular). Além dessas mudangas funcionais, pacientes com AR
apresentaram aumento da substéncia cinzenta dos ganglios da base. No entanto,
contribuicdes relativas de nocicepgao, sensibilizagao periférica e central em pacientes
artriticos, permanece incerta. (WALSH; MCWILLIAMS, 2014; ZHANG; LEE., 2018).
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1.5. Via de sinalizacao Wnt/pB-catenina

A via de sinalizagao Wnt participa de muitas condigdes patoldgicas (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 proliferacdo, sobrevivéncia,
migracao e adesao celular, sendo essencial na homeostase tecidual (SEN, 2005;
CORR, 2008). A via Wnt pode ser subdividida em vias dependentes de B-catenina

(canbnica) e independente de B-catenina (ndo candnica) (LIU et al., 2017).

A via candnica é a mais estudada e melhor compreendida até o momento. A
ligacdo de Wnt aos seus receptores (Frizzled e LRP5/6) inibe a glicogénio sintase
cinase 3 (GSK3), libertando a B-catenina do complexo de degradagao citoplasmatica
para B-catenina livre. O excesso de B-catenina é translocado para o nucleo e
transcreve genes-alvo, como ciclina D1, c-Myc, metaloproteinase de matriz (MMP) -3
e CD44 (CORR, 2008; BARON; KNEISSEL, 2013).

Varios estudos associam uma sinalizagao aberrante de Wnt no desenvolvimento
de doengas reumaticas (CORR, 2008; BARON; KNEISSEL, 2013; VAN DER BOSCH
et al., 2017). A via candnica Wnt pode promover hiperplasia sinovial e inflamacao,
formacao de pannus durante a progressao da doenga (SEN, 2005; DE SOUSA et al.,
2019). E esse processo destrutivo esta relacionado a presenga de autoanticorpos,
polimorfismo genético, envolvendo proteinas na via Wnt/3-catenina e marcadores de
inflamagéao, de cartilagem e de metabolismo ésseo (VAN DER BOSCH et al., 2017).
Uma sinalizagao excessiva da Wnt contribui para a degradacgao da cartilagem, e niveis
aumentados de [(-catenina foram encontrados em condrocitos articulares. Essa
ativacdo da B-catenina em células cartilaginosas maduras estimula a hipertrofia, a
mineralizagado da matriz e a expressao da MMP-13 e do fator de crescimento endotelial
vascular (CORR et al., 2008).

A sinalizagao de proteinas Wnt pode regular a resposta inflamatéria periférica em
disturbios crénicos, incluindo a AR (SHI et al., 2012). Entretanto, além de efeitos
inflamatdrios locais, a Wnt desempenha um papel essencial no desenvolvimento

neuronal, através de mecanismos que envolvem processos como nheurogénese,
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ramificagdo axonal e dendritica, formagéo de sinapses e plasticidade (SHI et al.,
2012).

1.6. Via Canonica Wnt no Sistema Nervoso

Componentes da via Wnt foram descritos nas principais subdivisbes do cértex
cerebral, bulbo olfatério, hipocampo, cerebelo e talamo. A proteina p-catenina é
responsavel por controlar a expressao de proteinas estruturais sinapticas, sugerindo
que a sinalizagado canbnica Wnt pode regular a excitabilidade neuronal no talamo
(OLIVA et al., 2018; ZHAO; YANG, 2018).

A sintese e secrecgao das proteinas Wnt neuronais sao controladas pela atividade
sinaptica. Nos neurénios do hipocampo, a ativagao de N-metil D-Aspartato (NMDA)
que € um aminoacido excitatério agonista do glutamato, causam translocagao nuclear
da [(B-catenina de regides pods-sinapticas e ativacdo de genes de expressdo. Nas
sinapses, a B-catenina interage com a caderina para regular a montagem sinaptica,
remodelagao e plasticidade. (ZHAO; YANG, 2018)

A expressédo de ligantes e de receptores Wnt s&o encontrados na sinaptogénese
e no desenvolvimento de dendritos no hipocampo. Na regido do bulbo olfatério e do
cerebelo, a presenca dessas proteinas sao detectadas nas células pos-sinapticas e
em outras células-alvos, enquanto que os receptores Frizzled e inibidores enddégenos

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

Durante o desenvolvimento da dor crdnica, neurénios espinhais no corno dorsal
da medula espinhal tornam-se sensibilizados e hiperativos (sensibilizagéo central).
Essa neuroinflamacgao esta presente em modelos animais de dor crbnica, estando
associados com aumento de expressao de citocinas pro-inflamatérias, como IL-6, IL-
18 e TNF-a (SHI et al., 2012).
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1.7. Via Canodnica Wnt na dor Neuropatica

A via Wnt/B-catenina tem sido descrita por estar relacionada com patogénese de
varios tipos de dor, como a dor induzida por lesdo de nervo periférico, dor crénica
associada a esclerose multipla, dor crénica associada ao HIV, dor de cancer 6sseo e
neuropatia periférica diabética (HU et al., 2020).

A ativacao da via de sinalizagcdo Wnt pode estimular a produg¢ao de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a e IL-13, exacerbando a dor neuropatica. Além disso, uma
proteina-alvo da via candnica Wnt, a ciclooxigenase-2 (COX-2), pode alterar fungao
celular regulando a expresséao de 6xido nitrico-sintase induzida (iNOS). (WANG et al.,
2020)

A proteina Wnt3a foi encontrada expressa na via nociceptiva neural em modelos
de dor de céancer 6sseo e de ligadura do nervo ciatico (ZHANG et al., 2013). Ja a
Wnt5a e a p-catenina (proteina-chave da via de sinalizacdo candnica), foram
expressos positivamente na regido 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 mecanica em modelo
de injuria de constrigao crénica. Ja o seu inibidor, Box5, foi responsavel 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 neuropatica em ratos com
artrite induzida por antigeno pela inibigdo da expressao de moléculas relacionadas a
dor através da via Wnt5a/B-catenina.

A dor e inflamagao na AR da ATM ativam a via trigeminal (BONFANTE et al., 2018),
e a via de sinalizagao Wnt/ B-catenina pode estar expressa nos tecidos periféricos e
centrais. Sabemos que a dor neuropatica e a dor na AR possuem mecanismos
semelhantes, e até onde é de nosso conhecimento, ndo ha estudos que mostrem a
associagdo da nocicepgao periférica e central trigeminal com a via de sinalizag&o
Whnt/B-catenina. O entendimento dessa relagao € importante para adogao de novas

terapéuticas no tratamento da dor e inflamagao na AR.
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2. PROPOSICAO

2.1. Objetivos

Os objetivos do presente trabalho foram separados de acordo com as
proposi¢coes de cada artigo.

ARTIGO 1
Objetivo Geral:

e Investigar a participacao das vias de sinalizagdo Wnt/pB-catenina e NF-kB em
um modelo experimental de artrite crénica induzida por albumina sérica bovina

metilada (MBSA) na articulagdo temporomandibular (ATM) de rato.

Objetivos Especificos:

e Avaliar a hipernocicep¢ao através do método de Von frey eletrébnico na ATM
dos animais com AR cronica;

o Verificar as alteragdes histopatologicas na membrana sinovial da ATM de ratos
no modelo de AR crénica experimental através da coloragdo em hematoxilina
e eosina (HE);

e Avaliar qualitativamente as alteragbes inflamatérias da ATM na membrana
sinovial;

e Avaliar imunoexpressdo de TNF-a e IL-1B na membrana sinovial da ATM de
ratos com AR experimental;

e Realizar analise imunoistoquimica para Wnt-10b, B-catenina, DKK-1, NF-xB e

RANK-L na membrana sinovial.

ARTIGO 2

Objetivo Geral:
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e Investigar a participagao da via Wnt/B-catenina na inflamagao e na nocicepgao

da artrite crGnica experimental da articulagdo temporomandibular.

Objetivos especificos:

e Avaliar a hipernocicepg¢ao através do método de Von frey eletrébnico na ATM
dos animais com AR cronica;

e Verificar as alteragdes histopatologicas da ATM de ratos no modelo de AR
crébnica experimental através da coloracao em hematoxilina e eosina (HE) e
azul de toluidina;

e Avaliar qualitativamente as alteragdes inflamatérias da ATM na cartilagem
articular;

e Realizar a quantificagdo da disposicao de fibras colagenas através da
coloragao de picrosirirus red;

e Avaliar a migracéo de células na cavidade articular através da contagem total
de leucdcitos;

e Avaliar imunoexpressédo de TNF-qa, IL-1p e IL-6 Wnt-10b, pB-catenina, Ciclina-
D1 na cartilagem articular da ATM de ratos artriticos;

¢ Realizar analise imunoistoquimica para C-myc na membrana sinovial da ATM;

e Realizar imunofluorescéncia para c-Fos, Wnt-10b e B-catenina no ganglio

trigeminal e subnucleo caudal do trato espinhal do trigémeo.
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3. DESENVOLVIMENTO

3.1. Capitulo

Essa tese possui aprovagdo da Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal do Ceara, sob protocolo de aprovagao numero 4747280219
(ANEXO 1).

O modelo dessa tese foi baseado no Regimento Interno do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Morfofuncionais da Universidade Federal do Ceara, onde
regulamenta o formato de modelo em artigo cientifico na lingua portuguesa para
apresentacao. Os resultados dessa pesquisa foram apresentados em forma de dois
artigos cientificos, em que o primeiro ja foi publicado em revista indexada (ANEXO 2).
O segundo artigo esta redigido de acordo com as normas da revista escolhida para
publicagao.

ARTIGO 1: Immunoexpression of canonical Wnt and NF-kB signaling pathways in the
temporomandibular joint of arthritic rats

PERIODICO: Inflammation Research

FATOR DE IMPACTO: 4.575 (2020)

ARTIGO 2: Participagdo Da Via Wnt/B-Catenina na inflamagéo e na nocicepgéo da

artrite crénica experimental da articulagdo temporomandibular
PERIODICO: Journal of Dental Research

FATOR DE IMPACTO: 6.116 (2020)
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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatéria crbnica, progressiva e
sistémica, e estudos mostram que a articulagdo temporomandibular (ATM) esta
comumente envolvida. A via de sinalizagdo canbnica Wnt participa em muitas
condigbes inflamatérias, e também desempenha um papel essencial no
desenvolvimento neuronal, estabelecimento e fortalecimento sinaptico e na
neuroplasticidade. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a participagao da
via de sinalizagao Wnt/B-catenina na articulagao temporomandibular (ATM) e ao longo
da via trigeminal em ratos artriticos. Ratos Wistar foram divididos em 2 grupos (n=6):
Grupo AR e Salina. A inducdo da artrite foi realizada através de 3 inje¢des intra-
articulares (i.a.; 10pl/art) semanais de albumina de soro bovino metilada (mBSA) na
ATM esquerda. O grupo Salina recebeu solugdo salina na ATM esquerda (i.a.;
10ul/art). Foram avaliados: limiar nociceptivo, infiltrado inflamatério, birrefringéncia do
colageno tipo I e lll, imunoistoquimica para IL-1p, TNF-a, IL-6, Wnt-10b, B-catenina, e
ciclina-D1 na cartilagem articular e c-Myc na membrana sinovial e analise por
imunofluorescéncia para c-Fos, Wnt-10b e -catenina no ganglio trigeminal e no trato
espinhal do trigémeo. O grupo AR apresentou intensa destruicdo articular, com
proliferagdo de fibras colagenas tipo Ill, aumento da imunoexpressédo das citocinas
pré-inflamatérias e de Wnt-10b, B-catenina e ciclina-D1 na cartilagem articular e de c-
Myc na membrana sinovial. Foram observadas redugdo do limiar nociceptivo e
aumento significante da expressao de Wnt-10b e de -catenina somente em ganglio
trigeminal e de c-Fos periférica e centralmente em ratos artriticos.Concluimos que a
via Wnt/B-catenina participa dos danos estruturais na cartilagem articular da ATM e

esta envolvida na sensibilizacdo dolorosa periférica em ratos artriticos.

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

Sinalizagdao Wnt; Inflamacgéo; Dor; Marcadores do Trato Nervoso.
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INTRODUGCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga inflamatdria crbnica, progressiva e
sistémica caracterizada por inflamagao sinovial, produ¢do de autoanticorpos e
destruicdo da cartilagem e do tecido ésseo (Cunha et al. 2012; Sodhi et al. 2015).
Estima-se que de 19% a 85,7% dos pacientes com AR apresentem alteragdes 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 sinalizagdo Wnt/B-catenina participa de muitas condi¢des patoldgicas,
incluindo a AR (Miao et al. 2013; Singh et al. 2015; Gatica-Andrades et al. 2017;
Humphries and Mlodzik, 2018). Varios estudos associam uma sinalizagao aberrante
de Wnt no desenvolvimento de doengas reumaticas (Corr, 2008; Baron and Kneissel,
2013; Van der Bosch et al. 2017). A via canbnica é a mais estudada e melhor
compreendida até o momento. A ligacado de Wnt aos seus receptores (Frizzled e
LRP5/6) inibe a glicogénio sintase cinase 3 (GSK3), libertando a B-catenina do
complexo de degradacdo do citoplasmatico para B-catenina livre. O excesso de [3-
catenina transloca-se para o nucleo e transcreve genes-alvo, como ciclina D1, c-MYC,
metaloproteinase de matriz (MMP) -3 e CD44 (Corr, 2008; Baron and Kneissel, 2013).

A via candnica Wnt pode promover hiperplasia sinovial e inflamacgé&o, formagao de
pannus durante a progressao da doenga (Sen, 2005). Uma sinalizagao excessiva da
Whnt contribui para a degradagao da cartilagem, e niveis aumentados de [(-catenina
foram encontrados em condrdcitos articulares, causando a hipertrofia, a mineralizagao
da matriz e a expressdo da MMP-13 e do fator de crescimento endotelial vascular
(Corr et al. 2008).

Além de efeitos inflamatorios locais, a Wnt desempenha um papel essencial no
desenvolvimento neuronal, através de mecanismos que envolvem processos como
neurogénese, ramificacdo axonal e dendritica, formacao de sinapses e plasticidade
(Shi et al. 2012).

Componentes da via Wnt foram descritos nas principais subdivisbes do cértex
cerebral, bulbo olfatério, hipocampo, cerebelo e talamo (Oliva et al. 2018; Zhao and
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Yang, 2018). Durante o desenvolvimento da dor cronica, neurénios espinhais no corno
dorsal da medula espinhal tornam-se sensibilizados e hiperativos (sensibilizagao
central). Essa neuroinflamacao esta presente em modelos animais de dor crénica,
estando associados com citocinas pré-inflamatérias, como IL-6, IL-13 e TNF-a (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 neuropatica em ratos com artrite
induzida por antigeno pela inibigdo da expressao de moléculas relacionadas a dor
através da via Wnt5a/b-catenina.

A dor neuropatica e a dor na AR possuem mecanismos semelhantes (Bas et al.
2016; Walsh and Mcwilliams, 2014). Pacientes com AR relatam “queimacgao”, dor sob
pressao, e ataques repentinos de dor comparados a choques elétricos. Esses
sintomas, associados ao processamento anormal da dor central, que é evidenciado
por reducao dos limiares de dor em resposta a pressao e pelo aumento da atividade
cerebral aos estimulos dolorosos, reforcam que a dor na AR esta relacionada a
condi¢ao neuropatica. (Walsh and Mcwilliams, 2014).

A dor e inflamacdo na AR da ATM é conduzida através da via trigeminal, e um
estudo prévio de nosso grupo mostrou que a via de sinalizagao Wnt/ 3-catenina esta
aumentada na ATM de animais artriticos (De Sousa et al. 2019), entretanto ndo ha
trabalhos que mostrem a associagdo da nocicepgao periférica e central da via
trigeminal com a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina. O entendimento dessa relagao &
essencial para a compreensao fisiopatolégica da AR, bem como, para fomentar
adogao de novas terapéuticas para a dor. Dessa forma, esse artigo investigou o
envolvimento da via de sinalizagdo Wnt/B-Catenina na destruicdo articular e na

nocicepgao da artrite crénica experimental da ATM.
MATERIAIS E METODOS
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 Ceara — UFC, e foram mantidos em gaiolas de polipropileno, recebendo
agua e comida ad libitum, em sala climatizada, com exaustdo de gases e reducédo de
ruidos. Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) sob protocolo de numero
4747280219, e seguiram as diretrizes do ARRIVE Guidelines UK.

Inducgao da artrite experimental e grupos experimentais

Os animais foram sensibilizados com 500 pg de mBSA em 200 pyL de uma
emulséo contendo 100 pL de solugao salina tamponada com fosfato (PBS) e 100 uL
de CFA foi administrado por injecdo subcutanea no dorso. As injegdes de refor¢o de
mBSA dissolvido em IFA foram administradas 7 e 14 dias apds a primeira imunizacgao,
em diferentes locais no dorso do animal. Vinte e um dias apos a injeg&o 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 inje¢ao intra-articular de mBSA (10 pg/articulagao) dissolvido em 10
ul de PBS. Injegcbes de reforgo na ATM foram dadas nos dias 28 e 35. Os animais
foram eutanasiados 24 horas apods a terceira indugdo. (De Sousa et al. 2019). Os
animais foram divididos em dois grupos: Grupo Salina - constituido por seis animais
que recebeu solugao salina 0,9% na ATM esquerda (10 pl/articulagéo), nos dias 21,
28 e 35 (apods a primeira sensibilizagdo subcutdnea com CFA), e eutanasiado 24 horas
apos a terceira injegdo de mBSA na ATM; Grupo AR - constituido por seis animais
submetidos a indugdo da AR por mBSA na ATM esquerda (10 pg/articulagéo), nos
dias 21, 28 e 35 (ap0s a primeira sensibilizagao subcutdnea com CFA), e eutanasiado

24 horas apos a terceira injecdo de mBSA na ATM.
Avaliagao da hipernocicepg¢ao

O limiar de nocicepgao do animal foi obtido através do registro da intensidade
de forca aplicada na regido da ATM, necessario para obtengdo de uma resposta
reflexa (movimento de retirada da cabega). Para isso, o aparelho Von Frey eletrénico
(Analgesimetro Digital, Insight, Sdo Paulo, Brasil), que é um transdutor de for¢a que
mede o limiar de nocicepgdo em gramas (g), foi aplicado perpendicularmente na
regido avaliada. Os animais foram submetidos a sessdes de condicionamento ao teste

de hipernocicep¢do mecénica durante os 5 dias que antecederam a realizagdo do
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experimento. Os animais foram mantidos durante 20 minutos em caixas plasticas e
submetidos a aplicagdo do aparelho Von Frey na regido da ATM esquerda. Um
observador foi treinado para a aplicagado gradual de pressdo na regido da ATM do
animal, e o aparelho foi automaticamente removido e o registro da pressdao em gramas
obtido assim que o animal realizou o movimento de retirada da cabeca. E importante
ressaltar que o observador ndo teve conhecimento do tipo de tratamento que os
animais receberam. No sexto dia, antes da avaliagao da hipernocicepg¢ao, os animais
foram tricotomizados na regido ao redor da ATM esquerda e mantidos em repouso
durante 20 minutos em caixas plasticas (De Sousa et al. 2019). Os testes foram
realizados nos dias 0, 1, 7 e 14 apos a indugao subcutanea de mBSA e Adjuvante de
Freund, e nos dias 20, 21, 28 e 35 apds cada injeg&o intra-articular de mBSA ou
Salina.

Analise Histopatolégica

Os ratos foram eutanasiados, e ATM e tecidos periarticulares foram fixados em
solugao de formol tamponado a 10% durante 24h e desmineralizados em solugao de
EDTA a 10%. Secgbes de 4 ym, que incluiam o condilo, cartilagem articular, disco
articular, membrana sinovial e tecido periarticular foram examinados através da
microscopia de luz (microscopio Leica). Os espécimes foram corados por
hematoxilina-eosina (HE) ou azul de toluidina. Foi feita uma descricdo qualitativa da
cartilagem articular e avaliada a intensidade de metacromasia por um patologista
experiente. As areas da cartilagem articular com maior intensidade de coloragéo
violeta indicam uma maior concentragao de proteoglicanos (Costa et al. 2021; Lemos
et al. 2016).

Analise da birrefringéncia de colageno

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

em banhos de acido cloridrico a 5%, contracoradas com hematoxilina de Harris e

montadas com Enhtellan®. A analise das laminas foi através de um microscopio de
luz polarizada (Leica - DM 2000), onde o colageno tipo | (maduro) apresenta coloragao
vermelho-alaranjada, e o colageno tipo Ill (imaturo), coloragdo branco-esverdeada.
Para quantificagdo do colageno tipo | e lll, cinco campos em um aumento de 400x

foram fotografados através de uma camera acoplada ao Microscopio Leica DM 2000.
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As fotomicrografias foram avaliadas pelo software de analise de imagem Image J
(RSB). (Ferreira et al. 2020)

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

Imunoistoquimica para TNF-a, IL-1p, IL-6, Wnt-10b, B-catenina, c-Myc e Ciclina
D1 foi realizada pelo método de streptavidina-biotina-peroxidase em cortes de
parafina. O tecido extraido e parafinizado foi cortado em secg¢des de 4 ym de
espessura e montados em laminas para microscopia revestidas em poli-L-lisina. Os
cortes foram desparafinizados, e apos recuperagao antigénica, com tampao de citrato
a 95° C, a peroxidase enddgena foi bloqueada com 3% (v/v) de perdxido de hidrogénio

por trinta minutos.

As secgdes foram incubadas com TNF-a (diluicdo 1:100 Abcam; Cambridge,
Reino Unido), IL-1B (diluicdo 1:100 Abcam; Cambridge, Reino Unido), IL-6 (1:100
Santacruz Biotechnology; Califérnia, Estados Unidos), Wnt-10b (diluicdo 1: 400;
Abcam; Cambridge, Reino Unido), B-Catenina (diluigdo 1:200; DAKO; Califérnia,
EUA), c-Myc (diluigao 1: 200; Abcam; Cambridge, Reino Unido); Ciclina D1 (diluigao
1: 200; Abcam; Cambridge, Reino Unido); diluidos em anticorpo DAKO diluente
overnight. As secgdes foram entéo incubadas por 30 min com polimero (Invision Flex
HRP, DAKO). Em relagéo a IL-6, a mesma foi incubada com complexo ABC (30
minutos), um conjugado de avidina-peroxidase (Strep ABC complex, Santa Cruz
Biotechnology, Califérnia, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante.

Os locais de ligagado dos anticorpos foram visualizados pela incubagdo com
solugdo de diaminobenzidina-H202 (DAB, DAKO; Califérnia, EUA). Sec¢des
incubadas com anticorpo diluente, sem o anticorpo primario incluido, foram
consideradas controles negativos. As laminas foram contrastadas com hematoxilina,
desidratadas em séries graduadas de alcoois, clareadas em xileno e cobertas com
laminulas. A marcagao positiva para estes anticorpos foi determinada por coloragéo
marrom no nivel do citoplasma na membrana sinovial. As células imunocoradas foram
contadas em cinco campos selecionados aleatoriamente (400X) sob um microscopio
(Leica DM 2000, Wetzlar, Alemanha). (De Sousa et al. 2019; Costa et al. 2021)
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Analise por imunofluorescéncia para c-Fos, Wnt-10b e 3-Catenina

O ganglio trigeminal e o subnucleo caudal do trato espinhal do trigémeo foram
removidos, colocados em PFA 4% por 2 horas e crioprotegidos em solugéo de
sacarose 30% durante 48h. Apds esse periodo, os tecidos foram embebidos em
Tissue-tek e armazenados a -80°C. Secgdes seriadas (10 um) dos tecidos nervosos
foram obtidas através do criostato. Para os ensaios de imunofluorescéncia, as
secgoes foram fixadas em metanol e recuperagao antigénica realizada em 0.1 M (pH
6.0) de tampéao citrato. Em seguida, permeabilizagdo da membrana nuclear foi
realizada, somente nas reagdes para marcacgao nuclear, com 0.1% triton X-100. Sitios
inespecificos foram bloqueados com 5% albumina de soro bovina e glicina 0.3 M em
todas as laminas. As amostras foram incubadas “overnight’” com anticorpo primario de
anti- cFos (1:200,Cell Signaling Technology, Denvers, MA, EUA) anti-Wnt-10b (1:300;
Abcam; Cambridge, Reino Unido) e anti--Catenina (1:300; Abcam; Cambridge, Reino
Unido). Logo apds, foi realizada incubagdo com anticorpo de coelho anti-IlgG
associado ao Alexa fluor 568. Para marcacdo dos corpos celulares neuronais, as
amostras foram incubadas com anticorpo para NeuN conjugado com Alexa fluor 488.
O DAPI sera acrescentado ao final para evidenciar os nucleos celulares. Para analises
com a f-catenina, as amostras foram incubadas também com a glutamina sintetase,
para evidenciar as células satélites. Os controles negativos de imunomarcagao foram
realizados através da omissao dos anticorpos primarios. Por ultimo, os slides foram
montados e fotografados através de microscopia confocal. A quantificagdo da area
fluorescente nas fotomicrografias foi realizada pela diferenciagdo dos pixels
fluorescentes pela saturagao de cor mais alta associada a fluorescéncia (vermelha ou
verde) com o software de andlise de imagem. Os limites superiores e inferiores
requeridos para definicdo de pixels selecionados e n&o-selecionados foram
previamente definidos pelo limite de cor. Os resultados de quantificagdo foram
apresentados em porcentagem, calculada pela fluorescéncia positiva em relagao a
fluorescéncia de NeuN, e para a B-catenina em relagao a fluorescéncia de Glutamina
Sintetase (Pontes et al. 2019).

ANALISE ESTATISTICA

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 variavel analisada se apresentavam com distribuicdo normal. Os dados foram
analisados através do teste de T de Student, para comparagao entre dois grupos: AR
e Salina. As analises estatisticas 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
Anidlise da hiperalgesia mecéanica da artrite induzida por mBSA

A avaliagao da hiperalgesia mecanica na ATM esquerda foi realizada no dia 0
(imediatamente antes da injecao subcutanea de mBSA e CFA) e nos dias 1, 7 e 14,
seis horas apods as indugdes subcutaneas. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os grupos (p>0.05), sugerindo que a administragéo subcutanea de
mMBSA nao induz alteragao no limiar nociceptivo na ATM.

Seis horas ap06s a primeira injecao intra-articular (21° dia), um novo registro foi
realizado, e observamos reducao significativa da hiperalgesia mecéanica (p=0,0001).
Nos dias 28 e 35, 6 horas apds a segunda e a terceira injegao intra-articular de mBSA

na ATM, respectivamente, o Ilimiar nociceptivo permaneceu baixo, sendo
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estatisticamente significativo em relagdo ao grupo Salina (p=0,0001) (figura 1).

Figura 1: Avaliagéo do limiar nociceptivo da AR induzida por mBSA na ATM de ratos ap6s as injegbes
intra-articulares A) Avaliagédo da hiperalgesia mecanica na ATM esquerda através do limiar de retirada
da cabeca seis horas apds o 1° desafio intra-articular nos grupos Salina e AR. B) Avaliagdo da
hiperalgesia mecénica na ATM esquerda através do limiar de retirada da cabeca seis horas apds o 2°

desafio intra-articular nos grupos Salina e AR. C) Avaliagao da hiperalgesia mecanica na ATM esquerda
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através do limiar de retirada da cabega seis horas apés o 3° desafio intra-articular nos grupos Salina e
AR (p =0,0001; Teste T de Student).

Analise histopatolégica da ATM

Na analise histopatolégica da ATM, nao foi observado alteragdes na cartilagem
articular dos animais do grupo Salina (Figura 2A). No grupo AR, entretanto, foi
visualizado extensa destruicdo das camadas da cartilagem articular, presenca de
infiltrado inflamatorio predominante mononuclear, com invasao do pannus no espago
infradiscal (Figura 2B). J4 na camada de recobrimento 6sseo, a do grupo Salina
manteve-se integra (Figura 2C), enquanto que a do grupo AR, apresentou-se com
areas de destruicdo, contendo locais de contato de osteoclastos com a matriz éssea,
formando depressdes chamadas de lacunas de Howship (Figura 2D).

Através da coloragdo da ATM por azul de toluidina, observamos que o grupo
Salina apresentou uma maior metacromasia na cartilagem articular, sugerindo alta
concentragao de proteoglicanos em sua matriz extracelular (Figura 2E). Ja o grupo
AR, exibiu uma intensa redu¢cdo da metacromasia, assim como uma desorganizagao
das camadas da cartilagem articular, sugerindo destruicdo articular e,

consequentemente, menor concentragédo de proteoglicanos (Figura 2F).
Anidlise de birrefringéncia de colageno na ATM

Qualitativamente, foi observado que o grupo Salina exibiu intenso brilho
vermelho-alaranjado, indicando um maior grau de compactagéo e organizagao de
fibras colagenas tipo |, em relagdo ao grupo AR (Figura 2G, 2l). Nos animais artriticos,
podemos observar uma redugdo significativa das fibras vermelhas-alaranjadas
(colageno tipo 1), além de uma maior desorganizagao da rede de fibras colagenas
Além disso, observamos uma maior intensidade da coloracdo branco-esverdeada

(colageno tipo Ill), sugerindo presenga de colageno imaturo (Figura 2H, 2J)..

Na analise quantitativa do colageno na ATM, os fragmentos teciduais revelaram
uma regido preenchida por colageno nos grupos AR e Salina, representando
77,00£3,530% (médiatEPM) e 69,86+5,130% (médiatEPM), respectivamente
(p=0,2849) (Figura 2K).
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Houve uma maior porcentagem de area preenchida por colageno tipo |
(maduro) (area vermelha-alaranjada) [40,06+2,405% (médiatEPM)] nos animais
Salina, em comparagdo ao grupo AR [13,24+2,905% (médiatEPM)], sendo
estatisticamente significativo (p=0,0001) (Figura 2L).

Entretanto, o percentual de colageno tipo Ill (imaturo) (area marcada em
branco-esverdeada) mostrou-se significativamente superior no grupo AR
[47,32,+3,858% (médiatEPM)] em relagdo ao grupo Salina [22,88+2,982%
(médiaztEPM)] (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 graficos de percentual de colageno. A) ATM do grupo Salina sem alteragées. B) ATM grupo AR,
mostrando destruicdo das camadas da cartilagem articular. C) Camada de recobrimento 6sseo integra do grupo Salina. D) Camada de recobrimento ésseo
com reabsorgéo e presenga 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 destruigdo 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. |) Imagem da ATM do grupo Salina corada por Picrosirius na Luz Polarizada,
apresentando intensa coloragao vermelha-alaranjada. J) Imagem da ATM do grupo AR corada por Picrosirius na Luz Polarizada, apresentando menor
intensidade da coloragédo vermelha-alaranjada e presenga de maior quantidade das fibras brancas-esverdeadas. K) Grafico do percentual total de colageno
dos grupos Salina e AR. L) Grafico do percentual de colageno tipo | dos grupos Salina e AR. M) Grafico do percentual de colageno tipo Il dos grupos Salina e

AR. Aumentos de 200x e 400x. — indica presenga de osteoclastos ativados na reabsorcdo da camada de recobrimento 6sseo.
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Avaliacao da Imunoistoquimica para IL-1B, TNF-a, IL-6, Wnt-10b, B-Catenina,

Ciclina D1 na cartilagem articular e c-Myc na membrana sinovial

A analise imunoistoquimica para TNF-a, IL-1pB e IL-6, Wnt-10b, B-Catenina e
Ciclina D1 mostrou um aumento da imunoexpressdao dessas citocinas, que foi
caracterizado pela marcagao de células com coloragdo acastanhada no citoplasma
das células da cartilagem articular de ratos submetidos a AR por mBSA, comparado
com o grupo Salina. Ja para c-Myc, a mesma marcagao de células foi utilizada para
quantificar células da membrana sinovial da ATM. N&o foi evidenciado
imunomarcagéo para nenhum dos anticorpos testados nas laminas utilizadas como
controle negativo, onde o anticorpo primario foi substituido por anticorpo diluente
(Dako).

A imunomarcacgéo para IL-1p, TNF-a e IL-6 na cartilagem articular foi observado
um aumento significativo da imunoexpresséo dessas citocinas no grupo AR, quando

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

Em relagdo a imunomarcagao das proteinas associadas a via candnica 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 crénica na ATM,
sendo estatisticamente significativo quando comparado ao grupo Salina (Figura 3).
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Figura 3: Fotomicrografias da imunoistoquimica para IL-1p3, TNF-a, IL-6, Wnt-10b, B-Catenina, Ciclina
D1 na cartilagem articular e c-Myc na membrana sinovial. Imunoexpresséo de IL-1p nos grupos Salina
e AR (A, B, C). Imunoexpressao de TNF-a nos grupos Salina e AR (D, E, F). Imunoexpresséao de IL-6
nos grupos Salina e AR (G, H, I). Imunoexpressdo de Wnt-10b nos grupos Salina e AR (J, K, L).
Imunoexpressao de B-Catenina nos grupos Salina e AR (M, N, O). Imunoexpresséao de Ciclina D1 nos
grupos Salina e AR (P, Q, R). Imunoexpresséo de c-Myc nos grupos Salina e AR na membrana sinovial
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(S, T, U). Aumento de 400x. Os valores sdo apresentados como média. Os valores sdo apresentados
como média + erro padréo da média (EPM) da porcentagem da area imunomarcada positivamente da
expressao 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 area
de células imunomarcadas.

Foi observado, também, um aumento da imunomarcacédo de c-Myc na
membrana sinovial do grupo AR, sendo estatisticamente significativo (p=0.0047)
(Figura 3). Nao foi observada marcagédo dessa proteina na cartilagem articular da
ATM.

Imunofluorescéncia para c-FOS, Wnt-10b e B-Catenina no géanglio trigeminal e

trato espinhal do trigémeo

Na imunofluorescéncia para o marcador de ativagcdo neuronal c-FOS, foi
observado que o grupo AR teve maior expressdo tanto no ganglio trigeminal
(p=0.0001), como no trato espinhal do trigémeo (p=0.0005), sendo estatisticamente

significativo comparado ao grupo Salina. (Figura 4)
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Figura 4: Expresséao de c-FOS em ganglio trigeminal e trato espinhal do trigémeo nos grupos Salina

e AR. Verde: NeuN (marcador neuronal); vermelho: c-FOS; azul: DAPI (marcador nuclear) Aumento:
200x. Escala: 50 um. Os valores sédo apresentados como média. Os valores sdo apresentados como
média t erro padréo da média (EPM) da porcentagem da area fluorescente positiva da expressao de
c-FOS em comparagao com a expressdo de NeuN no grupo AR versus o grupo Salina no ganglio

trigeminal (p=0.0001) e no trato espinhal do trigémeo (p=0.0005) (Teste T de Student).
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GANGLIO TRIGEMINAL

TRATO ESPINHAL DO
TRIGEMEO

SALINA

O grupo AR teve aumento significativo da expressdo da proteina Wnt-10b nas
células do ganglio trigeminal (p=0.0001) em relagdo ao grupo Salina. Nao foi

observada marcagao dessa proteina na regiao de trato espinhal do trigémeo. (figura
5)

Na imunofluorescéncia para p-catenina, marcador principal da via canénica Whnt,
foi observado aumento significativo na regido de ganglio trigeminal dos ratos artriticos,
quando comparado ao grupo Salina (p=0.0002), estando expresso em regiao de
células satélites. Nao foi observada marcagcdo de p-catenina no trato espinhal do
trigémeo (Figura 5).
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Figura 5: Expressao de Wnt-10b e p-Catenina em ganglio 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 um. Os valores s&o apresentados como média.
Os valores sao apresentados como média + erro padrao da média (EPM) da porcentagem da area
fluorescente positiva da expressao de Wnt-10b em comparagédo com a expressédo de NeuN no grupo
AR versus o grupo Salina no ganglio trigeminal (p=0.0001) e de b-Catenina em comparagéo com a
expressao de Glutamina Sintetase no grupo AR versus o grupo Salina no ganglio trigeminal (p=0.0002)
(Teste T de Student). GS: Glutamina Sintetase.

DISCUSSAO

Nosso estudo mostrou a participacao da via canénica Wnt na destrui¢ao articular,
no comportamento nociceptivo e na sensibilizagdo periférica na ATM de ratos
artriticos. A AR na ATM ativa a via de sinalizagcao Wnt/B-catenina, que por sua vez
pode contribuir para a resposta dolorosa do animal por meio do aumento de citocinas
pro-inflamatérias (De Sousa et al. 2019). Até onde é de nosso conhecimento, esse é
o primeiro trabalho que investiga participagédo da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina na

dor da via trigeminal.

A degradagao da cartilagem articular é caracterizada, inicialmente, pela perda de
proteoglicanos para o fluido sinovial, acumulo de agua no tecido e fragilizagao da rede
de colageno. Como consequéncia, a cartilagem ndo consegue suportar a tenséo
necessaria para conter a pressdo osmoética ocasionada pelos proteoglicanos
remanescentes. (Velosa et al. 2003). Com a progressao da doenga, sao observadas
a perda da cartilagem articular e a erosao do osso subcondral (Lin et al. 2020). Essa
erosao é iniciada na regido lateral da interface cartilagem-osso. (Velosa et al. 2003).

Nas analises histolégicas da ATM, observamos uma reducdo significativa da
metacromasia na cartilagem articular no grupo AR, sugerindo a perda de
proteoglicanos. Além disso, foi constatado presenca de destruicdo das camadas da
cartilagem articular da ATM e reabsorgéo 6ssea na camada de recobrimento ésseo,
localizada lateralmente a cartilagem articular. Esses achados histopatolégicos
reforcam a confiabilidade do modelo experimental em mimetizar as alteragdes
articulares, sendo também importante para a compreensao da progressédo da AR na
ATM.
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Na AR, a deplecdo de proteoglicanos e a degradacdo do colageno levam a
destruicdo da cartilagem articular, e as metaloproteinases da matriz (MMPs) tém um
papel fundamental, estimulando, por exemplo a degradagdo do colageno tipo |
(Kuchler-Bopp et al. 2020). Nesse estudo, foi mostrado que na AR da ATM ocorre
redugéo do colageno tipo | (coloragdo vermelho-alaranjado) e aumento do colageno
tipo Ill (branco-esverdeado). Lemos et al (2016) mostraram que animais com artrite
induzida por CFA na ATM apresentaram uma menor intensidade da coloragéo
vermelho-alaranjada na birrefringéncia, sugerindo desarranjo da rede de colageno e
destruicdo dos componentes da matriz extracelular. Ja Salo et al (1995) observaram
uma maior quantidade de colageno tipo Il no céndilo mandibular em amostra tecidual

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

De Sousa et al (2019) avaliaram a imunoexpressao de TNF- alfa e II-1 beta na
membrana sinovial da ATM de ratos artriticos e constataram que o aumento da
imunoexpressao dessas citocinas esta associado com a presenca de pannus. Na
progresséo da artrite, as ceélulas inflamatorias migram para a regido de cartilagem
articular, levando a degradagao dessa cartilagem (Mclnnes and Schett, 2011) No
nosso estudo, foi observado um aumento da imunoexpresséo de IL-18, TNF-a e IL-6
na cartilagem articular dos animais artriticos. Essas citocinas pro-inflamatorias podem
contribuir para a destrui¢cao articular na AR por meio da liberagdo das MMPs atraves
da inibi¢cdo de sintese de proteoglicanos em condrdcito articular, suprimindo a sintese
de colagenos Il e IX e aumentando a produgéo do colageno tipo lll, levando a uma
reparacgao tecidual inadequada (Veloso et al. 2003; Garcia et al. 2010; Ghassemi-
Nejad et al. 2011; Narazaki, 2017).

Foi observado que tanto a proteina Wnt-10b como a p-catenina tiveram um
aumento significativo da sua imunoexpresséo no grupo AR, e esta via pode estar
associada com a progressao dos danos articulares da ATM, assim como aumento das
citocinas pro-inflamatorias, redugao do colageno tipo I, aumento do colageno tipo Il e
reducdo dos proteoglicanos na cartilagem articular.

A via canbnica Wnt esta envolvida na regulagdo da homeostase da cartilagem
articular, desempenhando um papel crucial na proliferagdo celular e regulacédo do
fendtipo dos condrdcitos (Zheng et al. 2017). Com sua ativagao, a proteina -catenina

é translocada da regiao citoplasmatica para a regido nuclear, e esta é responsavel por
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ativar fatores de transcricao génica, como as MMPs. (Zhang et al., 2018). Zhang et al
(2018) mostraram que a superexpressao de B-catenina, ocasionou uma upregulation
da via candénica Wnt, e que esta desempenha um papel significativo no aumento da
expressdo da MMP-13 nos condrocitos, facilitando a degradagcdo da matriz

extracelular e induzindo a osteoartrite.

C-Myc e a ciclina D1 sao proteinas também ativadas pela translocac&o nuclear de
B-catenina. C-Myc esta envolvido na ativagao, proliferagao e transformagao celular,
sendo um importante marcador na regulacdo do crescimento das células sinoviais
(Lee et al. 2019). Trabalhos relataram que a supressao de c-Myc foi capaz de reduzir
efetivamente a proliferagcdo de células sinoviais, inflamagédo, e a expressdo de
citocinas como a TNF-a, mostrando a importancia dessa proteina como possivel e
importante alvo terapéutico para a AR (Hashiramoto et al., 1999; Lee et al. 2019). Ja
a ciclina D1 atua na proliferagdo dos condrécitos, sendo uma proteina-chave no ciclo
celular (Zheng et al. 2017). Sun et al (2015) mostraram que o aumento da expressao
de ciclina D1 ativou a via Wnt/B-catenina, estimulando a apoptose celular dos
condrdcitos e consequentemente, aumentando a secregcao de TNF-a, IL-1B e IL-6. O
aumento da imunoexpressao desses dois marcadores estdo associados a ativagao da

via canénica Wnt no grupo AR.

O aumento da expressao de citocinas proé-inflamatérias ndo ocasiona apenas
repercussées a niveis de tecidos sinoviais, mas também contribui para o
estabelecimento da sensibilizacédo periférica (Bas et al. 2016). TNF-a e IL-13 atuam
nos neurdnios sensoriais primarios, reduzindo o limiar de excitabilidade dos mesmos
, contribuindo para a hiperalgesia na AR. (Bas et al. 2016). Ja a citocina IL-6 é capaz
de estimular a liberagdo do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),
potencializando a atividade neuronal, sugerindo sua atuagdo direta em neurdnios
nociceptivos (Favalli, 2020). Estudos experimentais mostraram que injegbes de IL-6
nas articulagbes do joelho desencadearam respostas aumentadas dos neurdnios
espinhais ao estimulo mecanico, sensibilizando as fibras C (Brenn et al. 2007).

Em nosso estudo, o comportamento nociceptivo foi avaliado através do aparelho
Von Frey eletrbnico e a hipernocicepgao observada na regido de ATM em animais
artriticos mostra a sensibilizagao de fibras nervosas periféricas. Lanzillo et al. (1998),

em estudo em humanos, mostraram que o nervo periférico pode apresentar alteracoes
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morfolégicas e eletrofisiolégicas, mesmo na auséncia de evidéncia clinica de
comprometimento do mesmo, sendo o ponto de partida para o envolvimento do

Sistema Nervoso na AR.

Nos ganglios sensitivos, os corpos celulares dos neurdnios est&do circundados por
células satélites e a comunicagédo neurénio — célula satélite tem sido implicada na
cronificagdo da dor e em processos inflamatorios (Takeda et al. 2007). Apds lesao
periférica, as células satélites reagem exibindo alteragcbes morfofisioldégicas
secundarias a alteragbes neuronais, implicando na ativagdo de mecanismos de
sinalizagao entre os neurdnios e estas células. Takeda et al (2007) mostraram que as
células satélites podem modular a excitabilidade dos neurbnios nociceptivos do
ganglio trigeminal via IL-13, induzindo despolarizagdo e aumento da expressao de
receptor da interleucina-1 (IL-1R) no corpo neuronal.

Em nosso estudo, observamos uma aumentada expressdo de B-catenina em
células satélites e de Wnt10b no corpo celular neuronal em géanglio trigeminal. Kim et
al (2021) mostraram em um modelo de dor neuropatica induzida por paclitaxel que ha
o aumento de expressao de Wnt3a, Wnt10a e de peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) em neurdnios do ganglio da raiz dorsal da medula espinhal e de
B-catenina em células satélites. Nesse estudo, os autores mostraram que a
administragao de antagonista da via canénica Wnt, reduziu a expressao de TNF-q, IL-
1B, proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), Wnt3a, e de Wnt10a.

Zhang et al (2013) mostraram que as proteinas Wnt3a e 3-catenina s&o expressas
em ganglio e corno dorsal da medula espinhal em um modelo de dor neuropatica em
ratos, entretanto em nosso estudo observamos aumento da expressao da Wnt10b e
de B-catenina somente em géanglio trigeminal e que ha aumento de expresséo de c-
Fos ao longo da via trigeminal. Nao houve imunoexpresséo de Wnt10b e de 3-catenina
no trato espinhal do trigémeo no tempo avaliado de 24 h apds a terceira injegdo intra-
articular de mBSA (dados ndao mostrados).Desse modo, acreditamos que para melhor
comprrender a participagédo via Wnt canbnica, novos estudos deverao ser realizados
para avaliar a cinética de imunoexpressao dessas proteinas ao longo da via trigeminal
em diferentes tempos apds a inducdo da AR na ATM, bem como investigar a

participagédo das células gliais ao longo da cronificacdo da AR..
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Diante disso, concluimos que a via Wnt/B-catenina esta associada com a
progressdo dos danos articulares e na sensibilizacdo periférica no modelo
experimental de AR na ATM. Um acompanhamento mais prolongado desse modelo
experimental para a investigagcédo da sensibilizagao do sistema nervoso central, com o
uso de bloqueadores da via candnica Wnt, se faz necessario para o entendimento da
dor e da inflamacao, para posterior desenvolvimento de novos alvos terapéuticos para

a AR cronica.
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5. CONCLUSAO
Pode-se concluir que:

1. Animais com AR na ATM apresentaram destruigdo das camadas da cartilagem
articular, hiperplasia sinovial, presencga de células inflamatérias na membrana
sinovial, reabsorcdo da camada de recobrimento Osseo e redugdo da
metacromasia, devido a diminuigdo dos proteoglicanos.

2. Animais artriticos tiveram uma menor porcentagem da birrefringéncia de
colageno tipo | e aumento da porcentagem de colageno tipo Il na ATM.

3. A AR na ATM aumentou a expressao de citocinas pro-inflamatérias como TNF-
a, IL-1 e IL-6 na membrana sinovial e na cartilagem articular, assim como ativou
a via NF-xB.

4. A AR na ATM ativa a via Canbnica Wnt, e esta esta relacionada com a
progressdo dos danos articulares e da membrana sinovial, aumentando a
expressao de Wnt-10b, f—catenina, c-Myc e ciclina D1.

5. A AR reduz limiar nociceptivos de ratos apds as inje¢des intra-articulares de
mBSA na ATM

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

7. Animais atriticos apresentaram uma maior expressao de Wnt-10b e B-catenina

no ganglio trigeminal.
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Abstract

Objective To investigate the participation of canonical Wnt and NF-kB signaling pathways in an experimental model of
chronic arthritis induced by methylated bovine serum albumin (mBSA) in rat temporomandibular joint (TMJ).

Materials and methods Wistar rats were sensitized by mBSA+Complete Freund Adjuvant (CFA)/Incomplete Freund Adju-
vant (IFA) on the first 14 days (1 x/week). Subsequently, they received 1, 2 or 3 mBSA or saline solution injections into
the TMIJ (1 x/week). Hypernociceptive threshold was assessed during the whole experimental period. 24 h after the mBSA
injections, the TMJs were removed for histopathological and immunohistochemical analyses for TNF-a, IL-1p, NF-xB,
RANKL, Wnt-10b, B-catenin and DKK1.

Results The nociceptive threshold was significantly reduced after mBSA injections. An inflammatory infiltrate and thickening
of the synovial membrane were observed only after mBSA booster injections. Immunolabeling of TNF-a, IL-18 and Wnt-10b
was increased in the synovial membrane in arthritic groups. The immunoexpression of nuclear B-catenin was significantly
higher only in the group that received 2 booster TMJ injections. However, NF-xB, RANKL and DKK1 immunoexpression
were increased only in animals with 3 mBSA intra-articular injections.

Conclusion Our results suggest that canonical Wnt and NF-kB signaling pathways participate in the hypernociception and
inflammatory response in TMJ synovial membrane during the development of rheumatoid arthritis in rats.

Keywords Arthritis - Rheumatoid - Inflammation - Wnt signaling pathway - NF-kappa B kinase - Synovial membrane -
Temporomandibular joint

Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is an example of a chronic, pro-
gressive and systemic inflammatory disease characterized
by synovial inflammation and hyperplasia, production of
autoantibodies and destruction of cartilage and bone [1, 2].

Responsible Editor: Jason J. McDougall. RA affects approximately 1% of the adult population [3] and
. . . . R its etiology is still unknown [4]. It is estimated that 65% of
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synovial hyperplasia, connective tissue degeneration, fibro-
sis and perforation of the articular disc [7).

Experimental models of RA are useful to replicate many
characteristic features of the human disease. The arthrits
induced by methylated bovine serum albumin (mBSA)
reproduces an immunomediated inflammation with the pres-
ence of pro-inflammatory cytokines, cellular hypertrophy,
angiogenesis and cartilage and bone destruction [8-10). An
interesting goal of this experimental model is that it pro-
motes a monoarthritis. Thus, the contralateral joint can be
used as internal control [11).

Wat pathway regulates cell homeostasis processes, such
as cell differentiation, proliferation, migration and adbesion
and participates in many pathological conditions [12-14],
including RA (4, 15). There are art least 3 types of Wat
pathways. Among them, the canonical pathway is the most
studied and best understood so far. The biding of Wat to its
receptor inhibats the glycogen synthase kinase 3-f, releasing
P-catenin from its destruction complex and increasing the
presence of the cytoplasmic-free f-catenin. This f-cateain
excess translocates into the nucleus and induces a cellular
response throughout gene transduction [4]. The canonical
Wit pathway can promote synovial hyperplasia and inflam-
mation, pannus formation and bone and cartlage erosion
during the progression of this disease [15).

The activation of the nuclear factor-kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells (NF-xB) pathway is the most
critical signaling in mnflammatory processes and it is closely
invelved in chronic inflammatory disorders, including RA
[16). NF-xB has the ability to control the expression of
gene products affecting vanious cellular responses, includ-
ing cell proliferation and apoptosis [17). This signaling
can stimulate neoangiogenesis and inflammation in the
synovial membrane [18]. During the rheumatic disease,
chondrocytes express many of NF-xB-mediated cytokines
and chemokines, such as TNF-a, IL-1p, [L-8 and receptor
activator of NF-kB (RANKL), increasing the synthesis of
catabolic factors and further inflammation [18). In human
TMJ arthritis, the NF-xB activation in synovial fibroblasts
is associated with COX-2 expression induced by TNF-a,
contributing 1o nociceptive sensitization and inflammatory
response [7).

There is a functional cross-regulation between canonical
Wnt pathway and NF-xB signaling in the pathogenesis of
vanous inflammatory diseases [19] but this correlation 18
not fully elucidated in TMJ RA. Therefore, considering the
role of the host response in the destruction of the TMJ dur-
ing RA, experimental studies are essential to understand the
pathological mechanisms underlying the tssue breakdown,
leading to the development of new therapeutic approaches.
For this purpose, our group nvestigated the morphological
changes of the synovial membrane during the development
of TMJ arthrius, as well as the participation of canonical
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Wit and NF-kB pathways in the progression of this chronic
disease,

Materials and methods
Ethics statement

The experimental procedures were approved by the Insti-
tutional Animal Care and Use Committee of the Federal
University of Ceard, Brazil (No. 35/15) and performed in
accordance with their Animal Care Standards. All rats were
boused in a room that was held at a constant ambient tem-
perature (22-24 °C) with a 12-h light/dark cycle and easy
access 1o food and water.

TMJ rheumatoid arthritis induction
and experimental groups

The experiments were performed in 24 male Wistar rats
(200-250 g). The animals were divided into the following
groups (n=6): control (C), with animals not submitted 10 RA
induction; mBSA (1)/Saline (1), with animals that recesved 1
intra-artscular injection of mBSA in the left TMJ and 0.9%
saline solution in the right TMJ; mBSA (2)/Saline (2), with
animals that received 2 intra-artscular injections of mBSA
in the left TMJ and saline solution in the right TMJ, mBSA
(3)/Saline (3), with animals that received 3 intra-articular
injections of mBSA in the left TMJ and saline solution in
the right TMJ. Initially, the mBSA groups were sensitized
with 500 pg of mBSA in 200 pL of an emulsion containing
100 pL of phosphate-buffered saline (PBS) and 100 pL of
Complete Freund Adjuvant (CFA), which was subcutane-
ously administered. Booster injections of mBSA dissolved
in Incomplete Freund Adjuvant (IFA) were administered 7
and 14 days after the first immunization [20). Twenty-one
days after subcutaneous injections, the animals were intra-
peritoneally anesthetized with ketamine 10% (70 mg/kg) and
xylazine 2% (6 mg/kg) and the arthritis was iduced i the
left TMJ in immunized animals by an intra-articular injec-
tion of mBSA (10 pg/articulation) dissolved in 10 pL of
PBS. Booster injections of mBSA were given on days 28 and
35 [20). The animals were euthanized 24 h after each mBSA
injection in the left TMJ. The control group did not receive
any mBSA administration. The animals that received 1, 2
or 3 mBSA injections in the left TMJ, also received saline
(0.9%; 10 pL; iart) in the right TMJ [Saline (1), Saline (2)
and Saline (3)). (Supplementary File).

Evaluation of mechanical hyperalgesia

Mechanical hyperalgessa in TMJ was evaluated by measur-
ing the mntensity of force that needed to be applied 1o the
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TMIJ region until a reflex response occurs (e.g., head with-
drawal). For this purpose, a dagital analgesymeter (electronic
von Frey Digial, Insight Instruments, S3o Paulo, SP, Brazl)
was used to measure the nociceptive threshold (in grams)
when the transducer was applied to the surface of the TMJ
area. The measurements were performed by a calibrated
examiner unaware of the rendered treatments [21].

The animals were subjected to a conditioning session of
head withdrawal threshold measurements in the experimen-
tal room for § consecutive days under controlled tempera-
tures and low illumination. The mechanical hyperalgesia
tests were performed on days 0, 1,3,6,7, 11,13, 14, 18 and
20) after the subcutaneous induction of mBSA and Freund's
Adjuvant, and on days 21 (6 h after the frst intra-articular
injection of mBSA), 24, 28, 31 and 35.

Histopathological analysis

The rats were euthanized, and the TMJ and periarticular
tissue were removed. The tissues were fixed in 10% neutral
buffered formalin for 24 h, demineralized in 10% EDTA,
embedded in paraffin and sectioned along the long axis
of the TMJ. Sections (4 pm) with condyle, articular disc,
synovial membrane, articular cartilage, and periarticular
tissue were evaluated under light microscopy (Leica DM
2000, Wetzlar, Germany). The specimens were stained with
hematoxylin—eosin (HE) and the sections were evaluated by
a blinded and expenienced pathologist. Scores were semi-
quantitatively given for the evaluated parameters: inflam-
matory infiltrate and thickening of the synovial membrane.
Sections were classified on a 0-3 scale for inflammatory
infiltrate, where: O=no infiltrate; 1 =discrete infiltration in
synovium, 2 =moderate synovial infiltrate; 3 =intense syno-
vial infiltration. For thickening of the synovial membrane,
a scale of (-3 was used, where: 0=no thickening; 1=dis-
crete thickening of the synovial membrane; 2=moderate
synovial thickening; 3 =intense thickening of the synovial
membrane [22].

Immunohistochemical analysis for TNF-q, IL-1p,
NF-xB, RANKL, Wnt-10b, B-catenin and DKK1

Immunohistochemistry for TNF-q, [L-1p, NF-xB, RANKL,
Wnt-10b, f-catenin and DKK1 were performed on groups
mBSA (2) and mBSA (3), using the streptavidin-biotin per-
oxidase method in formalin-fixed, paraffin-embedded ts-
sue sections (4-pm thick) mounted on poly-L-lysine-coated
microscope slides. The right TMJ of saline mBSA (2) and
saline mBSA (3) were used as control. After deparaffiniza-
tion, antigenic recuperation was performed with retrieval
solution with citrate buffer (pH 6.0) for 20 min at 95 °C.
Endogenous peroxidase was blocked with 3% H,0, for
10 min to reduce non-specific binding. The sections were

then incubated with anti-TNF-a 1:100 (Abcam; Cambradge,
UK), anti-IL-1f 1:100 (Abcam; Cambridge, UK), anti-
NF-xB P50 1:400 (Santa Cruz Biotechnology; California,
USA), anti-RANKL (1:100 dilution; Santacruz Biotech-
nology, California, USA), anti-Wnt-10b (1:400 Abcam,
Cambridge, UK), anti-f-Catenin (1:200 dilution, DAKO,
California, USA) and anti-DKK1 (1:100 dilution; Santacruz
Biotechnology, California, USA), diluted in DAKO antibody
diluent for 1 h. The antibody binding sites were visualized by
the incubation with diaminobenzidine-H,0, (DAB, DAKO,
California, USA) solution. A negative coatrol lacking the
primary antibody was performed i parallel with incubation.
Slides were counterstained with hematoxylin, dehydrated in
graded alcohol series, cleared in xylene and coverslipped.
Positivity for TNF-a, IL-15, NF-xB, RANKL, Wat-10b and
DKK1 was determined by brown staining at the level of the
cytoplasm in synovial membrane. For f-catenin, positive
staining was labeled separately for cytoplasm and nucleus.
The sections were evaluated by an examiner unaware of
the treatment. Cytoplasmatic and nuclear quantification of
immunolabeled cells of the synovial membrane were per-
formed in five randomly selected high-power (400 x) fields
under a microscope (Leica DM 2000, Wetzlar, Germany),
and the percentage average value was used as the final
immunoreactivity value [23].

Statistical analysis

The data were presented as mean + SEM or as medians with
varigtion range (maximum and minimum) when appropriate
from 6 animals per group. One-way ANOVA or two-way
ANOVA both followed by Tukey's post hoc test were used.
All tests were two-sided and considered to be statistically
significant if probability level (p value) <0.05. Statistical
analyses were performed using GraphPad Prism 6 (Graph-
Pad Prism software, La Jolla, CA, USA) and SPSS 20.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) computer software program.

Results

Mechanical hyperalgesia analysis of mBSA-induced
rheumatoid arthritis

The mechanscal hyperalgesia evaluation mn the left TMJ was
performed on days 0, 1,3, 6,8, 11, 13, 15, 18 and 20 (sen-
sitization phase). Significant differences were not observed
during these days, suggesting that subcutaneous administra-
tion of mBSA did not modify the nociceptive threshold in
the TMJ (supplementary file) (p=0.3397, n=6). On day
21, 6 h after the first mBSA intra-articular injection, & new
measurement was registered and a significant reduction of
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the nociceptive threshold was observed (p<0.0001; n=6).
On day 28, 6 h after the second mBSA injection, a signifi-
cant reduction of the nociceptive threshold was observed,
when compared to days 21 and 24 (p<0.05; n=6). In the
third booster administration of mBSA in the left TMJ, on
day 35, the nociceptive threshold remained low and it was
statistically significant compared to days 20, 21 and 24
(Fig. l1a; p <0.05; n=06). Saline solution was administered
in the right TMJ of rats that received 1, 2 or 3 injections of
mBSA in the left TMJ and was it statistscally different, when
compared to its respective left side during all administrations
of mBSA at TMJ (Fig. 1b, ¢, d; p<0.05; n=6). No statistscal

-

Challenge Phase

difference was observed when compared to the control group
(p>0.05, n=6).

Histopathological analysis of the TMJ

No alterations were observed in the articular tissues of the
control group (Fig. 2a), as well as in the right TMJ of ani-
mals that received saline injections (Fig. 2b, ¢, d). On the
other hand, the mBSA (1) group presented a discrete inflam-
matory infiltrate in the synovial membrane and thickening
of the articular dise without the presence of joint cartilage
destruction (Fig. 2e, ¢).
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Fg.1 Evaluaton of nocxeptioa in chronic RA during mBSA or
saline administralions o TMJ. & The head withdrawal threshold of
all groups. b The significant difference of the mBSA 1 and Salise 1
(right TMJ) groups after the first (day 21) ingection of mBSA in the
TMI. ¢ The significant difference of the mBSA 2 and Saline 2 (nghn
TMJ) groups after the first (day 21) and second (day 28) mjections of
mBSA in the TMJ. d The significant dfferemce of the mBSA 3 and
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Salime 3 (right T™MJ) groups after the first (day 21), second (day 28)
and third (day 35) mpgections of mBSA in the TMJ. Poinls represent
the meam + SEM of 6 mmimals per growp. *Significamt difference com-
pared to the saline group (contralateral—night TMJ). #Significant dif.
ference compared 10 day 21 (p<0.0001; two-way ANOVA followed
by Tukey's test)
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Fig.2 Photomicrographs of the TMJ of the experimental groups. a
Neemal TMJ. b TMJ of the salime (1) group (right TMI). ¢ TMJ of
the saline (2) group (right TMJ). d TMJ of the saline (1) group (right
TMI). ¢ TMJ of the mBSA (1) group. £ TMJ of the mBSA (2) group.

The mBSA (2) group, however, showed an intense mono-
nuclear inflammatory mfiltrate, thickening of the articular
disc, but without joint destruction (Figs. 2f, 31). In addition,
mBSA (3) group presented an intense mononuclear infiltrate,
thickening of the articular disc and synovial membrane,
extensive joint destruction and parnus formation (Figs. 2g,

After histopathological analysis, scores were applied
to the experimental groups for inflammatory infiltrate
and thickening of the synovial membrane. The mBSA (3)
group was described by the pathologist and showed higher

C Salime (2) - right TAL

£ TMJ of the mBSA (2) groep. JC joist castilage, AD articular disc,
1DS infra-sticelar space. (*) inflammatory infiltrale. Hematoxylin &
eosin (H&E). 100 x magnification

scores. The cell types observed in this group were pre-
dominantly macrophages, lymphocytes and plasma cells,
charactenstic features of chronic inflammation (Fig. 3g).
Moreover, mBSA (2) group presented expressive scores
for inflammatory infiltrate, but there was no statistical dif-
ference, compared to mBSA (3) group. Saline and mBSA
(1) groups did not present any statistical difference, com-
pared to the control group (Table 1; n=6). Thereby, for
immunohistochemical analysis, only groups mBSA (2) and
mBSA (3) and their contralateral TMJs [Saline (2) and
Saline (3)) were used.

mBSA (1) groep. f Synovial membrane of the mBSA (2) group. g
Symovial membrane of the mBSA (3) group. Hematoxylin & eosin
(H&E). 200x magnification
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Table 1 Histopathologscal analysas of synovial membrane of growps of RA animals induced by mBSA

Groups Thickness of synovial membrane Inflammatory infiltrate of syno-
N (kwer-bighest) £5D vial membrase

Coatrol 0 (0-0) = 05000 0(0-0) + 02500

Saline (1) 0(0-0) £ 02944 0(0-0) + 0.2000

Saline (2) 0 (0-0) £ 0.5000 0{0-0) 00

Saline (3) 0(0-1) £ 05774 0@-1)£00

mBSA (1) 0D(0-1) £ 06432 0(D-2) + 0.2000

mBSA (2) L(1-3) = 1414 1(1-3) + 0.5000

mBSA (3) 3230 £ 054N 3(2-37 + 06667

Data are reported a5 mediam scores and scores varistion for 6 animsals per group

5D standard devaation

“Repereseats the significant differeace between mBSA (3) and other groups. (p < 0.05, Kruskal-Wallis test followed by Dunn's test)

Immunostaining assay for TNF-a, IL-1B, NF-xB,
RANKL, Wnt-10b, B-catenin and DKK-1

Immunohistochemical analysis for TNF-a and IL-1p
showed an increase in the immunoexpression of these
cytokines, which was characterized by brown-colored cells
in arthritic TMJ of rats injected with mBSA (Fig. 4¢, d, g,
h), compared 1o the contralateral TMJs (Fig. 4a, b, e, f).
No immunolabeling was evidenced in any of the antibod-
ies tested on the slides used as the negative control, where
the primary antibody was replaced by the diluent antibody
(Dako, St. Louss, USA).

There was an increase of TNF-« immunolabeling in
the synovial membrane in groups of animals that received
mBSA booster injections. The mBSA (2) and mBSA (3)
groups showed higher immunolabeling for TNF-a when
compared to the Saline groups (p <0.05; n=5). There
was no statistical difference between the arthritic groups
(Fig. 5a, p> 005, n=5).

The mBSA groups showed higher immunolabeling
for IL-1p in the synovial membrane when compared to
Saline groups (p <0.0001; n=5). Nonetheless, there was
no significant difference between mBSA (2) and mBSA (3)
groups (Fig. 5b; p>0.05; n=5).

Our results also showed an increased expression of
NF-xB (Fig. 41) and RANKL (Fig. 4p) in rats with 3
mBSA booster injections in TMJ when compared to the
mBSA (2) (Fig. 4k, o) and saline groups (Fig. 4i, j, m, n)
and these were statistically different (p <0.0001; n=5);
Fig. 5¢. d).

Wnt-10b showed increased immunolabeling in TMJ
of arthritic rats (Fig. 6¢, d). In mBSA (2) and mBSA (3)
groups, the Wnt-10b expression i synovial membrane was
significantly higher when compared to Saline groups, and
the mBSA (2) group showed a greater immunolabeling of
this protein when compared to mBSA (3) (Fig. Se; p<0.05;
n=S5).

€ springer

There was no statistical difference in cytoplasmic
p-catenin immunolabeling among the groups (Fig. 5g;
p>0.05; n=5). However, there was a significant increase
in immunoexpression of nuclear f-catenin only in the mBSA
(2) group (Figs. 6g, h, Sh; p <0.05; n=5). In addition, the
immuncexpression of DKK1, a Wat antagonist, was signifi-
cantly increased only in mBSA (3) group, when compared
to other groups (Fig. 6l and 5h; p<0.05; n=5).

Discussion

In the present study, it was observed that the seasitization
phase with subcutaneous administration of CFA or [FA and
mBSA did not alter the head withdrawal threshold. This
nociceptive threshold was reduced after 6 h of the first intra-
articular mBSA injection in the left TMJ. In accordance with
previous studies, 1 mBSA injection was able 1o reduce the
nociceptive threshold in rat’s knee [24] and mice's tibiofem-
oral joint [25). Quinteiro et al. reported that 24 h after 1
mBSA injection in the TMJ of rats, the animals presented a
painful behavior and an important inflammatory influx [8].

After 24 hof 1 mBSA injection in rats’ TMJ, a reduction
of the nociceptive threshold and a discrete acute inflam-
matory infiltrate, marked by neutrophils, was observed.
Therefore, morphologically, it could not simulate a chronic
arthritic process. [n such wise, booster injections of mBSA
were used in the TMJ [20], 1o verify the development of RA.
Those injections were able to reproduce the same fndings of
a human RA. Thereby, it was observed in the present study
that oaly the mBSA (3) group showed an expressive chronse
inflammatory infiltrate, with macrophages, lymphocytes and
plasma cells, and pannus formation.

An interesting goal of this experimental model 1s that
it promotes a monoarthritis and the contralateral joint can
be used as internal control [11). We confirm this fact in
arthritic animals that received saline solution injection in
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Fig. 4 Phocomicrographs of immunopositive cells i synovial mem-
brane for TNF-u, [L-1p, NF-xB and RANKL afler mBSA booster
injections i TMJ. Im positive cells in synovial membeane for
TNF-a in Saline (2) (a), Saline (3) (b), mBSA (2) (¢) and mBSA (3)
(d) groups. Immunopositive cells in sy | membrane for IL-1§ of

the right TMJ and this joint did not show hyperalgesia to
the mechanical stimuli or the presence of inflammatory
infiltrate.

TNF-« and IL-1f are present in mnflammation of the
synovial membrane, and, considering their involvement
of cytokines in the RA pathogenesis, novel therapeutic
approaches have been used for RA management [26-28).
The administration of TNF-a inhibitors is a well-established
therapeutic approach for RA in other jomnts [29). Food and
Drug Administration (FDA) approved the use of an IL-1
receptor antagonist (IL-1Ra) for RA treatment [30, 31). An
increase of [L- 1P expression in the synovial membrane was
observed in the pannus area of the animals that received
2 or 3 injections of mBSA. Mononuclear cells from the
inflammatory pannus, spontaneously produce [L-1f [32)

Salime (2) (¢), Saline (3) (f), mBSA (2) (g) and mBSA (3) (h) groups.
Immunoposative cells in synovial membeane for NF«xB of Saline (2)
(i), Sakine (3) (J), mBSA (2) (k) and mBSA (3) (1) groups. Immuno-
positive cells im synovial membrame for RANKL of Saline (2) (m),
Salime (3) (m), mBSA (2) (o) and mBSA (3) (p) groups

and this cytokine plays an important role in the recruitment
of inflammatory cells to the joint [28).

TNF-a has a direct contribution to synovial inflamma-
tion and tissue degradation. High levels of TNF-a have
been found in the RA joints. This can lead to an increase
in adhesion molecules expression, chemokine production,
angiogenesis and nociceptors activation [32). Thus, TNF-«
induces the osteoclastogenesis and contributes to the inhibi-
tion of osteoblastic differentiation [33). In our study, TNF-«
expression was significantly higher in the synovial mem-
brane of the arthritic groups.

Classacal pro-inflammatory cytokines, TNF-« and IL-1p,
play an important role in the pathogenesis of chronic inflam-
matory diseases, and stimulate the canonical NF-kB path-
wiy. Studies have shown that NF-kB activation promotes
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Fig. 5 Quastitative analysis

of immunopositive cells in
synovial membrase for TNF.,
IL-1p, NF-<B, RANKL, Wnt-
10b, f-catenin (cytoplasmic
ad maclear) amd DKK-1, afler
mBSA boaster imjections in
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synovial hyperplasia, stimulating the proliferation and
inhibiting the apoptosis of fibroblast-like synoviocytes [16,
17). The NF-kB pathway results in the synthesis of pro-
inflammatory mediators, causing synovitis accompanied by
morphologscal alterations of the synovial membrane, such as
infiltration of mononuclear cells and edema [18). Although,
both RA-induced groups showed increased expression of
TNF-a and IL-1p, only the mBSA (3) group showed high
expression of NF-xB in the synovial membrane. Lawrence
demonstrated that the activation of NF-KB pathway is due
to the increased expression of those cytokines, leading to
the transcription of target genes of pro-inflammatory media-
tors [34). These factors can increase mflammatory response,
synovial hyperplasia and articular destruction, as found in
this arthritic group.

Studies also have demonstrated that NF-kB pathway
is activated by RANKL [35, 36). It was shown that the
RANKL expression is increased in the synovium of RA
patients [37]. Although the authors relate the expression of
RANKL more frequently to osteocytes and osteoblasts, it is
also present in synovial cells, activated T cells, B cells, and
natural killer cells [37, 38). The abundance of monocytic
cells in the synovial membrane, which respond to RANKL,
enhances the formation of osteoclasts. The mBSA (3) group
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showed an increased immunoexpression of RANKL in the
synovium, which can be related to NF-XB activation.

Wit proteins have a central role in a vanety of develop-
mental processes and events, which include organogenesis,
morphogenesis, cell differentiation and tissue remodeling
[39], and are expressly activated in the synovial tissues of
patients with RA [12, 40). Wnt proteins participate in joint
development (Wnt 4, § and 14) and chondrogenesis inhibi-
tion (Wnt 7a) [12]. Studies suggest that Wat-10b increases
angiogenesis and cell-growth regulation, but its behavior in
TMJ arthritis was not yet elucsdated. Studies have shown the
presence of inflammatory cell aggregates in the synoviocytes
Layer and these cells have been involved in RA pathogenesis
[41, 42). Our data showed an increased immunolabeling for
Wnt-10b in the synovial membrane, suggesting a specific
activation of the Wat pathway in the TMJ synovium of
arthritic rats.

In RA patients, Wnt-10b and f-catenin were noticed
in fibroblasts, endothelial and synovial lining cells [12).
This could lead to an increased production of cytokines,
chemokines and matrix metalloproteinases (MMP), stim-
ulating inflammation, synovial hyperplasia and cartilage
erosion [12, 43, 44). p-Catenin is the key mediator of the
Wit/f-catenin signaling pathway. In an inactivated stage, the
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P-catenin Jevels are low in the cytoplasm, while in an acti-
vated stage, it accumulates in the cytoplasm. The cytoplas-
mic -catenin excess translocates into the nucleus, regulating
target genes responsible for cell activation and proliferation
[40). Our results showed & lower expressson of Wat-10b and
nuclear f-catenin in mBSA (3) group, when compared to
mBSA (2). This fact corroborates with other studies that
suggest that Wat-10b expression may be increased in syn-
ovium in parallel with the decreased inflammatory infiltrate
(45, 46).

The Dickkopf (DKK) family is an endogenous Wat sign-
aling inhibitor which blocks its signaling by biding to low-
density lipoprotein receptor protein (LRP) homologues [47).
Studies have shown that DKKI1 is secreted by the synovium
in response to inflammation and its immunoexpression is
inversely correlated with the radiographic disease severity in
arthritse joints (4, 48). Our results showed an increased Labe-
ling of DKKI1 in the mBSA (3) group. This can be related
to the decreased Wnt-10b and nuclear f-catenin expression
in the mBSA (3) group, as a negative feedback for Wnt-10b
synthesis. Studies have shown that canonical Wit signaling
leads 1o DKK1 production as a negative feedback through
the activation of f-catenin/TCF transcription complex [49,
50]. Thus, DKK1 is involved in the remodeling and repairing

processes of the articular bone in human systemse theumatic
diseases such as RA [4). These results can indicate a pos-
sible mechanism of joint repair in the TMJ. The interaction
among the mediators of the canonical Wit signaling path-
way must be further investigated.

Whnt signaling pathway can regulate some target genes
of NF-kB and positive and negative cross-regulations have
been observed (51, 52). Another possible relation is that
NF-xB activation could inhibit the nuclear translocation
of f-catenin by interfering with the formation of the tran-
scriptional complex p-catenin/TCF [52). In the mBSA (3)
group, a reduction of nuclear P-catenin occurs, and this
leads us to question why cytoplasmic p-catenin does not
translocate to the nucleus. This fact may be related to the
increase of NF-xB immunoexpression in this group. Also,
the components of the canonical Wnt signaling pathway
can also modulate immune and inflammatory response by
the mteraction with NF-xB [52, 53). The activation of both
pathways in chondrocytes could synergistically upregulate
the lymphoid enhancer-bading factor-1 (Lef1) expression by
a complex formation that could lead to cartilage destruction
[54), alterations only seen in mBSA (3) group.

Our results suggest the participation of the canonscal Wt
and NF-xB signaling pathways during the development of
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TMJ arthrits in rats. The greater expression of DKK1 in the
mBSA (3) group may be a result of negative feedback in the
canonical Wat signaling. A longer follow-up of the progres-
sion of TMJ RA experimental model and the investigation
of canonical Wnt and NF-xB blockers would be helpful to
better understand the participation of these signaling path-
ways in the chronification of this disease. Thereby, further
investigation of these interactions must be studied.

Acknowledgements The authors gratefully scknowledge the technical
assistance of Howard Lopes Ribeiro Minior, Flévia de Aradjo Silva
ad Adalberto Nascimento de Lima Jinsor, This work was supporied
by grants from Coordenagio de Aperfesgoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES). The asthors declare no potential conflicts of mter-
est with respect to the authorship andfor publscation of this article.

References

10.

Cunha CO, Pinto LMS, Mendonga LM, Saldasha ADD, Conts
ACCF, Conti PCR. Bilateral asymptomalic fibrows-ankylosis
of the temporomandibular joant associated with rheumatod
arthrils: 3 case report. Braz Dent J, 2002,23: 77982, hutps-/fdos
org/10. 155050 1036440201 2000600025,

Sodia A, Naak S, Pai A, Assradha A, Rheumatoid arthritis affect-
ing tempocomandibular joint. Contemp Clia Dent. 2015;6:124-7.
hitps:/idoi.oeg/10.41030976-237X. l49308

Gabriel SE, Michaud K. Epidemiolog: dies in in
prevaleace, mortality, and chidity of the rh di
Arthritis Res Ther, 2009:11:229. hieps:/doi.ong/10.1 186/ 2669,

. Miao CG, Yang YY, He X, Li XF, Huang C, Huang Y, Zhang L.,

Lv XW, Jin Y, LiJ. Wt signaling pathway in rbeumatoid arthritss,
with special emphasis on the dafferent roles in synovial inflamma-
tiom and bone remodeling. Cell Sigmal. 2013.25:2069-78. hups:
doioeg/10.1016) cellsig. 2013.04.002.

Ruparclia PB, Shah DS, Ruparclia K. Sutaria SP, Pathak D. Bilal-
eral TMJ imvolvemest in rheumatoid arthritis. Case Rep Dent.
2014:2014:262430. brips/idod org/10.1155/20147262430,
Ahmed N, Catriza Al Myam. AO, Mustafa H, Alstergrea P.
Delicient cytokine 1 mandibular joint
pain in rheumatoid arthritis. Bur J Oral Sei. 2015;123:235-41.
hitgs:/idoioeg/ 10,111 1/eas, 12193,

. KeJ, Long X, Liu Y, Zhasg YF, Li J, Fang W, Meng QG. Role of

NF-xB, in TNF-«t indaced COX-2 exp in synovial fibro-
blasts from buman TM). J Deat Res. 2007 :86:363-7. https f/dos.
org/10.1177/154405910708600412,

. Quinteiro MS, Napimoga MH, Macedo CG, Frestas FF, Abdalla

HB, Bonfante R, Trindade-Clemente Napimonl 15-deoxy-
AR, glandin J, albumin-indoced arthritis in tem-
pmmndibuhrja’nl ulrm. Eur J Pharmacol, 2014,740:58-65.
hitps:/idoi.ocg/10. 1016/ ¢jphar. 2014 07.002.

Chandrupatla DMSH, Weipers K, Genl YY), Greeuw 1, Lam-
mertsma AA, Jansen G, Lakea CJ, Molthoff CFM. Sustained
macrophage infiltralion upom multiple intra-articular injections:
an improved rat model of rheumatoid arthritis for PET guded
therapy evaluation. Biomed Res Int 2015:2015:509295. hips://
doioeg/10.1155/2015/509295.

Boafante R, Napimoga MH, Macedo CG, Abdalla HB, Pieroma
V, Clemente Napimoga JT. The P2XT receplor, cathepsin S and
fractaliine in the trigemanal subnucleus caudalis signal persis-
tent hypernociception im temporomandibalar rat joints, Neuro-
science. 2018:391:120-30. betps/idoi.oeg/10.101&).neurascien
<. 2018.09.005,

@ springer

20.

21.

22.

23,

24,

. Gatica-Andrades M, Vag:

. Elsaid KA, Jay GD, Chichester CO. Reduced expression and

proteolytic susceptibility of lubricin/superficial zone protein
may explain early elevation in the coeflicient of friction in the
Joints of rats with antigen-imduced arthritis. Arthritis Rheum,
2007;56:108-16. hetps://dos.org/10. 1002 art. 22521,

. Imai K. Morikawa M, D'Armiento J, Matsumoto H, Komiya

K, Okada Y. Differential expressioa of WNTs and FRPs in
the synovium of rheumaltoid arthritis and ostecarthritis. Bio-
chem Biophys Res Commun. 2006:345:1615-20. hieps//doei.
org/10.10167 bbre. 2006.05.075,

D, Kling J, Nguyen TTK, Benh,
H, Thomas R, Kéermer H, Venkatesh B, Cohen J, Blumenthal A,
WNT ligands contribute to the immuse response during sepeic
shock and amplify endotoxemia-driven inflammation in mice.
Blood Adv. 2017:1:1274-86. hitps://dot.org/10.11822blood
advances 2017006163,

. Humphries AC, Mlodzik M. From iastruction to output: Wnt/

PCP signalling in development and cancer. Curr Opin Cell Biol,
2017;51:110-6. hetps:/idot.org/10.101&).ceb.2017.12.005.

. Sea M. Wni signaling in rheumatoid arthritis. Rheumatology,

2005;44:T08-13. hueps:/dot.org/10. 109V rheumatology/kehSS3.

. Liu YR, Yan X, Yu HX, Yao Y, Wang JQ, Li XF, Chen RN,

Xu QQ, Ma TT, Huang C, Li J. NLRCS promotes cell prolif-
eration via regulating the NF-xB signaling pathway in rheu-
matoid arthritis. Mol Immunol. 2017;91:24-34. hups://dot.
org/10. 10165 molinmm, 2017.08 024,

. Xia ZB, Meng FR, Fang YX, Wa X, Zhang CW, Liu Y, Liu D,

Li OQ Feng FB, Qlu HY. Inhibition of NF-xB sigmaling path-
way inds apop and supp profiferation and angio-

isof h fibroblast-like symovial cells in rheumatosd
arthritis. Medicine. 2018;97:¢10920. hups:/fdoi.ong/10.1097/
md 00000000000 10520,

. Rigoglow S, Papavassilion AG. The NF-xB signaling pathway in

osteoarthritis. Int J Bicchem Cell Biol. 2013;45:2580-4. hitps
{Wdei, 0eg/ 10,1016/ biocel 2013 08,018,

. Chandrakesan P, Jakkula LU, Ahmed I, Roy B, Anant S, Umar

S. Differential effects of P-catenin and NF-xB interplay in the
regulation of cell proliferaticn, inflammation and tumon genesis
in response 1o bacterial infection, PloS Ome. 2013.8:¢79432,
hetpsfidoiorg/10.137 1/jowrnal pose 0079412,
Lora VRMM, Clemente-Napimoga JT, Abdalla HB, Mac-
edo CG, Canales GT, Barbosa CMR. Boetulinum toxia type A
reduces inflammatory hypernociception indeced by arthritis in
the temporomandibular joint of rats. Toxicoa. 2017;129:52-7.
hupsSidoi org/10.101 6 toxicon 2017.02.010.
Goadim DV, Costa JL., Rocha SS, Brito GA, Ribeiro RA, Vale
ML. Astimociceptive and anti-inflammatory effects of electroa-
cupencture on experimental arthritis of the rat temporoman-
dibular joist. Can J Physiol Pharmacol. 2012:90:395-405, hitps
:Mdoi.org/10.1139/y2012.003.
Chaves HV, do Val DR, Ribeiro KA, Lemes JC, Souza RB,
Gomes FIF, da Cunha RMS, de Paulo Teixeira Pinto V, Fitho
GC. de Souza MHLP, Bezerra MM, de Castro Brito GA. Heme
0X¥VE 1/biliverdin/carb ide pahway downregu-
lates hypernociception in rats by a mechanism dependest on
c¢GMP/ATP-sensitive K* channels. [aflamm Res. 2018;67:407-
22 hips://dod,org/ 10, 1007/0001 1-018-1133-2.
Liu YD, Liao LF, Zhang HY, Lu L, Jiao K, Zhang M, Wang
MQ. Reducing dactary Joading decreases mouse lemporaman-
dibular joint degradation induced by asterior crosshite pros-
thesis, Ostecarthritis Cartilage. 2014;22:302-12. buips://doi.
org/10.1016/) joca.2013.11.014,
Oliveira MC, Tavares LP, Vago JP, Batista NT, Queiroz-Jumior
CM, Vieira AT, Ferreira AVM. Tumor Necrosis Factor, but mot
hils, alters the lic profile in acute experimental

60



Immuncespression of canonical Wt and NF-kB signaling pathways in the temparomandibulae joing, ..

25.

26.

27.

28,

29.

30.

3L

32

33

35.

36.

3

38.

arthritis. Plos One. 2016:11:¢0146403, hitps: Sidoi org/ 10,1371/
jowrnal.pone 0146403,

Farinon M, Lora PS, F LN.B i VL, Henriques
AT, Xavier RM, De Oliveira PG. Effect of Agueous Extract of
Giant Horselail (Eqwisetum gigamdeass L) in Antigen-Induced
Arthritis. Opea Rheumatol J. 2013;7:129-33. hirps://doi.
org/10.2174/1874312901307010129.

Westacott C1, Witcher JT, Barnes [C, Thompson D, Swan
AJ, Dieppe PA. Synovial fluid concentration of five differest
cylokimes in theumalic discases. Ann Rhewan Dis. 1990.49:676-
81. bttps://doi.org/10.1 1 34/ard .49 .9.676.

Farahst MN, Yanma G, Poston R, Panayi GS. Cylokine expres-
siom in synovial membranes of patients with rheumatoid arthri-
155 and osteoarthritis, Ann Rheum Das, 1993;52:870-5, hups://
dot.org/10.1136/ard 52.12.870.

Towle CE, Hung HH. Bonassar L), Treadwell BY. Delection of
interleukin-1 in the cartilage of patients with osteoarthritis: a
possible awtocrine/paracrine role in pathogenesis. Osteoarthri-
tis Cartilage. 1997:5:295-200. https://doi.org/10.1016/51063
-4584(97)E0008-3

Passio A, Adamui G, Gatti D, Orsoliai G, Giollo A, Idolazzi
L, Benini C, Vanlaggisto E, Rossini M, Viapiana O, Inkibi-
tion of tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) in patients
with carly rheumatoid arthritas results im acute changes of bone
medulators. Int Immunopharmacol. 2019:67:487-9, hieps:/idos.
org/ 10,1016 intimp 2018.12,050,

Raychaudhuri SP, Raychaudhuri SK. Biologics: target-
specific Ireatmenl of systemic and culancows awloimmune
diseases. Indian J Dermatol. 2009;54:100-9. hutps://doi.
org/104103/0019-5154 53175

Gertel S, Mabagna H, Karmon G, Watad A, Amital H. Tofaci-
tinib attenuates arthritis manifestations and reduces the patho-
gense CD4 T cells in adjuvant arthritis rat. Clin Immunol,
2017;184:77-81. hetps:iidot.org/10.1016).clim 2017.04.015.
Mcinmes IB, Buckley CD, [saacs JD. Cytokines in rhewma-
toid arthritis—shaping the immunological landscape. Nat
Rev Rbeumatol. 2016;12:63-8. hitps: /idoi org/10,.1038/nrrhe
um 2015.171.

Bertolini DR, Nedwin GE, Bringman TS, Smith DD, Mundy
GR. Stimulation of bone resorption and inhibition of bone
formation in vitro by human tumour necrosis factors, Nature,
1986;319:516-8. hetps:/!dot.org/10.1038/319516a0.

. Lawrence T. The neclear factor NF-xB pathway in inflamma-

tion. Cold Spring Harb Perspect Biol. 2009;1(6):2001651. hitps
(idoa.oeg/ 10,1101 /cshperspect 2001651,

Kim HJ, Park C, Kim GY, Park EK, Jeon YJ, Kim S, Hwang HJ,
Chai YH. Sargassum serratifoliven sttenuates RANKL-induced
osteoclast differentiation and exidative stress throwgh inhibitson
of NF-xB and activation of the Nrf2/HO-1 signaling pathway.
Biosci Trends. 2018;12(3):257-65. hups://dot.oeg/10.5582/
bst 2018.01107,

Kim JM, Lee JH, Lee GS, Noh EM, Song HK, Ge DR, Kim
SC, Lee SH, Kwon KB, Lee YR. Sophorae Flos extract inhib-
its RANKL .induced osteoclast differentiation by suppressing

39.

40.

41

42.

43

45.

46.

40

48.

49

50

(RANKL) but ot sclerotin or gene polymorphisms is related
1o joint destruction im early rtheumatoid arthritis, Clim Rheu-
matol. 2017;2017(36):1005-12. hetps:/doi.org/10.1007/51006
7-017-3570-4,

Rabelo PS, da Mota LM, Lima RA, Lima FA, Barra GB, de
Carvalho JF, Amato AA. The Wnl signaling pathway and
rheumatoid arthritis. Autoim Rev. 2019;9:207-10. hetps://dos.
org/10. 10167 atrev. 200908 003,

Xiao CY, Pan YF, Guo XH, Wu YQ, Gu JR, Cas DZ Expres-
siom of B-catenin im rheumatond aethritis fbroblast-like symovio-
cytes. Scand J Rheumatol. 2011;2011(40):26-23. hitpsJ/idos.
org/10.310903009742 2010 486767,

Chay EH, Panayi GS. Cytokine pathways and joint inflammation
im rheumatoid arthritis. N Engl J Med. 2001;344:907-16. hitps
:Mdoi.org/10. 10S6/NEJM200105223441207.

Firestemn GS. Evolving concepts of rheumatosd arthritis, Nalure,
2003;2003(423):356-61. hirpsSidoiorg/10.1038/nature0 1661,
Van der Bosh MH, Blom AB. Sloetpes AW, Koenders MI, van
de Loo FA, van dem Berg WB, van Lent PL, van der Kraam PM.
Induction of canonical Wnt signaling by synovial overexpres-
sion of selected Wats leads to protease activily and early osteo-
arthritis-like cartilage damage. Am J Pathol. 2015;185(7):1970-
80. hitps://doi.ong/ 10,1016/ ajpath 2015.03.013,

. Van der Bosh MH, Blom AB, van de Loo FA, Koeaders MI,

Lafeber FP, vam den Berg WB, vam der Kraam PM, van Lent PL.
Synovial Wat signaling induces the expression. Of MMPs and is
associgted with disease progression in ealy sympltomatic asteo-
arthritis patients. Arthritis Rheumatol. 2017;69(10):1978-83.
hupsfidoi org/10.1002/2r1.40206,

Chu CQ, Field M, Peldmann M, Maini RA. Localization of
tamor necrosis factor alpha in symovial lisswes and at the car-
tilage- pannus junctios in patients with rheumatoid arthritis.
Arthritis Rbeum. 1991.34:1125-32. hups:/doi org/10,1002/
art. 1780340908,

Kraan MC, Patel DD, Haringman JJ, Smith MD, Weedon H,
Ahern MJ, Breedveld FC, Tak PP. The development of clinical
signs of rheumatoad synovial inflammation is associated with
imcreased synthesis of the chemokine CXCLS (interleukin-8).
Arthritis Res. 2002;3(1):65-71. hips:/idoi. org/10.1 186/ar 141,
Malysheva K, Roojs K, Lowik CWGM, Baten DL, Rose-Joha S,
Stoika R, Korchynskyi O, Interleukn&/Wnl isteractions im rheu-
matoad arthritis: interlewkin 6 inkabits W sigmaling in synovial
fitroblasts and osteoblast, Crom Med J. 2016,57(2):89-98, hitps
Mde,0rp/10,3325/cmy . 2016.57 89,

H kS, T lee A, Yuk dana P, Ngarmukos S,
Sactan N, Tamtavisut S. Dickkopfl-1 (DKK-1) in plasma and
synovial fluid is inversely correlated with radiographic sever-
ity of kmee osteoarthritis patients. BMC Musculoskel Dis,
2010;11:257. hieps:/idoi.org/10.1186/1471.2474.11.257.
Nixda A, Hiroko T, Kasai M, Furukawa Y, Nakamura Y, Suzeki
Y, Sugano S, Akiyama T. DKKL, a negative regulator of Wat
signaling, is a target of 1he b-calenin/TCF pathway, Oncogene.
2004;23:8520-6. hetps://dos.org/10.1038/5).0nc. 1 207892

Ch 1o MN, Schwartz DR, Vonica A, Brivanlou AH, Cho

the NE.xB/NFATc!1 pathway in mouase bone marrow cells.
BMC Complement Alern Med. 2017;17(1): 164, hups /idoi
org/10.118&/512906-016-1550-x.

Lee EJ, So MW, Hoag §, Kim YG, Yoo B, Lee CK. Inter-
leukin:33 acts as a transcriptional repressor and
extracellular cytokine im fibroblast-like symoviecytes
in patients with rheumatold arthritis. Cytokine. 2016,77:15-
43, btips://doa, org/ 10, 10167 cy10.2015.10.005

Boman A, Kokkosen H, Arlestig L, Berglin E, Rantapid. Dahl-
qvist S, Receptor activator of nuclear factor Kappa-B ligand

s1.

KR, Varmus HE. FGF-20 and DKK are transcriptional targets
of beta-catenin and FGF-20 is implicated in cancer and devel-
opment. EMBO J. 2005;24(1):73-84. hitps://doiorg/10.1038/
sj emboj, 7600460,

Ma B, Fey M, Hottiger MO. Wnt/-catenin signaling inhibits
CBP- medisted RelA acetylation and expeession, Of proinflam-
matory NF-xB target genes. J Cell Sci. 2015;128:2430-6. hieps
Wi, orp/ 10,124 2/5¢3. 168542,

Q) springer

61



900 L M de Sousa et al

52. Ma B, Hottiger MO. Crosstalk between Wol/B-Catenin and Res Commun. 2007;357:589-95, hups:/idos.org/10. 10164,
NF.xB Signaling Pathway duriag Inflammatioa. Front Immesol. bbec 2007.03.170.
2016;7:378. bips:/fdod.org/ 10,3389/ immu. 2016,00378,

53, chlk Bowen K, Kaku:hA Monga SP. Beta-catenin-NF.xB Mﬂ Note Springer Natwre remains newtral with regard 1o

ons in murine b : a complex to die for. Hepa- I claims in published maps and institutional affiliations.

tology. 2013;57:763.74. hmps iidoi. ocg/10.1002hep. 26042

54. Yun K, Choi YD, Nam JH, Park Z_ Im SH. NFknppoBregu-
lates Lell gene expression inm chondrocytles. Bioch phy

J

@ springer



63



