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RESUMO

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca inflamatéria cronica de carater
autoimune que resulta na destruicdo da cartlagem e o0ssos. A Articulacédo
temporomanbidular (ATM) quando afetada pela AR pode produzir dor, rigidez
articular, limitagdes de abertura e mordida aberta. Este estudo avaliou o efeito da
administracdo periférica da 15d-PGJ, no comportamento nociceptivo induzido
experimentalmente pela AR na ATM de ratos, bem como seus mecanismos. Ratos
Wistar foram imunizados através de inje¢cdes subcutaneas de 500 mg de mBSA
diluidos em 0,2 ml de emulséo contendo 0,1 ml de fosfato salina (PBS) e 0,1 ml de
Adjuvante Completo de Freund. Injecdes de mBSA dissolvido em Adjuvante
Incompleto de Freund foram dadas 7 e 14 dias ap0s a primeira imunizacdo. Ratos
ndo imunizados receberam injecdes semelhantes, mas sem o0 antigeno
(mBSA). Vinte e um dias ap0s a injecdo inicial, a Artrite foi induzida nos animais
imunizados através de uma injecdo intra-articular de mBSA (1, 3 ou 10
MO/ATM). Ratos ndo imunizados e imunizados foram desafiados com o mBSA ou
com PBS (controle). Os animais foram sacrificados 6, 12, 24 ou 48 horas apos a
injecao intra-articular do mBSA seguida (15 min) pela injecdo de uma dose sublimiar
de formalina (0,5%) na ATM. Um conjunto diferente de animais imunizados foram
desafiados com mBSA (seguido de injecdo com 0,5% de formalina) e receberam
diferentes doses de 15d-PGJ; (30, 100 ou 300 ng/ATM). A hipernocicepcéo foi
avaliada medindo as respostas comportamentais nociceptivas, como cocgar a regiao
orofacial e levantar a cabeca. Depois dos experimentos comportamentais, 0S
animais foram anestesiados e tecidos periarticulares foram retirados e
homogeneizados. Os sobrenadantes foram utilizados para avaliar os niveis de TNF-
a, IL-1B e KC por ELISA e também para avaliar a expressdo de PKC e PKA por
andlise de Western Blot. Todos 0s procedimentos experimentais em animais e 0s
protocolos foram aprovados pelo Comité em Pesquisa Animal da Universidade de
Uberaba (059/2009). A injecdo intra-articular do mBSA, mas nao PBS, induziu
respostas comportamentais nocioceptivas em ratos imunizados. O pico destas
respostas foram obtidas utilizando 10 ug/ATM de mBSA ap6s 24h. O pré-tratamento
(15min) com 15d-PGJ; (30, 100 e 300 ng/ATM) inibiu a hipernocicepc¢éo induzida
pela AR na ATM de uma maneira dose-dependente (47%, 51% e 65%



respectivamente, Tukey p<0,05). Nenhuma das trés doses utilizadas reduziu a
expressao de TNF-a e IL-1B, mas reduziram a quantidade de KC (72%, 74% e 57%
respectivamente, p<0,05). Andlises através do Western Blot demonstrou que 0 uso
de 100 ng/ATM da 15d-PGJ; na ATM com AR induzida foi capaz de reduzir a
expressdao de PKA (67%, p<0,05), assim como a expressdao de PKC (42%,
p<0,05) . No presente estudo, demonstramos que a 15d-PGJ, foi capaz de reduzir o
comportamento nocioceptivo da AR induzida na ATM. Este efeito antinociceptivo
esta relacionado, em parte, devido a diminuicdo dos niveis de KC, da expresséo da
PKA e da PKC na ATM.

Palavras-chaves: Artrite Reumatoide. Articulacdo temporomandibular. Dor. 15d-
PGJ,



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune chronic inflammatory disease that
results in the destruction of cartilage and bone. Temporomandibular joints (TMJ)
afflicted with RA may produce pain, joint stiffness, difficulties in opening the mouth,
and open bite. This study evaluated the effect of peripheral administration of the 15d-
PGJ; into the rat TMJ on nociceptive behavioral induced by Rheumatoid Arthritis as
well its mechanisms. Wistar rats were immunized with 500 pg of mBSA in 0.2 ml of
an emulsion containing 0.1 ml phosphate buffered saline (PBS) and 0.1 ml Freund’s
complete adjuvant administered by subcutaneous injection. Booster injections of
mBSA dissolved in Freund’s incomplete adjuvant were given 7 and 14 days after the
first immunization. Nonimmunized rats received similar injections but without the
antigen (mBSA). Twentyone days after the initial injection, arthritis was induced in the
immunized animals by intraarticular injection of mBSA (1, 3, or 10 pg/TMJ).
Nonimmunized and immunized rats were challenged with mBSA or with PBS.
Animals were Killed 6, 12, 24 or 48 hours after intraarticular injections of mBSA
followed (15 min) by the injection of a low dose of formalin (0.5%) into the TMJ. A
different set of immunized animals were challenged (mBSA followed by injection with
0.5% of formalin) and received different doses of 15d-PGJ, (30,100 or 300 ng/TMJ).
The hyperalgesia was assessed by measuring the behavioral nociceptive responses,
such as rubbing the orofacial region and flinching the head. After behavioral
experiments, animals were terminally anesthetized and periarticular tissues were
removed and homogenized. The supernatants were used to evaluate the levels of
TNF-a, IL-1B and KC by ELISA as well the expression of PKC and PKA by Western
Blot analysis. All animal experimental procedures and protocols were approved by
the Committee on Animal Research of the University of Uberaba (059/2009). The
intraarticular injection of mBSA, but not PBS, in immunized rat induced dose- and
timedependent behavioral nociceptive responses in which the peak of behavioral
nociceptive responses were obtained by using 10ug/TMJ of mBSA after 24h.
Pretreatment (15min) with 15d-PGJ, (30, 100 and 300 ng/TMJ) inhibited the RA-
induced TMJ hyperalgesia in a dose-dependent manner (47%, 51% and 65%
respectively, Tukey p<0.05). None of the three doses used reduced the expression of
TNF-a and IL-18, but reduced the amount of KC (72%, 74% and 57% respectively,



p<0.05). The Western Blot analysis demonstrated that using 100 ng/TMJ of 15d-
PGJ; in RA-induced TMJ was able to reduce the expression of PKA (67%, p<0.05)
as well the expression of PKC (42%, p<0.05). In the present study, we demonstrated
that 15d-PGJ, was able to reduce the RA-induced TMJ nociceptive behavior. This
antinociceptive effect is related, in part, due to decrease of KC levels and PKA/PKC

expression in the TMJ.

Keywords: Rheumatoid Arthritis. Temporomandibular joint. Pain. 15d-PGJ,
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1 INTRODUCAO:

A Artrite Reumatoide (AR) é uma desordem degenerativa das articulagbes de
etiologia desconhecida que se manifesta perifericamente e simetricamente em
multiplas articulacbes causando deformacéo e destruicdo articular devido a eroséao
de ossos e cartilagens (CUNHA et al., 2007). O processo inflamatorio inicia-se na
membrana sinovial e, devido ao seu carater progressivo, estende-se até as
superficies articulares. Ainda que a etiologia da AR permaneca desconhecida, a
literatura sugere que fatores genéticos, fatores ambientais, acdo hormonal,
desordens autoimunes e quadros infecciosos podem estar relacionados com o
desenvolvimento da doenca (PEREIRA, 2007). E, portanto, uma afecc&o sistémica
do tecido conjuntivo, com origem desconhecida que se manifesta,
predominantemente, com dano repetido e cronico das estruturas articulares,
perarticulares e tendinosas, inflamando o substrato anatdémico principalmente da
membrana sinovial, que pode ocorrer em todas as idades, especialmente em adultos
do sexo feminino (MCINNES e SCHETT, 2007). Estima-se que a prevaléncia global
de adultos com AR esteja perto de 1%, sendo que as mulheres sédo afetadas de trés
a quatro vezes mais do que homens, apresentando os sintomas entre 35 a 50 anos
de idade. A AR esta sempre associada com significante estado de dor e, por isso,
mostra-se como fator importante na limitagcdo do dia a dia dos pacientes e em suas
habilidades laborais (CUNHA et al., 2007).

A dor é um dos sinais classicos do processo inflamatério, no qual, a
sensibilizacdo dos nociceptores € um fator determinante (VERRI et al., 2006). A AR
€ uma doenca caracterizada por infiltrado inflamatorio crénico na membrana sinovial,
gue esta associado a destruicdo da cartilagem. Vérias evidéncias indicam uma
participacdo crucial de citocinas pro-inflamatérias em sua patogénese como
Interleucina 1 beta (IL-1p), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), Fator estimulador
de colénias de granulécitos e macrofagos (GM-CSF), Interleucina 6 (IL-6),
Interleucina 15 (IL-15) e Interleucina 18 (IL-18) (CANETTI et al., 2003; FELDMAN et
al., 1998; MCINNES et al., 1996; MUSSO et al., 1999; THURKOW et al., 1997) o que
determinam, dentre outros fatores, a sensibilizacdo dos nociceptores caracterizando

0 processo doloroso (VERRI et al., 2006).

Nota: Esta dissertacdo foi escrita seguindo as orientacbes da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT) - 2006
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A AR é uma desordem sistémica a qual pode envolver varias articulacdes
incluindo a articulacdo temporomandibular (ATM). A ATM quando afetada pela AR
pode produzir dor, rigidez articular e limitacdo de abertura comprometendo as
funcbes estomatognaticas (AKERMAN et al., 1988; GOUPILLE et al., 1993; LIN et
al., 2007). Apesar das discrepancias relatadas nos estudos sobre a prevaléncia do
envolvimento da ATM nas condicGes da AR (5 a 88%) (LIN et al., 2007; TWILT et
al., 2008) é claro o envolvimento da ATM nesta doenca e suas complicacfes. A
literatura justifica esta discrepancia de resultados entre os estudos de prevaléncia
devido a uma ndo padronizacdo os critérios e técnicas de diagndstico (LIN et al.,
2007; TWILT et al., 2008).

Tem sido dada grande importancia no papel da 15d-PGJ, na regulacdo do
processo inflamatério (CLARK et al., 2000; JIANG; TING e SEED, 1998; RICOTE et
al.,, 1998a; RICOTE et al.,, 1999; WILLOUGHBY; MOORE e COLVILLE-NASH,
2000), devido a possibilidade de intervencdo farmacoldgica ser aplicada na
regulacdo da producdo de citocinas. A 15d-PGJ,, um dos derivados do metabolismo
da Prostaglandina D, (PGD,;) e um ligante natural do Receptor de Ativacdo de
Proliferagcdo de Peroxissomo-y (PPAR-y), (FORMAN et al.,, 1995; RICOTE et al.,
1998b), possui um importante papel na regulacdo da reacdo inflamatoria in vivo.
Nesse sentido, estudo prévio (PENA-DOS-SANTOS et al., 2009) demonstrou que a
15d-PGJ, apresenta um potente efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio na ATM
através da ativacdo dos receptores PPAR-y. Os resultados ainda sugerem que o
efeito antinociceptivo da 15d-PGJ, na ATM é também mediado pelos receptores
opioides kappa e delta através da ativacdo da via intracelular L-
Arginine/NO/cGMP/K*atp. As propriedades farmacologicas da administragéo
periférica da 15d-PGJ, demonstradas destacam o uso em potencial desse agonista
de receptores PPAR-y nas condi¢des inflamatérias da ATM.

Considerando a dificuldade de um correto diagnéstico assim como a
elaboracdo de procedimentos terapéuticos adequados para as desordens
temporomandibulares (DTMs) desencadeadas pela AR, o presente trabalho poderia
contribuir para com o conhecimento basico necessario na determinacdo de um

tratamento mais diferenciado das condi¢cdes dolorosas da ATM.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jiang%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ting%20AT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Seed%20B%22%5BAuthor%5D
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA:

2.1 Artrite Reumatoide

A AR constitui a principal alterac&o articular degenerativa e € tida como uma
doenca autoimune de etiologia desconhecida. E uma doenca sistémica inflamatoria
cronica que se manifesta na forma de uma poliartrite periférica e simétrica que leva a
deformidade e destruicdo das articulacbes em virtude da erosdo Ossea e da
cartilagem. Isto pode acontecer nas grandes e pequenas articulacbes em
associacdo com manifestacdes sistémicas, como cansaco, mal-estar e limitacdo nas
atividades diarias (BRENOL et al., 2007; CUNHA et al., 2007; MCCOY; WICKS e
AUDOLY, 2002; MOTA; LAURINDO e SANTOS NETO, 2010). Em alguns casos
outros Orgaos e sistemas, além das articulacfes, podem estar envolvidos, como 0s
olhos (uveite), pulmdes (pneumonite), glandulas salivares e lacrimais (sindrome de
Sjogren) e sistema nervoso periférico (neuropatias) (SILVA et al., 2003).

Devido a sua morbidade, a AR é uma doenca com significativo impacto social.
Tanto para o individuo acometido quanto para a sociedade, a AR acarreta
consideravel 6nus socioecondmico (MOTA; LAURINDO e SANTOS NETO, 2010),
considerando a frequente incapacidade para o trabalho e as limitagdes de atividades
sociais, de lazer e profissionais que a doenga determina (PEREIRA, 2007). Em
decorréncia destes fatores, os pacientes portadores de AR tém apresentado alta
mortalidade, proporcional a gravidade do quadro - pacientes com formas
poliarticulares podem ter sobrevida de apenas 40% em 5 anos (MOTA; LAURINDO e
SANTOS NETO, 2010). As causas de morte descritas com maior frequéncia séao
doencas cardiovasculares (DCV) e cerebrovasculares, infecgcdes, doencas
linfoproliferativas e complicacBes gastrintestinais. Dentre os fatores preditivos de
mortalidade, estdo inclusos idade avancada, incapacidade funcional, nimero de
articulacdes acometidas, fator reumatoide positivo, nddulos reumatoides e
velocidade de sedimentacéo globular (VSG) elevada (BRENOL et al., 2007).

A AR atinge cerca de 0,5 a 1% da populacdo mundial (podendo chegar a 5%
dependendo do grupo e da faixa etaria estudados), apresentando uma incidéncia de

0,02 a 0,05%; sendo sua ocorréncia observada em todos os grupos étnicos (MOTA,;
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LAURINDO e SANTOS NETO, 2010; SILVA et al.,, 2003; MCCOY; WICKS e
AUDOLY, 2002; BRENOL et al., 2007; PEREIRA, 2007). Embora a AR possa ter
inicio em qualquer idade, o grupo com pico de incidéncia varia entre 35, 40 a 50, 70
anos, sendo as mulheres afetadas trés a quatro vezes mais que os homens (SILVA
et al., 2003; CUNHA et al., 2007. RUBBERT-ROTH e FINCKH, 2009).

Ainda que a etiologia da AR permaneca desconhecida, a literatura sugere que
fatores genéticos, fatores ambientais, acdo hormonal, desordens autoimunes e
guadros infecciosos podem estar relacionados com o desenvolvimento da doenca
(PEREIRA, 2007). Nesse sentido, a literatura tem correlacionado a presenca de
infeccdes com o aparecimento da AR, dentre os agentes infecciosos sugeridos cabe
ressaltar o parvovirus, o virus da rubéola, o virus Epstein-Barr e a Borrelia
burgdorferi (PEREIRA, 2007).

E, portanto, uma afeccdo sistémica do tecido conjuntivo, com origem
desconhecida que se manifesta, predominantemente, com dano repetido e cronico
das estruturas articulares, perarticulares e tendinosas, inflamando o substrato
anatomico principalmente da membrana sinovial, que pode ocorrer em todas as
idades, especialmente os adultos jovens do sexo feminino (MCINNES e SCHETT,
2007).

A AR é uma doenca inflamatdria crénica com patogénese autoimune que
resulta em destruicdo da cartilagem e o0sso, sendo caracterizada por infiltrado de
neutrofilos, células T, células B e macréfagos na sindvia e fluido nos espacos
periarticulares (HARRIS, 1990). A importancia das citocinas e quimiocinas na
fisiopatologia da artrite reumatoide foi demonstrada tanto em humanos quanto em
modelos animais (FELDMANN; BRENNAN e MAINI, 1996). De fato, varios desses
mediadores tém sido encontrados no liquido sinovial de pacientes com artrite, como
0 TNF-a, a IL-1B e a Interleucina-8 (IL-8/CXCL8) (BRENNAN et al., 1991; DI
GIOVINE et al.,, 1988; FONTANA et al.,, 1982). As citocinas estdo diretamente
relacionadas em muitos dos processos imunolégicos que sdo associados com a
patogénese da AR. A membrana sinovial reumatoide produz ampla matriz de
citocinas de macréfagos e fibroblastos, incluindo IL-1, IL-6, IL- 15, IL-18, TNF-a, GM-
CSF, varias quimiocinas, e muitos outros. (FIRESTEIN, 2003; MCINNES e SCHETT,
2007). Assim, a doenca se caracteriza pela inflamagdo crénica da membrana
sinovial, podendo levar a destruicdo Osteo-articular, que ao longo do tempo resulta

em danos para as articulagdes, causando dor e incapacidade.
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Os mecanismos envolvidos na hipernocicepcdo inflamatéria podem ser
divididos em duas fases. A primeira fase é caracterizada por eventos ndo neuronais,
onde células do sistema imunolégico (macréfagos e leucocitos) produzem uma
sequéncia de mediadores inflamatdérios iniciados pelo TNF-a, que induz a produgao
de IL-6 e IL-1B, que, por sua vez, estimulam a formagdo de produtos da
ciclooxigenase através da inducdo enzimatica da Ciclooxigenase 2 (COX-2)
resultando principalmente na producdo de Prostaglandina E,; (PGE;). O TNF-a
também é capaz de induzir a liberacdo de quimiocinas que estimulam a
liberacao/producdo de aminas simpéticas. (CUNHA et al., 1991; CUNHA et al., 1992;
FERREIRA et al., 1988; FERREIRA et al.,, 1993a; FERREIRA; LORENZETTI e
POOLE, 1993b; LORENZETTI et al., 2002).

A literatura tem demonstrado, através de diferentes modelos experimentais,
gue os mediadores inflamatérios TNF-a (NORDAHL; ALSTERGREN e KOPP, 2000),
IL-18 (ALSTERGREN et al., 1998;. KOPP, 1998), prostaglandinas (OMOTE et al.,
2002; PORTANOVA et al., 1996) e também o Fator de Crescimento Neural (NGF),
(MA e WOOLF, 1997) estao envolvidos no inicio da hipernocicepcdo que segue o
desafio com o antigeno.

A segunda fase da hipernocicepc¢ao inflamatoria inclui os eventos neuronais:
mediadores primarios especificos, especialmente o0s eicosanoides e as aminas
simpaticas, sdo liberados e atuam sobre os receptores metabotropicos de
membrana dos neurbnios para desencadear a ativacdo das vias de segundo
mensageiro (AMPc, Proteoquinase A - PKA - e da Proteoquinase C - PKC). As vias
do segundo mensageiro ativadas resultam na posterior fosforilacdo dos canais de
sédio voltagem-dependentes e inibicho dos canais de potassio voltagem-
dependentes. Por conseguinte, o limiar de nociceptores € reduzido e, finalmente,
leva a um aumento da excitabilidade da membrana neuronal, facilitando a ativagao
do nociceptor e a transmissao do impulso pelos neurbnios nociceptivos primarios.
(ALEY E LEVINE, 1999; CUNHA et al., 2005; EVANS; VASKO e NICOL, 1999;
GOLD et al., 1998; KHASAR et al, 1999; NAPIMOGA et al., 2008).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclooxigenase
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2.2 Artrite Reumatoéide e Disfungdes Temporomandibulares

A ATM tem uma anatomia e funcdo mais complexa dentre todas as
articulagdes do corpo humano. A ATM pode ser considerada diartrose, dividida pelo
disco articular em dois compartimentos, um superior e um inferior. A capsula articular
€ composta de tecido conjuntivo fibroso, reforcada lateralmente pelo ligamento
temporomandibular. A insercdo posterior do disco na lamina timpanica, a zona
bilaminar, € composta de duas laminas contendo elastina, a Unica proteina fibrosa
do organismo que contém um verdadeiro médulo de elasticidade. Essa organizacéo
permite grande liberdade de movimento antero-posterior do disco. Os dois feixes do
musculo pterigoideo lateral inserem-se no colo do céndilo (feixe inferior) e no disco
(feixe superior). O movimento simultaneo do condilo e do disco articular, pela agéo
harmoniosa do pterigoideo lateral, permite o posicionamento do condilo sob a banda
intermediaria de Rees, na abertura e fechamento bucal. A capsula é bem
vascularizada e inervada. O suprimento vascular e pela artéria temporal superficial.
A inervacao sensitiva deve-se ao auriculotemporal, massetérico e ramos temporais
profundos do nervo mandibular. O interior da capsula é revestido por membrana
sinovial, que secreta o liquido sinovial, responsavel pela lubrificacdo e nutricdo da
articulacdo. A ATM é circundada por muitas estruturas de importancia. Medialmente
e inferiormente, transita a artéria maxilar interna; posteriormente, a artéria e a veia
temporal superficial, juntamente com o nervo auriculotemporal. Lateralmente e
inferiormente, situa-se o nervo facial. (BAUER, 1940; MARTINS, 1993)

A AR é uma desordem sistémica a qual pode envolver varias articulagdes do
corpo incluindo a ATM. A ATM quando afetada pela AR pode produzir dor, inchaco,
crepitacdo, rigidez articular e limitacdo de abertura comprometendo as funcgbes
estomatognaticas (AKERMAN et al., 1988; CELIKERL; GOKQE-KUTSALL e
ERYILMAZ, 1995; COOK et al.,, 1958; GOUPILLE et al.,, 1993; LIN et al., 2007;
YOKOYAMA e OKU, 1999).

Sabemos que na AR, a articulacdo é tomada pela infiltracdo de células T,
macréfagos e células plasmaticas e ativacdo de um grande numero de citocinas,
especialmente o TNF-a que tem efeitos sobre a degradagdo da cartilagem e do
0sso e na dor, induzindo a producédo de outras citocinas como IL-1 e IL-6. (KOPP et
al., 2005)
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As primeiras mudancas durante a AR na ATM ocorrem na membrana sinovial,
gue se torna hiperémica e infiltrada com linfocitos e células plasmaticas. Também é
observado um espessamento da membrana e acumulo de liquido na cavidade
articular. O exame clinico mostra uma ATM inchada e sensivel. Dor e espasmo
muscular podem limitar 0 movimento articular. Alteracdes radiograficas podem néo
ser perceptivel nesta fase inicial. Quando o envolvimento da ATM é progressivo, a
cartilagem e o 0sso sofrem erosédo. As adesdes podem se formar entre a membrana
sinovial e o ligamento capsular. Observa-se um achatamento caracteristico na
superficie anterior do céndilo mandibular, devido a destruicdo da fibrocartilagem e
0ss0. A erosdo da insercdo ligamentar do musculo pterigoideo lateral ocorre em
conjunto com o tecido 6sseo e cartilaginoso (MARBACH e SPIERA, 1967). Apesar
de a ATM estar ocasionalmente incluida nos estudos de progresséao radiografica das
doengas inflamatérias crbnicas como a AR, as alteragBes radiolégicas mais
frequentes sao o estreitamento do espaco comum e erosdes marginais e, na doenca
avancada, ostellises extensas e até mesmo a destruicio completa do
condilo. (GYNTHER et al., 1997; MELCHIORRE et al., 2003; NORDAHL et al., 2001,
SMITH; LARHEIM e ASPESTRAND, 1992).

Considerando 0 exposto acima, a severidade das disfuncoes
temporomandibulares na AR podem levar a sequelas graves. Assim, o diagnéstico
precoce assim como 0 manejo apropriado se faz necessario. A magnitude do
envolvimento da ATM esté relacionado a severidade da AR. Os niveis do fator
reumatico, sedimentacdo de eritrocitos, proteina C-reativa e TNF-a estdo
correlacionados com a severidade das disfungdes temporomandibulares
(CELIKERL; GOKQE-KUTSALL e ERYILMAZ, 1995; LIU et al., 2003; VOOG et al.,
2003; YOSHIDA et al., 1998)

Apesar das discrepancias relatadas nos estudos sobre a prevaléncia do
envolvimento da ATM nas condicbes da AR (5 a 88%) (CELIKERL; GOKQE-
KUTSALL e ERYILMAZ, 1995; FRANKS, 1969; LIN et al., 2007; MARBACH e
SPIERA, 1967; TWILT et al., 2008;) é claro o envolvimento da ATM na AR e suas
complicagOes. A literatura justifica esta discrepancia de resultados entre os estudos
de prevaléncia devido a uma ndo padronizacdo dos critérios e técnicas de
diagnéstico (CELIKERL; GOKQE-KUTSALL e ERYILMAZ, 1995; LIN et al., 2007;
TWILT et al., 2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Smith%20HJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Smith%20HJ%22%5BAuthor%5D
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Outro fator a ser considerado € que as disfungcbes temporomandibulares na
AR sdo frequentemente ignoradas pelos reumatologistas ou pelos préprios
pacientes, uma vez que o0s tratamentos sdo centrados em outras articulacoes,
especialmente dos membros inferiores e nas maos, além disso ainda temos as
limitacBes das técnicas de diagndstico para a ATM com AR (ARABSHAHI e CRON,
2006; MELCHIORRE et al., 2003).

2.3. 15d-PGJ;

Os eicosanoides (prostanoides, leucotrienos e lipoxinas) sdo metabdlitos
biologicamente ativos derivados do Acido Araquiddnico (AA). As prostaglandinas s&o
produzidas pela acédo da enzima ciclooxigenase utilizando-se do AA como substrato.
Em condicdes fisioldégicas, o AA encontra-se estereficado nos fosfolipidios de
membrana sendo mobilizado durante o processo inflamatério pela fosfolipase A, que
€ ativada por estimulos quimicos, mecéanicos e produtos bacterianos.

Ciclooxigenases catalisam a conversdao do AA em prostaglandina H;, o
primeiro passo na biossintese de prostanoides, a qual é convertida por células
especificas (varias sintases especificas para cada prostanoide) em produtos
biologicamente ativos incluindo PGE,, PGF2, PGIl;, PGD, e tromboxano
TXA; (FUNK, 2001). Existem duas isoformas principais COX: COX-1
constitutivamente e COX-2 induzida. Considerando que a COX-1 é constitutivamente
expressa em maioria dos tecidos, a expressdo da COX-2 é induzida por varios
estimulos, como mitégenos, citocinas e os promotores de tumor (GRAU; INIGUEZ e
FRESNO, 2004).

Gilroy et al. (1999) demonstraram que durante o inicio do processo
inflamatério, no qual predominantemente encontramos polimorfonucleares, a COX-2
sintetiza a PGE;, a qual possui um papel pro-inflamatorio. Entretanto, apos esta fase
inicial, ocorre uma inversédo de predominancia celular na qual os mononucleares se
destacam. Nessa segunda fase, aparentemente, a COX-2 participa da resolucéo da
fase aguda da inflamacdo, para prevenir os efeitos adversos da resposta
inflamatéria, pela alternancia do padrdo de prostaglandina (PG) sintetizada,
passando a estimular a producéo de PG da familia J. (KIM, W. J; KIM J. H. e JANG,
2007)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Arabshahi%20B%22%5BAuthor%5D
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Tem sido dada grande importancia no papel da 15d-PGJ, na regulacdo do
processo inflamatorio, devido a possibilidade de intervencdo farmacoldgica ser
aplicada na regulacéo da producéo de citocinas (CLARK et al., 2000; JIANG; TING e
SEED, 1998; RICOTE et al., 1998a; RICOTE et al., 1999; WILLOUGHBY; MOORE e
COLVILLE-NASH, 2000).

O prostanoide 15-desoxi-A12,14 prostaglandina J2 (15d-PGJ,) ¢é
particularmente interessante, pois € um tipo de prostaglandina-ciclopentenénicas
formada in vivo através da desidratacdo ndo enzimatica de prostaglandina D2
produzida por varios tipos de células. Essas ciclopentendnicas podem alterar as
funcdes celulares por multiplos mecanismos. A 15d-PGJ, parece inibir a expressao
de uma variedade de genes pro-inflamatorias, incluindo a COX-2 . Esses efeitos
parecem ser mediados pela inibicao de varios fatores de transcricdo, como o Fator
nuclear-kB e a Proteina ativadora 1 (AP-1). Além disso, a 15d-PGJ, € um ligante
natural do receptor de ativagao de proliferagéo de peroxissomo-y (PPAR-y) (GRAU;
INIGUEZ e FRESNO, 2004; LEVONEN et al., 2001, SANCHEZ-GOMEZ et al., 2004;
YEUN OH et al., 2008; FORMAN et al., 1995; RICOTE et al., 1998b), o que sugere
gue essa molécula possui um importante papel na regulacdo da reacao inflamatoria
in vivo.

O PPAR pertence a uma subfamilia de receptores nucleares e consiste de
trés diferentes isoformas as quais sao codificados por diferentes genes além de
possuirem diferentes promotores; sao eles: PPAR-a, PPAR-B/d e PPAR-y (ZHU et
al., 1995). As PPARs possuem papel importante na transducéo de sinais ambientais,
inflamatorios, metabolicos e de desenvolvimento dentro de uma cascata de
respostas celulares ao nivel da transcricdo de genes (PHULWANI et al, 2006)

As trés isoformas possuem padrdes distintos em relacdo a distribuicdo
celular e de tecidos. Originalmente, sabia-se que o PPAR-y era expresso em
adipdcitos e hepatocitos, porém atualmente, sabe-se que o PPAR-y é encontrado em
macrofagos/mondcitos, midcitos, fibroblastos e células precursoras de medula
(BRAISSANT et al., 1996; CLARK et al., 2000).

Acredita-se que o PPAR-y em estado inativado esteja conjugado com
proteinas corepressoras, localizado no citoplasma ao invés do nucleo (BISHOP-
BAILEY e HLA, 1999).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jiang%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jiang%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Seed%20B%22%5BAuthor%5D
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A ligacdo do PPAR e a 15d-PGJ; induz a dissociacdo do PPAR de seus
repressores e permite a interacdo com coativadores ( p. ex., receptores esteroides),
0 que resulta na translocacao deste do citoplasma para o nucleo (ZHU et al., 1995).
O resultado dessa translocacdo é a ativacdo da expressdo ou repressdo de uma
variedade de genes (NEGISHI e KATOH, 2002).

Entretanto, a 15d-PGJ, aparentemente possui a capacidade de produzir
efeitos de maneira independente ao PPAR (CHAWLA et al., 2001, SANCHEZ-
GOMEZ et al., 2004). Alguns desses efeitos podem ser mediados por interacdes
covalentes entre a 15d-PGJ, e proteinas intracelular. Duas moléculas ja foram
identificadas como mediadoras da 15d-PGJ, de maneira independente do PPAR: o
fator nuclear-kB (NF-kB) e a via de sinalizacdo ERK (SCHER e PILLINGER, 2005;
SANCHEZ-GOMEZ et al., 2004). Além disso, tem sido demonstrado que a 15d-PGJ,
pode induzir a apoptose em culturas de neurbnios corticais, células endoteliais,
miofibroblastos  hepaticos, granulécito, células de cancer e doencas
neuroinflamatérias como a esclerose mudltipla, através de PPARy dependente ou
independente. (XIAN; LIN e REEVES, 2007)

Kawahito (2000), observou que apds administracdo intraperitoneal de
ligantes de PPAR-y, como a 15d-PGJ,, suprimiu a artrite induzida por adjuvante em
ratos, além de reduzir a formacdo de pannus e o infiltrado inflamatério. Também foi
observado que a expressdo aumentada de PPAR-y no liquido sinovial de pacientes
com artrite, além de macréfagos em menor quantidade, fibroblastos sinoviais e
células endoteliais. Experimentos conduzidos por Shan (2004) sugere que a 15d-
PGJ; induz apoptose em condrdcitos através da ativacdo do PPAR-y.

Estudos com mondécito/macréfago demonstraram que a 15d-PGJ, pode ser
a responsavel pela inibicio de genes que codifica IL-18, TNF-a, iNOS e
metaloproteinase 2 (JIANG; TING e SEED, 1998; MIGITA e MORSER, 2005;
RICOTE et al., 1998a). Essas observac¢des vislumbram a possibilidade da 15d-PGJ,
ser um potencial composto terapéutico para o tratamento de doencas inflamatorias,
atenuando o desenvolvimento de inflamacdo aguda e crénica (CUZZOCREA et al.,
2002; MIGITA e MORSER, 2005; NAPIMOGA et al, 2008; PHULWANI et al., 2006)
e para aliviar os sintomas de choque séptico (ZINGARELLI et al., 2003), além de

apresentar potentes efeitos imunomodulador de diversos tipos celulares, como


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jiang%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jiang%20C%22%5BAuthor%5D
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Migita%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Morser%20J%22%5BAuthor%5D
http://molpharm.aspetjournals.org/content/66/5/1349.full#ref-10
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mondcitos/macrofagos, micrdglia, astrécitos, neutrofilos e linfocitos (ASADA et al.,
2004; RICOTE et al., 1999; PHULWANI et al., 2006)

Outro estudo ndo conseguiu demonstrar o efeito inibitério da 15d-PGJ; com
relacdo a expressdo de TNF-a e IL-6 em culturas de mondcitos/macréfagos
(THIERINGER et al., 2000). Em estudo realizado utilizando o rosiglitazone, um
agonista sintético do PPAR-y, 0s autores nao conseguiram reduzir a secre¢ao de IL-
8 apobs estimulacdo com LPS em linhagem celular monocitica, mas observaram a
diminuic&o da expressdo de MMP-9. Além disso, a 15d-PGJ; induziu a expresséo do
gene de IL-8 e suprimiu 0 MCP-1 (ZHANG et al., 2001).

Napimoga et al. (2008) observaram pela primeira vez que a 15d-PGJ; inibe
a hipernocicepc¢do inflamatéria via ativagdo de PPAR-y. Esse efeito parece ser
dependente de opioides enddgenos e macréfagos locais. Foi observado que a
administracao intraplantar da 15d-PGJ, (30-300ng/pata), inibe a hipernocicep¢cao
mecanica induzida por carragenina (100ug/pata) e a atuacdo da PGE,, como
mediador hipernociceptivo. Além disso, 15d-PGJ; (100ng/ATM) também inibe a
hipernocicep¢éo induzida por formalina na ATM. Por outro lado, a administragéo
direta da 15d-PGJ, no ganglio da raiz dorsal era eficaz no blogueio da
hipernocicepcdo induzida pela PGE,. O efeito antinociceptivo da 15d-PGJ; foi
reforcado pelo aumento da populacdo de macrofagos no tecido da pata devido a
injecdo local de tioglicolato, sugerindo a participacdo destas células no enfeito
antinociceptivo da 15d-PGJ..

Estudo recente no nosso laboratério (PENA-DOS-SANTOS et al., 2009) 15d-
PGJ, apresentou um potente efeito antinociceptivo e anti-inflamatério na ATM
através da ativacdo dos receptores PPAR-y. Além do mais, esses resultados
sugerem que o efeito antinociceptivo da 15d-PGJ, na ATM é também mediado pelos
receptores opioides kappa e delta através da ativacdo da via intracelular L-
Arginine/NO/cGMP/K*atp. As propriedades farmacologicas da administracio
periférica da 15d-PGJ, demonstradas destacam o uso em potencial deste agonista

de receptores PPAR-y nas condi¢des inflamatérias da ATM.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1471-4159.2006.04183.x/full#b30
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1471-4159.2006.04183.x/full#b30
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1471-4159.2006.04183.x/full#b29
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3 OBJETIVO GERAL:

Avaliar o efeito periférico da 15d-PGJ, nas desordens temporomandibulares

induzidas pela AR na ATM de ratos.

3.1 OBJETIVO ESPECIFICOS:

+ Padronizar o modelo experimental para inducdo da AR na ATM de ratos;

+ Avaliar a nocicepgéo induzida pela AR na ATM de ratos;

+ Avaliar o efeito periférico da 15d-PGJ, na hipernocicepcao inflamatéria

decorrente da AR na Articulacdo Temporomandibular de ratos.
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4 MATERIAL E METODOS:

4.1 Animais:

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados ratos Wistar (Rattus
norvegicus), pesando entre 150 — 250g, que foram mantidos em gaiolas plasticas
(cinco animais por gaiola) contendo maravalha, em ambiente com controle de

luminosidade (ciclos claro/escuro de 12h) com alimentagéo e agua, ad libitum.

Todos os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal da
Universidade de Uberaba (n° 059/2009) e estavam de acordo com as diretrizes
determinadas pelo Comité de Etica da Associacéo Internacional para Estudo da Dor
(IASP) em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983).

4.2 Farmacos:
15d-PGJ,: Calbiochem, San Diego, CA-USA.
Adjuvante Incompleto de Freund - IFA: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO-USA
Adjuvante Completo de Freund - CFA: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO-USA
Proteina Albumina Bovina Sérica metilada - mBSA: Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO-USA
Uretano: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO-USA
Alfa-Cloralose: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO-USA
Formalina: Formaldeido 37%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO-USA

4.3 Procedimentos gerais:

Para administracdo de drogas na regido das ATMs, uma agulha calibre 30,
conectada a uma seringa de microlitro Hamilton (50ul) por um tubo de polietileno
P20 (Figura 1), foi inserida na porcdo inferior da borda postero-inferior do arco
zigomatico, sendo avancada em direcdo anterior até contactar a regido poéstero-

lateral do condilo.
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Seringa Hamilton (50pl)
(=
"‘—h—ﬁ_ﬂ‘ ¥

Agulha hipodérmica calibre 30

Figura 1: Dispositivo para aplicacéo de drogas na ATM

4.4 Protocolo de imunizagdo com mBSA, curva dose-tempo e tratamento com a
15d-PGJ;:

Os animais foram ativamente imunizados com Proteina albumina bovina
sérica metilada (MBSA) por meio do seguinte protocolo: cada animal recebeu uma
injecdo subcutanea de 0,2 ml de uma emulsdo contendo 100 ug de mBSA diluida
em volumes iguais de Tampdo Fosfato Salina (PBS) e Adjuvante Completo de
Freund (CFA). Os animais receberam doses de reforco (100ug de mBSA/animal)
sete e quatorze dias apOs o inicio da imunizacdo, sendo utilizado Adjuvante
Incompleto de Freund (IFA) no lugar do CFA. Os animais controle receberam o
mesmo tratamento aplicado aos demais, porém sem a administracdo de mBSA. Sete
dias apos a terceira imunizacdo em uma das articulagcdes foi administrado 15d-PGJ,

em tempo e quantidade previamente determinados.

4.5 Teste da Formalina na ATM:

Os testes comportamentais foram realizados na fase clara, em sala
silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25°C (ROSLAND, 1991). Durante o
teste os animais néo tiveram acesso a agua ou a comida. Para minimizar o estresse
durante as sessdes experimentais, 0os animais foram previamente manipulados pelo

pesquisador por um periodo de sete dias. Para a realizacdo das andlises



34

comportamentais, uma caixa de observacdo medindo 30x30x30 cm com base e trés
laterais espelhadas e frente de vidro foi utilizada (Figura 2). Cada animal foi
inicialmente colocado e mantido na caixa por 10 minutos para habituar-se ao
ambiente de experimentacdo e minimizar o estresse (ABBOTT; FRANKLIN
e CONNELL, 1986).

Figura 2: Caixa de observacao utilizada para as analises comportamentais.

4.5.1 InjecBes na regido da ATM: Para administracdo de drogas na regiao
da ATM direita (Figura 3), os animais foram brevemente anestesiados por inalacao

de Halotano.

Figura 3: Inje¢cdo na ATM direita do animal anestesiado


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Abbott%20FV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Franklin%20KB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Connell%20B%22%5BAuthor%5D
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4.5.2 Teste comportamental: Imediatamente apos a injecdo periarticular, o
animal, ja consciente, foi recolocado na camara de observacdo e as respostas
comportamentais caracterizadas pelo ato de cocar a regido injetada com a pata
dianteira ou traseira e pelo ato de levantar reflexamente a cabega foram
guantificadas durante 45 min divididos em 15 blocos de 3 min (Figura 4). O tempo
em segundos que o0 animal permaneceu cocando a regido orofacial foi quantificado
através da utilizacdo de um cronémetro, e o0 nimero de vezes que o animal levantou
reflexamente a cabeca foi quantificado usando um contador de células (ROVERONI
et al., 2001). Considerando que o ato de levantar reflexamente a cabeca segue um
padrdo uniforme de um segundo de duracao, a intensidade da resposta nociceptiva
foi quantificada somando-se esse comportamento ao ato de cocar a regido injetada,

como previamente padronizado (ROVERONI et al., 2001).

TEMPO | 0-3' 3-6' 6-9' 9-12' | 12-15' | 15-18' | 18-21' | 21-24' | 24-27' | 27-30' | 30-33' | 33-36' | 36-39' | 39-42' | 42-45'

co

LC

CO -comportamento de cocgar a regido orofacial (segundos)
LC - comportamento de levantar rapidamente a cabeca (nimero de vezes)

Simbolo (') — Minutos

Figura 4: Tabela utilizada para quantificar o Teste comportamental.

4.5.3 Confirmacédo do local da injecdo de formalina: Para calibracdo da
injecdo da ATM dos animais (n=5) ap6s o término de cada andlise comportamental
foi feita a confirmacéo visual do local da administracdo da formalina (pés-mortem).
Para isso, ap0s inducdo anestésica através da administracdo intraperitoneal de uma
mistura de uretano e a-cloralose (100mg/kg e 50mg/kg, respectivamente) (HU,
1990), o corante Azul de Evans (1%; 5mg/Kg) foi injetado, intracardiacamente. Apos
dez minutos, o animal foi submetido a perfuséo cardiaca com soro fisiologico. Como
o corante Azul de Evans se liga as proteinas plasmaticas, o local da injecao foi
identificado visualmente, de acordo com a aparéncia do corante extravasado (HAAS
et al. 1992).
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4.6 Quantificacao de citocinas nos tecidos envolvidos na ATM:

Amostras dos tecidos da regido temporomandibular foram obtidas e
homogeneizadas em solugdo Tampao Fosfato Salina (PBS) contendo 0,4M de NaCl,
0,05% de Tween 20, 0,5% de albumina bovina sérica (BSA), 0,1mM de fenil-metil-
sulfonil fluoreto, 0,1mM de cloreto de benzotdnico, 10mM de EDTA e 20KI/ml de
aprotinina (Sigma, USA). Ap0s a homogeneizacao, as amostras foram centrifugadas
(3000 RPM/ 10 min) e o sobrenadante foi utilizado para avaliar a citocina por ELISA.
Brevemente, placas de 96 pogos foram incubadas “overnight” em temperatura de
4°C com anticorpos contra TNF-a, IL-13 e KC de rato (10ug/ml). No dia seguinte, as
placas foram lavadas e incubadas por 2 horas com uma solucdo a 1% de albumina
bovina no intuito de evitar ligacdes inespecificas. Apds esse bloqueio e lavagem das
placas, as curvas-padrdo em vérias diluicbes ou as amostras (em triplicata) foram
adicionadas e incubadas a temperatura de 4°C por 24h. As placas entdo foram
lavadas trés vezes com tampéao e os anticorpos policlonais biotinilados contra TNF-
o, IL-1B8 e KC, diluidos 1:2000 foram adicionados (100ul/pogo). Apos incubacdo em
temperatura ambiente por 1 hora, as placas foram lavadas e 100ul de avidina-HRP
diluidas 1:5000 foram adicionados. Em seguida (quinze minutos apos), 100ul de
reagente colorido (o-fenilenodiamina-2HCI; OPD, Sigma USA) foram adicionados e
as placas foram mantidas no escuro, em temperatura ambiente, por 15-20 min. A
reacdo enzimatica foi interrompida com H,SO, 1M e as absorbancias foram

determinadas em 490nm.

4.7 Western Blot:

Para extracdo de proteinas, as amostras do tecido periarticular foram pesadas
e homogeneizadas em 3ml/g de tecido de tampédo RIPA (RIPA Lysis buffer, Santa
Cruz Biotechnology, CA, USA) contendo inibidores de proteases, mantido em um
banho com gelo, utilizando homogeneizador. O homogeneizado foi incubado em
gelo por 30 min., transferido para microtubos e centrifugado a 10.000 rpm por 10
min. a 4°C. O sobrenadante foi removido e centrifugado novamente. A quantificacédo
de proteinas total nos extratos foi realizada através do método do Kit BCA, Pierce.

Em seguida as proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
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SDS-PAGE 10% e transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas
foram incubadas "overnight" a 4°C com tampéao de bloqueio (PBS 5% (p/v) de leite
desnatado e 0,1% Tween 20). As membranas foram lavadas trés vezes com PBS
0,1% Tween 20. Em seguida foram incubadas em solugao de PBS contendo 5% de
leite desnatado e 0,1% Tween 20 contendo anticorpo anti PKA, anti PKC, ou anti a-
tubulina (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Ap6s a lavagem, as membranas
foram incubadas com anticorpo secundario conjugado HRP e novamente lavadas.
As membranas foram entdo reveladas com kit de quimioluminescéncia (ECL,
Amershan Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK) como descrito no manual de
instrucdes. Os filmes foram scaneados através do sistema de andlise de imagens
Image Quant 5.2. A especificidade das bandas foram determinadas pela omisséo do
anticorpo priméario seguindo o protocolo do Western Blot. A normalizacdo da
guantificacao protéica foi feita através da divisdo da intensidade das bandas teste

com a intensidade das bandas marcadas pela alfa tubulina (controle positivo).

4.8 Delineamento Experimental:

Foram realizados os seguintes grupos:

Grupo 01: Injecdo subcutanea 0.2ml de 500ug/mBSA + 100uL/CFA + 100uL/PBS
(Dia 0). Injecéo subcutanea 0.2ml de 500ug/mBSA + 100uL/IFA + 100uL/PBS (Dia 7
e 14). Injecao Intra-articular na ATM de 10ug/mBSA + 15ul/PBS (Dia 21) e Formalina
0,5% (Dia 22) (n=5)

500ug mBSA+  500ug mBSA+  500ug mBSA + 10pg mBSA 0.5% Formalina
CFA +PBS;s.c. [FA+PBS;s.c. IFA +PBS;s.c. ATM ATM Experimento

| | ! |
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 22 Dia 22
0 min 45 min
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Grupo 02: Injecéo subcutanea 0.2ml de 500pg/mBSA + 100uL/CFA + 100uL/PBS
(Dia 0). Injecao subcutanea 0.2 ml de 500ug/mBSA + 100uL/IFA + 100uL/PBS (Dia
7 e 14). Injecao Intra-articular na ATM de PBS (Dia 21) e Formalina 0,5% (Dia 22)
(n=5)

500ugmBSA+  500ugmBSA+  500pgmBSA+  PBS  0.5% Formalina

CFA+PBS;s.c. IFA+PBS;sc. IFA +PBS;sc.  ATM ATM Experimento
| | | | | |
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 22 Dia 22
0 min 45 min

Grupo 03: Injecao Intra-articular na ATM de 10ug/mBSA (Dia 0) e Formalina 0,5%
(24 horas) (n=5)

10 pg MBSA  0.5% Formalina

ATM ATM Experimento
| | |
Dia 0 Dia 1 Dia 1
0 min 45 min

Grupo 04: Injecao Intra-articular na ATM de Formalina 0.5% (n=>5)

0.5% Formalina
ATM Experimento

0 min 45 min
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Grupo 05: Injecao Intra-articular na ATM de Salina (n=5)

Salina
ATM Experimento
I |
I I
0 min 45 min

Grupo 06: Injecdo subcutanea 0.2ml de 500ug/mBSA + 100uL/CFA + 100uL/PBS
(Dia 0). Injecao subcutanea 0.2ml de 500ug/mBSA + 100uL/IFA + 100uL/PBS (Dia 7
e 14). Injecao Intra-articular na ATM de 10pug/mBSA + 15ul/PBS (Dia 21) e 100, 300
ou 30ng 15d-PGJ; (Dia 22) + 15 minutos seguintes: Formalina 0,5% (Dia 22) (n=5)

500ugmBSA+  500ugmBSA+  500ugmBSA+ 10pgmBSA 15d-PGJ, 0.5% Formalina
CFA+PBS;sc. IFA+PBS;sc. IFA+PBS;sc.  ATM ATM ATM

Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 22 Dia 22 Dia 22
0 min 15 min 60 min

Experimento

4.9 Andlise Estatistica:

Os dados foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA) e as
comparacdes multiplas foram feitas pelo teste de Tukey. Para todos os testes o nivel
de significancia foi estabelecido em p<0,05. Os dados foram apresentados pela
média + o Erro Padrdo. O programa GraphPad Prism 4.0 foi utilizado para a

realizacdo dos calculos estatisticos.
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5 RESULTADOS:

5.1 A Artrite Reumatoide induz nocicepcgdo na ATM:

A injecdo intra-articular de mBSA, mas né&o de PBS (controle), em ratos
imunizados induziu comportamentos nociceptivos de forma dose e tempo
dependente (Figura 5A e 5B, respectivamente). O desafio com mBSA induziu um
resposta nociceptiva significativa depois de 12 horas, mantendo um patamar até 24
horas (p<0.05), seguindo por um declinio com 48 horas apos o desafio. (Figura 5A e
5B, respectivamente). Dessa maneira 0 pico de respostas comportamentais
nociceptivas foi obtido por meio do mBSA 10ug/ATM ap06s 24h, parametros que

foram utilizados nos experimentos seguintes.



Immunized
A
3001 *
0
S
> 200+
<
[]
o]
()
= ——
2 100+
Qo
(8]
o
Z
0 T
PBS 1 3 10 ug (MBSA)
| J
0.5% Formalin
Immunized + mBSA (10u9)
5 |
300+ x %
0
S
> 200-
<
(]
0
(]
=
2 100+
Q
(8]
o
pd
0_

saline 6 12 24 48 hours
| |

0.5% Formalin

Figura 5 - A Artrite Reumatoide induz nocicepcao na ATM: (A) Injecdo intra-
articular de mBSA (10ug) na ATM de ratos imunizados aumentou
significativamente a magnitude da resposta nociceptiva de uma dose sublimiar de
formalina (0,5%). O simbolo (*) indica resposta nociceptiva significativamente
maior (p <0,05, ANOVA, teste de Tukey). (B) Injecdo intra-articular de mBSA
(10ug) induziu resposta nociceptiva significativamente maior que o grupo salina
entre 12 e 24horas (p<0,05, ANOVA, teste de Tukey) apresentando um declinio
depois de 48 horas. Os valores estdo expressos pela Média £ EPM. O simbolo (*)
indica resposta nociceptiva significativamente maior (p <0,05, ANOVA, teste de
Tukey) em relacdo ao grupo salina (controle).

41
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5.2 15d-PGJ; inibe a resposta nociceptiva induzida pela Artrite Reumatoide na
ATM:

O comportamento nociceptivo induzido pela Formalina (0,5%) nos animais
imunizados e desafiados com mBSA (Figura 6, coluna 5, 10ug/ATM, 24 horas antes)
foi significativamene maior (p<0,05) em relagdo aos demais grupos. Por outro lado, o
pré-tratamento (15min) com 15d-PGJ, (30, 100 e 300ng/ATM) inibiu o
comportamento nociceptivo induzido pela AR na ATM. De acordo com esses
resultados juntamente com resultados de estudos anteriores (PENA-DOS-SANTOS
et al., 2009), foi estabelecido que a dose efetiva da 15d-PGJ, para inibir a
nocicepcao induzida pela AR induzida na ATM € de 100ng/ATM. Sendo assim, para

0S seguintes experimentos a concentracdo de 15d-PGJ, utilizada foi de 100ng/ATM.

mBSA
300- | |
— #
L
o) |:| No immunized
> A 15d-PGJ
o 200 z | B rmunized
8
)
= I
S 100+
(&)
O
o
Z
O T T T
Salina - mBSA PBS - 30 100 300
| |
0.5% formalin
Figura 6 — 15d-PGJ, inibe a resposta nociceptiva induzida pela Artrite

Reumatoide na ATM. O pré-tratamento (15min) com 15d-PGJ, (30, 100 e 300
ng/ATM) reduziu significativamente as resposta nociceptivas induzidas pela AR na
ATM. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos tratados com 15d-PGJ,. O
simbolo (#) inica uma resposta nociceptiva significativamente maior que os demais
grupos (p<0.05, ANOVA, teste de Tukey) em relagdo aos demais grupos. O simbolo
(*) indica uma resposta nociceptiva significativamente menor em relagédo ao grupo de
ratos imunizados + mMBSA + formalina 0,5% (p<0.05, ANOVA, teste deTukey).
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5.3 15d-PGJ; reduz os niveis de KC mas ndo de TNF-a e IL-18 na ATM com

Artrite Reumatoide induzida:

Nenhuma das trés doses utilizadas de 15d-PGJ, foram capazes de reduzir a
liberacdo de TNF-a (Figura 7A) e IL-1B (Figura 7B) induzido pelo desafio de mBSA
nos animais imunizados, no entanto, a 15d-PGJ, reduziu significativamente a

liberacdo de quimiocina derivada de queratindcito (KC) (p <0,05). (Figura 7C)



pg/mg

pg/mg

4000+

3000

2000+

1000+

Saline

150001

10000+

5000+

TNF-a

mBSA

15d-PGJ,

mBSA PBS - 30

100 300
|

Saline

0.5% Formalin

KC

mBSA

mBSA PBS - 30

100 300

0.5% Formalin

|:| No immunized

- Immunized

|:| No Immunized

- Immunized

pg/mg

4000+

3000 4—|;

2000

10004

IL-1pB
mBSA |:| No immunized

| | - Immunized

15d-PGJ,

o]

Saline - mBSA PBS - 30 100 300
[ |

0.5% Formalin

Figura 7 — 15d-PGJ, reduz os niveis de KC mas ndo de TNF-a e
IL-18 na ATM com Artrite Reumatoide induzida: (A) O pré-
tratamento (15min) com 15d-PGJ, (30, 100 e 300 ng/ATM) na ATM
com artrite induzida ndo afetou a liberacdo da citocina TNF-a
(p>0.05, ANOVA, teste de Tukey). (B) O pré-tratamento (15min)
com 15d-PGJ, (30, 100 e 300 ng/ATM) na ATM com artrite induzida
ndo afetou a liberacdo da citocina IL-13 (p>0.05, ANOVA, teste de
Tukey). (C) O pré-tratamento (15 min) com 15d-PGJ, (30, 100 e 300
ng/ATM) na ATM com artrite induzida reduziu significativamente a
liberacdo quimiocina KC (p>0.05, ANOVA, teste de Tukey). O
simbolo (*) indica resposta nociceptiva significativamente menor
(p<0.05, ANOVA, teste de Tukey) quando comparado com o grupos
ratos imunizados + mBSA + formalina 0,5%.
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5.4 15d-PGJ; inibiu a expressdo da PKA e PKC induzida pela Artrite
Reumatoide na ATM:

Andlise pelo Western Blot demonstrou uma expressdo significativamente
maior das proteinoquinases PKA e PKC na ATM dos ratos imunizados e desafiados
com mBSA (Figura 8). O pré-tratamento (15min) com 15d-PGJ, (100ng/ATM) na
ATM com artrite induzida reduziu significativamente a expressdo da PKA assim

como da PKC.
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Figura 8 — 15d-PGJ, inibe a expressdo de PKA e PKC na AR induzida na ATM. (A) pré-tratamento (15min) com 15d-PGJ, (100
ng/ATM) reduziu significativamente a expressdao de PKA na AR induzida na ATM. O simbolo (#) indica uma expresséo
significativamente maior de PKA (p <0,05, ANOVA, teste de Tukey) do grupo controle. O simbolo (*) indica uma expressao
significativamente menor de PKA do que ratos imunizados + mBSA + formalina 0,5% (p <0,05, teste T). (B) O pré-tratamento (15min)
com 15d-PGJ, (100 ng/ATM) reduziu significativamente a expressdo de PKC na AR induzida na ATM. O simbolo (#) indica uma
expressao significativamente maior de PKC (p <0,05, ANOVA, teste de Tukey) do grupo controle. O simbolo (*) indica uma expressao
significativamente menor de PKC do que ratos imunizados + mBSA + formalina 0,5%
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6 DISCUSSAOQ:

A AR é uma desordem sistémica a qual pode envolver vérias articulacdes do
corpo incluindo a ATM. A ATM quando afetada pela AR pode produzir dor, inchaco,
crepitacdo, rigidez articular e limitagcdo de abertura comprometendo as fungdes
estomatognaticas (AKERMAN et al.,, 1988; CELIKERL; GOKQE-KUTSALL e
ERYILMAZ, 1995; COOK, 1958; GOUPILLE et al.,, 1993; LIN et al., 2007;
YOKOYAMA e OKU, 1999). Nesse sentido, o presente estudo demonstrou que 0s
animais com AR induzida por mBSA (10pg/mBSA) apresentaram hipernocicepgao
inflamatéria. A injecéo intra-articular de solucdo de formalina 0,5% (dose sublimiar)
induziu uma resposta comportamental nociceptiva significativamente maior nos
animais com AR induzida em relacéo a todos os controles.

Para a realizacdo deste estudo foi utilizado o modelo experimental de Artrite
induzida por antigeno (AlA), sendo a proteina albumina bovina sérica metilada
(mBSA) utilizada na forma de antigeno solGvel associada ao adjuvante de Freund.
Este modelo mostrou-se eficaz em demonstrar as condigdes de dor induzidas pela
AR na ATM corroborando a literatura (AKERMAN et al., 1988; CELIKERL; GOKQE-
KUTSALL e ERYILMAZ, 1995; COOK, 1958; GOUPILLE et al., 1993; LIN et al.,
2007; YOKOYAMA e OKU, 1999).

Os resultados demonstraram que a resposta nociceptiva foi significativamente
maior 12 horas ap6s a inducdo da AR com mBSA na ATM dos animais imunizados.
A resposta nociceptiva aumentada mantém-se até 24 horas apos o desafio com
mMBSA na ATM, entrando em declinio apds 48 horas do desafio. Dessa maneira,
para viabilizar o estudo da resposta dolorosa induzida pela AR na ATM e os
possiveis mecanismos nesse processo, foi padronizado a execucdo dos
experimentos 24 horas apés o desafio com mBSA na ATM de animais imunizados. A
hipernocicepc¢ao induzida pela AR na ATM é condizente com o quadro clinico da
doenca (AKERMAN et al., 1988; GOUPILLE et al., 1993; LIN et al., 2007).

Considerando o importante papel de citocinas e quimiocinas no
desenvolvimento da hipernocicepg¢éo inflamatoria (CUNHA et al., 2005; VERRI et al.,
2006) e o fato de as mesmas serem mediadores fundamentais na patogénese da AR
(BRENNAN e MCINNES, 2008; PALMBLAD et al., 2002) foi investigada a
participacéo das citocinas pro-inflamatorias IL-13, KC e TNF-a na ATM de ratos com
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AR induzida. Os resultados demonstraramm um aumento significativo ha expressao
das citocinas IL-1B e KC no tecido periarticular dos animais imunizados, no entanto,
apesar de ter sido demonstrado um aumento na expressao da citocina TNF-a nos
animais imunizados, esse nao demonstrou diferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle. Em adicdo a estes experimentos, andlises através de Western Blot
demonstraram que a nocicepcdo da ATM induzida pela AR esta relacionada com o
aumento da expressao das proteinoquinases PKA e PKC.

A literatura tem demonstrado, através de diferentes modelos experimentais,
gue os mediadores inflamatérios TNF-a (NORDAHL; ALSTERGREN e KOPP, 2000),
IL-18 (ALSTERGREN et al., 1998;. KOPP, 1998), prostaglandinas (OMOTE et al.,
2002; PORTANOVA et al.,, 1996) e também NGF (MA e WOOLF, 1997) estédo
envolvidos no inicio da hipernocicepcéo que segue o desafio com o antigeno.

A alta expressao da PKA, demonstrada pelo presente estudo, pode explicar a
expressao nao significativa da TNF-a na ATM com AR induzida. Tem sido
demonstrado que o TNF-a pode ter sua expressao inibida pela PGE; através da PKA
(STTAFORD E MARNETT, 2008). Estudo anterior demonstrou que a PGE; induzida
por LPS inibe o TNF-a principalmente ao nivel da transcricdo de genes (KUNKEL et
al., 1988). No entanto, o mecanismo pelo qual a PKA diminui a expressdao de RNAmM
de TNF-a através das PGE; ainda é desconhecido (STTAFORD E MARNETT,
2008).

A 15d-PGJ, apresenta um potente efeito antinociceptivo e anti-inflamatério na
ATM através da coativacao dos receptores PPAR-y e dos receptores opioides kappa
e delta através da ativacdo da via intracelular L-Arginine/NO/cGMP/K atp (PENA-
DOS-SANTOS et al.,, 2009). Tendo em vista que esses resultados evidenciam as
propriedades farmacol6gicas da administracéo periférica da 15d-PGJ, nas condi¢fes
inflamatérias da ATM, neste estudo foi avaliado o efeito periférico da 15d-PGJ; na
hipernociepcéo inflamatdria induzida pela AR na ATM. O pré-tratamento com a
injecdo intra-articular de 15d-PGJ, inibiu a hipernocicepcdo induzida pela AR na
ATM de uma maneira dose-dependente, através da reducdo da expressdo da
guimiocina KC .Embora as quimiocinas sejam consideradas citocinas (citocinas
guimiotaticas), elas pertencem a um grupo especifico de citocinas com propriedades
guimicas e funcionais especificas. Atualmente, com a mudanca da nomenclatura, a
KC é denominada, desde 2000, por CXCL1, onde suas duas cisteinas possuem um
aminoécido entre elas (CXC) e séo consideradas como ligantes de quimiocina (L),
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possuindo dessa maneira 0s seus respectivos receptores (R). Estudos mostram que
a quimiocina CXCL1 apresenta um importante papel na migracao de neutrofilos para
a articulacdo em pacientes com Artrite Reumatoide, sendo que a CXCL1 é
responséavel por 28% da atividade quimiotéxica para neutréfilos enquanto que a acéo
combinada de CXCL1, CXCL5 e CXCL8 é responsavel por 50% da atividade
guimiotaxica no fluido sinovial (KOCH et al., 1995). Sendo assim, os resultados
sugerem que o tratamento periférico com a 15d-PGJ, na ATM com AR induzida, ao
reduzir a expressdo da KC, tem potencial efeito anti-inflamatorio diminuindo a
guimiotaxia no local da les&o.

O pré-tratamento com a injecdo intra-articular de 15d-PGJ, inibiu a
hipernocicepcdo induzida pela AR na ATM de uma maneira dose-dependente
também através da reducdo da expressdo da PKA e PKC. As proteinoquinases
atuam por uma ampla variedade de sinais indutores de proliferagdo ou
diferenciacao, incluindo nos mecanismos de hipernocicepcao inflamatoéria. Tem sido
demonstrado que a ativacdo da PKC participa da sensibilizacao de fibras nervosas
via receptores vaniloides TRPV1 (RUSSEL et al., 2009). A ativacdo dos receptores
valindides TRPV1 nas fibras periféricas tipo C induzem abertura de canais de Na* e
CA*" (TOMINAGA e TOMINAGA, 2005; NILIUS et al., 2007), os quais resultam em
comportamento nociceptivo. Sendo assim, considerando os resultados do presente
estudo é possivel que um dos mecanismos analgésicos da 15d-PGJ; seja a reducao
da sensibilizacdo dos canais vaniloides e TTX sddio dependentes induzidos pela

acao das proteinoquinases.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que a AR induzida
experimentalmente na ATM resulta em uma hipernocicepc¢éo inflamatoria devido ao
aumento dos niveis de KC e IL-1B, e aumento da expressao da PKA e da PKC. O
tratamento das ATMs com a 15d-PGJ, foi capaz de reduzir o comportamento
nocioceptivo da AR induzida na ATM. Este efeito antinociceptivo esta relacionado,

em parte, devido a diminui¢do dos niveis de KC, da expressao da PKA e da PKC.

Dessa maneira, atingimos nossos objetivos especificos, uma vez que
padronizamos o modelo experimental para inducdo da AR na ATM de ratos;
observamos que a AR induzida experimentalmente induz a hipernocicepcao
inflamatéria e que a 15d-PGJ, foi capaz de reduzir o comportamento nocioceptivo
da AR induzida na ATM.
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