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RESUMO

A hemofilia € uma doenga hemorragica hereditaria ligada ao cromossomo
X, decorrente da auséncia ou da baixa quantidade no plasma dos fatores de
coagulagdo Fator VIl (hemofilia A) ou do Fator IX (hemofilia B). Clinicamente, a
hemofilia se caracteriza por episddios recorrentes de sangramentos profundos,
que podem ocorrer espontaneamente ou em decorréncia de traumatismos. O
sistema musculo-esquelético é freqlentemente afetado pelos eventos
hemorragicos nos pacientes portadores de hemofilia. Dentro desse sistema, as
articulagdes sao alvos de episddios recorrentes de sangramentos, resultando em
hemartroses. Estes episddios estimulam a hiperplasia da membrana sinovial
articular, caracterizando o quadro das sinovites hemofilicas. O ciclo vicioso tipico
de hemartrose-sinovite-hemartrose quando estabelecido, tem como conseqiiéncia
a cronificacdo das alteracdes agudas articulares. Histologicamente, na sinovite é
observada a proliferagdo de fibroblastos sinoviais e a presenca de um infiltrado de
células inflamatorias. Apesar da articulacdo temporomandibular (ATM) ser uma
articulacao do tipo sinovial sdo poucos os relatos sobre o seu envolvimento na
sinovite hemofilica. Portanto, o objetivo deste estudo foi o de avaliar as
caracteristicas morfologicas da ATM de camundongos deficientes de fator VIII.
Além disso, avaliar a indugéo de sinovite por hiper-extenséo bucal. Para isso, as
ATM de 30 camundongos deficientes de Fator VIII foram avaliadas. Cinco desses
animais fizeram parte do grupo controle. E os outros 25 fizeram parte do grupo
experimental para inducdo de sinovite pelo método de hiper-extenséo bucal. Os
animais do grupo controle foram sacrificados e as ATMs foram preparadas para
avaliacao histolégica através da microscopia 6ptica. Os animais do grupo de
estudo foram sacrificados ap6s 2 e 5 dias e 2,4 e 6 semanas do procedimento. A
seguir, as ATM foram preparadas para analise em microscopia e a membrana
sinovial anterior inferior foi avaliada segundo os critérios descritos por Muto et al
(1998b). Como resultado, as ATMs do grupo controle ndo apresentaram nenhuma



alteragéo anatémica e a membrana sinovial anterior inferior apresentou entre 2-5
camadas de células sinoviais. No grupo de estudo o numero de camadas de
células sinoviais foram semelhantes ao grupo controle. Ndo foi observada
dilatacdo capilar, adesédo sinovial nem a presenca de sangue na cavidade
articular. Portanto, nossos resultados caracterizaram histologicamente a
membrana sinovial anterior inferior de camundongos deficientes de Fator VIl e a
metodologia empregada de hiper-extensdo bucal nao foi capaz de provocar

sinovite na membrana sinovial avaliada.

Palavras-chaves: hemofilia; membrana sinovial; hemartrose; sinovite
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ABSTRACT

Hemophilia is a hereditary hemorrhagic disease linked to chromosome X
due to the deficiency of the activity of coagulation Factor VIII in hemophilia A, or
Factor IX in hemophilia B. Clinically, hemophilia is characterized by recurrent
severe bleedings, mostly in the musculoskeletal system. When the hemorrhage
occurs inside the joint, it is called hemarthosis. Hemarthosis can stimulate the
synovial membrane which results in synovial hyperplasia that can characterize the
hemophilic synovitis. The typical vicious cycle haemartrosis—synovitis—
haemarthrosis when established produces as a consequence, the chronification of
joint acute changes. Histologically, synovitis is characterized by proliferation of the
sinovial cells surrounded by an inflammatory infilirate. Despite the fact that
temporomandibular joint (TMJ) is a synovial joint there are few clinical reports in
the literature regarding its involvement in hemophilic synovitis. Therefore, the goal
of this study was to evaluate the morphological characteristics of TMJ in Factor VIII
deficient mice. In addition, the second goal was to induce a TMJ synovitis using a
forced jaw opening model. For this purpose, 30 Factor VIII deficient mice were
enrolled in this study. Five of these animals were included in the control group and
their TMJ was evaluated using light microscopy to establish the regular
morphology of this joint. The other 25 were submitted to a forced jaw opening, for 5
minutes per day, during 10 days. These animals were sacrificed after 2 and 5 days
and 2, 4 and 6 weeks of the procedure. TMJ was prepared for optical microscopy
analysis and the anterior inferior synovial membrane was studied using Muto et al
(1998) criteria. As a result, the anatomic characteristic of the TMJ was similar with
other mice and the anterior inferior synovial membrane of this group presented 2-5
cell layers. In the study group, no anatomic changes were observed. No difference
was observed regarding the thickness of sinovial cell layer of the studied group and
the control group. Capillaries dilatation, synovial adhesion and blood in the joint

chambers were not observed. Therefore, our results have histologically

xii



characterized the anterior inferior synovial membrane of TJM in Factor VIII
deficient mice. The methodology used for inducing sinovites was not capable of
inducing sinovites in the TMJ of Factor VIII deficient mice.

Key words: hemophilia; synovial membrane; hemarthrosis; synovitis
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1- INTRODUCAO

A hemofilia € uma doenga hemorragica hereditaria ligada ao cromossomo
X, decorrente da auséncia ou da baixa quantidade no plasma dos fatores de
coagulacdo Fator VIl (hemofilia A) ou do Fator IX (hemofilia B). Clinicamente, a
hemofilia se caracteriza por episddios recorrentes de sangramentos profundos,
que podem ocorrer espontaneamente ou em decorréncia de traumatismos.
(Villaga, 2001).

O sistema musculo-esquelético é freqientemente afetado pelos eventos
hemorragicos nos pacientes com hemofilia. Dentro desse sistema, as articulagbes
sdo alvos de episodios recorrentes de sangramentos. Esses episédios sao
chamados de hemartroses e podem ocorrer entre 30-35 vezes ao ano em criangas
com hemofilia grave. (Valentino et al, 2004; Stephensen et al, 2009).

Os episddios recorrentes de hemartroses estimulam a hiperplasia da
membrana sinovial, 0 que caracteriza 0 quadro das sinovites hemofilicas. A
presenga do sangue intra-articular estimula a hiperplasia desta membrana, que é
ricamente vascularizada, por isso tende a sangrar novamente. O ciclo vicioso
tipico hemartrose-sinovite-hemartrose, quando estabelecido, tem como
consequéncia a cronificacdo das alteragcdes agudas articulares (Rodriguez-
Merchan, 2007).

A sinovite cronica produz destruicdo da cartilagem através da producao
de enzimas e citocinas inflamatérias que infitram a membrana sinovial. Além
disso, a destruicdo é favorecida pela distensdo mecéanica da cépsula articular e
pelo aumento da pressao intrarticular. Esse aumento causado pela presenca de
sangue é responsavel pela indugdo da apoptose dos condrdcitos e pela inibigao
da sintese de proteoglicanos (Lafeber et al, 2008).



Os estudos de fisiopatologia da artropatia hemofilica em modelos animais
foram realizados focalizando o joelho, por ser essa a articulacdo mais afetada nos
pacientes com hemofilia (Valentino et al, 2004; Hakobyan et al, 2005). Pouco se
sabe sobre o envolvimento da articulagcdo temporomandibular nas artropatias
hemofilicas (Birch, 1937; Kaneda et a/,1979).

Portanto o objetivo deste trabalho foi o de estudar a articulagéo
temporomandibular de camundongos deficientes de fator VIII e avaliar as

caracteristicas desta articulacao apo6s trauma por hiper-extensao bucal.



2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Hemofilia

A hemofilia A (hemofilia classica) e a hemofilia B (doenca de Christmas) séao
doencas hemorragicas hereditarias ligadas ao cromossomo X decorrentes da
deficiéncia quantitativa no plasma dos fatores de coagulacao Fator VIII (FVIIIl) e
Fator IX (FIX), respectivamente. Entre elas, a hemofilia A corresponde a 80% dos
casos, sendo, portanto a mais frequente (Villaca et al, 2001).

Esta patologia € a mais comum das doencas de deficiéncia hereditaria dos
fatores da coagulacdo (Hoffbrand et al, 2001). A prevaléncia é estimada em
1:10000 homens para hemofilia A e 1:40000 homens para hemofilia B (Antunes,
2002).

A hemofilia A e B sao clinicamente indistinguiveis, por isso o diagnostico
deve ser realizado por testes especificos dos fatores de coagulacdo. A gravidade
das manifestacdes clinicas na hemofilia estd, geralmente, relacionada com as
concentragdes plasmaticas do FVIII e FIX (Villaga, 2001; Bolton-Maggs & Pasi,
2003). De modo geral, as hemofilias sdo classificadas em leves, moderadas e
graves, correspondendo a niveis plasmaticos do FVIII ou do FIX entre 5% e 30%,

1% e 5% e, inferiores a 1% respectivamente (Villaga, 2001).

O Fator VIII é uma proteina da coagulacdao que circula no plasma na
forma de uma cadeia polipeptidica de 2351 aminoacidos (Kaufman, 2000; Franco,
2001; Bolton-Maggs & Pasi, 2003) que é sintetizada primariamente pelos
hepatocitos. Porém pequenas quantidades de FVIII também podem ser
sintetizadas pelos rins, células endoteliais sinusoides e tecidos linfaticos. Esta
proteina € uma das maiores e menos estaveis dos fatores de coagulacéo,

circulando no plasma como um complexo n&o-covalente com o fator de von



Willebrand (FvW). O FVIII possui uma meia-vida de 12 horas em adultos e um
tempo menor em criangas (Kaufman, 2000; Bolton-Maggs & Pasi, 2003).

O FIX é uma protease serina de 415 aminoacidos sintetizada no figado,
sendo a maior proteina dependente de vitamina K. A concentragdo plasmatica do
FIX é 50 vezes maior que a do FVIII e possui uma meia-vida em torno de 24 horas
(Bolton-Maggs & Pasi, 2003).

O papel do fator de coagulagédo FVIII e do fator de coagulagado FIX é
reconhecido pela literatura. O modelo de hemostasia baseado em células
ressaltou a importancia dos fatores FVIIl e FIX durante o processo de coagulagao
sanguinea e da geragdo de fibrina (Bolton-Maggs & Pasi, 2003). Na fase de
iniciacdo, a coagulacéo € iniciada pelo “TF-bearing cell” (recrutamento do Fator
Tecidual celular) que produz os primeiros fatores ativados. Como resultado da
injuria vascular, os fatores de coagulacdo que em condigdes normais sao
mantidos dentro do vaso, sédo liberados. As plaguetas, assim como o fator de
coagulacao FVIII (FVII) e o Fator de von Willebrand (FvW), constituem os
elementos mais importantes desse processo. Apés liberados, esses componentes
entram em contato com a trombina gerada durante a fase de iniciagdo (Hoffman &
Monroe, 2000; Romney & Glick, 2009; Smith, 2009).

Apés essa fase inicial, as plaquetas compdéem o tampao hemostatico no
sitio do trauma e sao ativadas pela trombina. A trombina gerada também é
responsavel pela ativacao dos fatores de coagulacdo, completando a ativacao do
Fator de coagulacdo FV (FV) o qual é liberado das plaguetas ativadas e é
responsavel pela quebra e subseqlente ativacdo do complexo dos fatores de
coagulacao FVIII/FYW. Durante a propagacao, o fator de coagulacado FIX ativado
(FIXa) se une ao seu co-fator, FVllla, na superficie das plaquetas ativadas. Uma
vez formado, o complexo FVllla/FIXa ativa o fator de coagulagdo FX a FXa, o qual
imediatamente combina com seu co-fator. O complexo FXa/FVa entdo converte
uma grande quantidade de protrombina a trombina, resultando na quebra do



fibrinogénio em fibrina que estabiliza o “plug” inicial de plaquetas em um coagulo
de fibrina estavel (Hoffman & Monroe, 2001; Romney & Glick, 2009; Smith, 2009).

Segundo Romney & Glick (2009), como na hemofilia o complexo
FVllla/FIXa (tenase) estd deficiente, logo FX ndo sera ativado na superficie
plaquetaria. A ndo ativacdo do FX efetivamente prejudica a formacao do complexo
da protrombinase, responsavel pela conversdao da protrombina em trombina,

caracterizando assim a patogénese do sangramento na hemofilia (Figura 1).

I
VW
- - L

X
vna\) Xa

IX Complexo tenase (FVIlla/FIX) deficiente — Hemofilia

Figura 1- Modelo de hemostasia baseado em células
(Adaptado: Hoffman M, Monroe DM. A cell-based model of hemostasis. Thromb Haemost. 2001;
85 (6): 958-965).

Clinicamente, a hemofilia se caracteriza por episddios de sangramentos
profundos e muco-cutdneos, que podem ocorrer espontaneamente ou em
decorréncia de traumatismos. Os primeiros episddios hemorragicos ocorrem por
volta dos primeiros meses de vida, onde freqlentes equimoses sdo observadas



nas costas e nas pernas da crianga com esta doenca (Toledo & Bezerra, 1996;
Hoffbrand et al, 2001).

Alguns episédios de manifestacoes hemorragicas surgem com a erupcao
dos dentes deciduos e quando a crianga comecga a engatinhar. Esses episddios
sdo comuns nessa faixa etaria pela freqiiéncia com que as criangas mordem o0s
labios e a lingua, tendendo a ter sangramentos intermitentes e persistentes em

fungcéo da hemofilia (Villaga et al, 2001).

O sistema musculo-esquelético é frequientemente afetado pelos eventos
hemorragicos nos pacientes com hemofilia. Dentro desse sistema, as articulagbes
s&o alvos de episddios recorrentes de sangramentos, resultando em hemartroses.
Esses episddios podem ocorrer entre 30-35 vezes ao ano em criangas com
hemofilia grave (Valentino et al, 2004; Hoots, 2007; Stephensen et al, 2009).

Segundo Aledort et al (2004), a morbidade dessas hemorragias €
significativa, pois por volta dos 25 anos, cerca de 90% dos pacientes com
hemofilia que apresentam hemorragias graves terdo mudancas cronicas
degenerativas em 1 a 6 articulagdes. As articulagdes freqientemente atingidas
séo: joelhos, cotovelos e tornozelos. Stephensen et al (2009) em estudo realizado
com 100 pacientes registrados em Centros do Reino Unido, constataram que a
freqiéncia dos sangramentos nos joelhos atualmente € menor que a dos

tornozelos e ombros.
2.1.1.- Artropatias Hemofilicas

Os repetidos episddios de hemartroses podem causar um dano articular
irreversivel as articulacbes caracterizando as artropatias hemofilicas. Apés um
sangramento intra-articular, ha um curto periodo com muita dor, perda de forga
muscular da articulacdo afetada, além de alteragdes de volume do local, em
decorréncia da presenca do sangue na area (Goddard & Mann, 2007).



Apbés 3 ou 4 semanas, 0 sangue podera ser degradado e o fluido
reabsorvido pela membrana sinovial. Com os cuidado de fisioterapia e exercicios
supervisionados, a articulagdo podera recuperar a movimentagao, forca muscular
e a aparéncia normal. Porém repetidos episddios de sangramento, ocorrendo na
mesma articulagdo, tornam esta incapaz de retornar ao que era antes do
sangramento. Logo, a freqliéncia de sangramento nessa articulacdo podera
aumentar de forma espontdnea mesmo apds todo cuidado de protecdo e
reabilitacdo (Mulder & Llinas, 2004).

Desta forma, a articulagdo atingida passa a ser chamada de articulagéo
alvo e neste estagio pode apresentar um quadro denominado de sinovite crénica
(Mulder & Llinas, 2004). A presenca do sangue intra-articular estimula a hipertrofia
da membrana sinovial que é ricamente vascularizada, por isso tende a sangrar
novamente. O ciclo vicioso tipico hemartrose-sinovite-hemartrose, quando
estabelecido, tem como consequéncia a cronificagcdo das alteragdes agudas

articulares (Rodriguez-Merchan , 2007).

A sinovite hemofilica é caracterizada histologicamente pela proliferacao
do tecido sinovial. Varios episédios de extravasamento sanguineo dentro das
articulagdes provocam distensdo da capsula articular, seguida de uma reacéo
inflamatéria aguda do tecido sinovial com infiltracdo de polimorfonucleares e
posteriormente de macréfagos e linfocitos (Mulder & Llinas, 2004; Valentino et al,
2007; Lafeber, et al, 2008).

A destruicdo da cartilagem articular é resultante da producao de enzimas
e citocinas inflamatérias que infiltraram a membrana sinovial. Além disso, a
destruicdo € favorecida pela distensdo mecéanica da capsula articular e pelo
aumento da pressao intra-articular causada pela presenca do sangue, responsavel
pela inducdo da apoptose dos condrécitos e da inibicdo da sintese de
proteoglicanos. A articulacdo se torna incapaz de restaurar a sintese de matriz



cartilaginosa podendo se desenvolver no local, a artrite destrutiva (Lafeber et al,
2008).

Hooiveld et al (2004) levantaram a hip6tese de que a sinovite, seguida
pela destruicdo da cartilagem e do 0sso que ocorre ap0s 0S processos de
hemartroses, sdo causados pela deposicao do ferro derivado da hemoglobina. O
papel do ferro na etiopatogenia das sinovites hemofilicas foi confirmado pelo
trabalho de Roosendal (1998). O autor demonstrou haver depdésitos de ferro na
membrana sinovial de joelhos de pacientes com hemofilia submetidos a cirurgia
ortopédica. Os achados ainda mostraram infiltragdo linfocitica difusa e

neovascularizagdo das camadas subsinoviais.

Wen et al (2002) em trabalho in vitro exploraram a hip6tese do ferro
(provenientes da degradagao de hemoglobina) atuar induzindo genes envolvidos
na proliferacdo de células sinoviais e na sintese de citocinas inflamatorias. A
participacdo dessas citocinas nas sinovites hemofilicas foi demonstrado por
Q@vlisen et al (2009). Os autores em estudo experimental demonstraram a
presenga de niveis elevados de IL-1B, IL-6, de quimiocina derivada de
queratindcitos e da proteina quimiotatica de mondécitos no liquido sinovial de
camundongos hemofilicos submetidos a indu¢ao de hemartroses. Estes resultados
demonstraram pela primeira vez in vivo a presencga de citocinas em animais como
resultado de um episédio de sangramento articular. Este trabalho ainda confirmou
a presenga de um componente inflamatdério na patogénese das sinovites
hemofilicas e estabeleceu o envolvimento de citocinas na progressdo da

morbidade articular.
2.1.2- Experimentos em animais no estudo das artropatias hemofilicas

A patogénese das artropatias hemofilicas envolve uma complicada
interacdo dos sistemas de coagulacao e sistema imune, portanto apesar de tudo
que pode ser aprendido sobre os sangramentos induzidos na hemofilia utilizando

sistemas in vitro, 0os animais vivos sdo a soma de tudo que é avaliado



individualmente. Desta forma, a habilidade de substituicdo do uso de animais na
pesquisa da hemofilia € um processo limitado (Monahan, 2008).

O primeiro modelo animal bem caracterizado de hemofilia foram os
cachorros, pois nestes ocorrem mutagdes naturais similares as das hemofilias A e
B em humanos. Estes modelos s&o extremamente Uteis pela similaridade com
humanos (Hoffman, 2008). Entretanto, apesar da muitas vantagens no uso de
modelos caninos para hemofilia, este € um modelo muito dispendioso e
trabalhoso, principalmente na manutencao das colénias grandes desses animais.
Atualmente, a maioria das pesquisas em hemofilia em modelos in vivo tem sido

conduzida em modelos animais de pequeno porte (Hoffman, 2008).

Bi et al (1995) foram os primeiros pesquisadores a desenvolver um
modelo de camundongo para hemofilia através de modificagdo genética no gene
do Fator VIII. Estes camundongos deficientes de fator de coagulagao FVIII
apresentaram sangramento significativo ap6s uma biépsia da cauda, desta forma

representam um fenétipo semelhante aos dos humanos com a hemofilia grave.

As colbnias de camundongos s&o mais facilmente produzidas e menos
dispendiosas para manutencdo do que animais maiores. No entanto deve ser
lembrado que como qualquer outro modelo animal, os camundongos nao
representam necessariamente todos o0s aspectos da hemostasia em humanos.
Esses animais ndo possuem sangramentos espontdneos em articulacbes e
tecidos moles caracteristicos da hemofilia em humanos. Portanto a literatura
mostra a dificuldade em produzir sangramento de maneira reproduzivel e

quantificavel nestes animais (Hoffman, 2008).

Segundo Hoffman (2008), os modelos animais disponiveis para hemofilia
foram primeiramente utilizados para estudo da eficacia hemostatica nas terapias
de reposigao e “bypassing” e ainda sdo pouco explorados para estudos das outras

conseqléncias das tendéncias hemorragicas da hemofilia.



Como ja relatado, anteriormente, os sangramentos intra-articulares séao
de grande interesse clinico. Porém, tem sido dificil desenvolver modelos que
reproduzam as complicacdes ortopédicas da hemofilia. Valentino et al (2004)
conseguiram desenvolver um modelo de hemartrose utilizando uma espécie de
mola posicionada nos joelhos de camundongos deficientes de FVIIII, provocando

assim, trauma local.

Em 2005, Hakobyan et al, conseguiram demonstrar em joelhos destes
camundongos deficientes de FVIII, as mudancas histopatolégicas que ocorriam
apds os processos de hemartroses nos joelhos. Essas mudangas incluem
infiltrado inflamatoério por macréfagos e neutrofilos na camada sub-sinovial,
aumento das células sinoviais com formacao de vilosidades e hiperplasia dos

vasos sanguineos.

Valentino & Hakobyan (2006) estabeleceram uma gradacao histolégica
das sinovites em joelhos de camundongos deficientes FVIII que posteriormente
pdde facilitar uma correlacdo com as mudangas moleculares e bioquimicas que as

ocasionam.

Os estudos anteriores permitiram a Mejia-Carvajal et al (2008) avaliarem o
impacto das hemartroses e sinovites na habilidade fisica e funcional de joelhos de
camundongos deficientes de Fator VIII. Os autores colocaram os camundongos
em um dispositivo rotatério para andar e neles foi induzido hemartoses trés vezes
com intervalos semanais. Os animais que desenvolveram sinovite apresentaram
uma habilidade fisica articular menor quando comparados com aqueles que nao

desenvolveram sinovite.
2.1.3- Articulacao temporomandibular e hemofilia

Apesar do grande comprometimento de diversas articulagdes nos
pacientes com hemofilia, ha poucos relatos na literatura que mostrem

comprometimento da articulagdo temporomandibular na artropatia hemofilica.
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Birch (1937) foi, possivelmente, o primeiro a relatar hemartrose em ATM
de pacientes hemofilicos. No entanto este autor ndo forneceu detalhes clinicos ou
mesmo imaginoldgicos do caso. Kaneda et al (1979) descreveram o caso de uma
crianga com hemofilia B que se queixava de dor moderada na ATM direita e de dor
grave ao movimento mandibular. No exame fisico observaram que a pele ao redor
da ATM direita ndo se apresentava vermelha, nem quente, no entanto havia um
aumento de volume difuso na area e sensibilidade na auricula posterior a
articulagdo. Diante do quadro clinico, classificaram o evento como uma

hemartrose em decorréncia da hemofilia.

Em 20 anos de experiéncia no ambulatério de hemofilia no Hemocentro
da Unicamp, foi observado somente um caso de paciente com hemofilia que se
apresentou com dor e edema na regido peri-auricular ap6s trauma no local.
Porém, ndo se obteve maiores detalhes imaginoldgicos da area que pudessem

comprovar a tratar-se de uma hemartrose hemofilica.
2.2- Articulacao Temporomandibular (ATM)

2.2.1- Anatomia e histologia da ATM

s

A articulagdo temporomandibular é classificada como uma articulagdo
sinovial ginglimo-artroidal, por apresentar movimento de dobradica em um plano,
fazendo movimentos de deslizes ao mesmo tempo. Além disso, € considerada
como uma articulacdo composta, ou seja, uma articulacado com a presenca de trés
0ss0s, pois funcionalmente o disco articular representaria um o0sso n&o calcificado
(Gardner, 1998; Okeson, 2000).

A ATM se insere no cranio através da parte inferior do osso temporal, onde
estd incluido o tubérculo articular e a fossa mandibular. Este tubérculo articular
apresenta-se como uma borda lisa e arredondada, situando-se anteriormente a
fossa mandibular, descrita como uma depressdo no osso temporal (Sharawy,
1989; Fehrenbach & Herring, 1998).
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A articulacdo com o osso temporal € feita pela mandibula, um osso Unico,
mas que se liga bilateralmente ao cranio, através das duas cabec¢as mandibulares
localizadas nos processos condilares (Okeson et al, 2000). Essas cabecas
mandibulares sao recobertas por uma capsula articular fibrosa, que também
circunda o tubérculo articular e a fossa mandibular superiormente. (Fehrenbach &
Herring, 1998).

A ATM ainda possui um importante componente, denominado de disco
articular que se localiza entre o osso temporal e a cabeca da mandibula, sendo
que em um corte sagital esta estrutura aparece sobrepondo a cabeca da
mandibula (Okeson et al, 2000).

Interpondo-se entre o céndilo e a fossa articular o disco permite uma
movimentacao suave destas estruturas, pois regulariza a discrepancia existente
entre elas, bem como absorve choques (Leandro & Nunes, 2000). A ATM é
dividida em dois compartimentos separados pelo disco articular, dividindo esta
articulagcdo em cavidade articular superior e inferior (Gardner, 1988; Fehrenbach &
Herring, 1998; Okeson, 2000).

A ATM apresenta uma série de peculiaridades, pois é uma articulacdo
dupla, mas que mobiliza apenas um 0sso (a mandibula) e como dupla articulacao
apresenta uma grande quantidade de proprioceptores responsaveis por envios de
informagdes ao sistema nervoso a partir de dois pontos simétricos do corpo e de
modo simultaneo (Leandro & Nunes, 2000).

Ao contrario da maior parte das articulagbes méveis, a ATM nao suporta
maiores pressdes ou forcas aplicadas sobre as superficies articulares, pois ha
uma “subtragao” pressorica, diante da tendéncia da mandibula em sair de seu
ponto articular pela forca da gravidade, desenvolvendo certo grau de tracéo
articular (Leandro & Nunes, 2000).
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Esta complexa articulacao € unida e mecanicamente sustentada por outro
importante segmento 6sseo, a coluna cervical, sendo razoavel aceitar que este

complexo seja chamado de craniocervicomandibular. (Maciel & Turell, 2000).

Este complexo possui flexibilidade significativa, €& funcional e
anatomicamente adaptavel, e sua mecanica tem a caracteristica de apresentar um
ponto de fechamento rigido, que sdo os dentes e o periodonto (Maciel & Turell,
2000). Deste modo uma interdependéncia, tanto na formagdo, como na
estabilidade estatica e funcional é estabelecida entre os dentes, as articulacées e
a coluna cervical (Maciel & Turell, 2000; Okeson, 2000).

Diferentemente das outras articulagbes sinoviais, em que as superficies
articulares estado cobertas por cartilagem hialina, a articulagdo temporomandibular
é recoberta por uma camada de tecido fibroso (Cate, 2001).

Quatro camadas distintas tém sido descritas recobrindo a cabeca éssea
do céndilo. A mais superficial que forma a superficie articular € composta por
tecido fibroso, a maioria das fibras € colagena, estando arranjadas paralelas a
superficie. Fibroblastos e fibrocitos estdo esparsamente distribuidos dentro da
camada superficial (Sharawy, 1989; Berkovitz et al, 2004).

Abaixo da camada superficial estd localizada uma zona mais celular na
qual ocorre a proliferacao, fornecendo uma fonte de células para repopular as
camadas adjacentes. Inferiormente, esta outra camada fibrosa que pode
apresentar aparéncia variavel, com células semelhantes a cartilagem, sendo,

portanto, denominada de camada fibrocartilaginosa. (Berkovitz et al, 2004).

Imediatamente recobrindo o 0sso, esta uma zona delgada de cartilagem
calcificada, distinta do osso por suas propriedades de pigmentacao diferentes.
Esta cartilagem calcificada € um remanescente da cartilagem condilar sencundaria
(Sharawy, 1989; Berkovitz et al, 2004).
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O disco interarticular da ATM consiste de tecido fibroso coldgeno denso,
cuja configuracdo acomoda a convexidade do condilo, a eminéncia e a
concavidade da fossa mandibular quando a mandibula assume varias posigdes. O
disco ndo € igualmente espesso, tendo uma porgéo central bem delgada e as
porcdes anteriores e posteriores mais espessas (Ash & Schmidseder, 2007).

Na regidao central mais delgada do disco, as fibras coladgenas correm
principalmente na diregcdo anteroposterior. Nas porgcdes anteriores e nas
posteriores mais espessas, feixes de fibras proeminentes também correm
transversalmente com uma orientagdo médio-lateral, dando as fibras uma
aparéncia muito mais enrolada. Na periferia do disco, os feixes de fibras
colagenas estao arranjados circunferencialmente (Cate, 2000).

As células no disco intra-articular sdo mais numerosas no momento do
nascimento e se tornam mais esparsamente distribuidas no adulto. Apesar da
forma precisa das células sbé poder ser determinada pela reconstrucao
tridimensional, estas células mostram um perfil entre achatado e arredondado,
muitas apresentando uma aparéncia arredondada (Berkovitz et al, 2004).

A maior parte do disco intra-articular € avascular e isso determina que a
nutricdo seja por difusdo a partir do liquido sinovial. Vasos sanguineos estao
localizados na periferia do disco. No entanto, posteriormente, na zona bilaminar na
regido da cavidade superior existem numerosos espagos vasculares sanguineos
(Cate, 2000; Berkovitz et al, 2004).

A capsula fibrosa que reveste a ATM é inserida nas bordas das
superficies articulares da fossa glendide, na eminéncia do osso temporal e no colo
da mandibula. Ela é importante para que os movimentos mandibulares ocorram,
pois ela se fusiona com fibras do musculo pterigdideo lateral e se fortalece ao se
unir ao ligamento temporomandibular (Leandro & Nunes, 2000).
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A cépsula da articulagdo temporomandibular pode se descrita como uma
membrana fibrosa n&o-elastica que circunda a articulacdo, inserida acima,
posteriormente a fissura escamotimpanica, lateralmente as margens da fossa

glendide e anteriormente a eminéncia articular (Cate, 2001).

A capsula consiste de uma camada sinovial interna e outra externa
fibrosa, que contém veias, nervos e fibras colagenas. As projecdes sinoviais
semelhantes a digitos ou vilos estdo presentes nas superficies anteriores e
posteriores internas das cavidades articulares superior e inferior (Ash &
Schmidseder, 2007).

2.2.2- Membrana sinovial

A membrana sinovial é responsavel pela producdo de liquido sinovial,
caracterizado por propriedades bem definidas de viscosidade, elasticidade e
plasticidade. O liquido sinovial contém uma pequena populagédo de tipos variaveis
de células, tais como monodcitos, linfécitos, células sinoviais livres e
ocasionalmente, leucdcitos polimorfonucleares Sua funcdo € fornecer liquido
ambiente as superficies articulares e promover a lubrificacdo para aumentar a

eficiéncia e reduzir erosao (Cate, 2001).

A membrana sinovial reveste a superficie interna da capsula fibrosa da
articulagdo temporomandibular e as margens do disco articular, portanto n&o
recobre as superficies articulares (Cate, 2001; Berkovitz et al, 2004).

Essencialmente, qualquer membrana sinovial consiste em duas camadas,
uma intima celular repousada em uma subintima vascular, que se une com tecido
fibroso da capsula. A subintima é formada por um tecido conjuntivo frouxo que
contém elementos vasculares junto com fibroblastos dispersos, macrofagos,
mastécitos, células adiposas e algumas fibras elésticas (Cate, 2001).

A intima varia em estrutura, tendo de uma a quatro camadas de células
sinoviais embebidas em uma matriz intercelular amorfa livre de fibras.
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Frequentemente, existem deficiéncias celulares, de modo, que o tecido conjuntivo

subintimo margeia diretamente a cavidade articular. (Cate, 2001).
2.2.3- Estudos experimentais em ATM

As evidéncias dos achados artroscopicos das cavidades da ATM e de
tecidos de discos excisados indicam que tanto deslocamento de disco anterior e
doencas degenerativas da ATM sao acompanhados de sinovite (Merril, et al,1990
Dijkgraaf et al,1997 e Gynther et al,1998).

Desde a observagdo destes achados, a sinovite na articulagao
temporomandibular tem sido estudada em modelos murinos (Muto et al,1998a ;
Muto et al,1998b; Ozaki et al, 2008), pois esses roedores apresentam tamanho
pequeno e movimentos condilares de translacdo semelhantes aos dos seres
humanos (Weijs, 1977).

Os estudos de Muto et al (1998a;1998b), avaliaram as mudancas
histologicas da membrana sinovial da ATM de ratos Wistar causadas por trauma
através de hiper-extensdo de abertura bucal. Nestes estudos os autores
encontraram sinovite e a classificaram pela associacao de proliferacdo celular na
superficie sinovial, hiperemia capilar, depositos de fibrina e adesdo entre as

membranas sinoviais opostas da cavidade articular.

Ozaki, et al (2008) publicaram estudo avaliando a influéncia da ressecgao
do musculo masseter no desenvolvimento de sinovite nas articulacoes
temporomandibulares de ratos. Os autores utilizaram 4 grupos de ratos: o grupo 1
nao sofreu nenhuma intervencdo, no grupo 2 foi forcada abertura da boca, no
grupo 3 o musculo masseter foi removido e no grupo 4 , os ratos tiveram o
masseter removido, além de abertura bucal forgada. Os resultados deste estudo
foram avaliados através de andlise histolégica das ATMs. Os autores concluiram

que as mudancas inflamatérias da regido sinovial induzidas por abertura bucal
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forcada foram mais significativas nos ratos que tiveram o muasculo masseter

removido.

Além dos estudos citados anteriormente, Lekkas (1994) também utilizou
modelos murinos na inducdo de trauma na cartilagem articular e de pequenos
defeitos de disco na ATM. Esse autor comprovou, através de andlise clinica,
radiografica e histolégica, que o disco € importante componente na degeneracao
da ATM.

Em estudo recente realizado por Allons et al (2009), foi desenvolvido um
modelo animal para estudo de dano articular através de hemartrose induzida na
ATM de ratos Wistar. Os autores desenvolveram hemartrose nessa articulacéo
apoés a injecdo de sangue diretamente na cavidade articular de todos os animais.
Porém conseguiram observar poucos sinais de inflamacao ou de degeneracéao da

cartilagem.
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3 - PROPOSICAO

Objetivos Gerais:

1- Caracterizar morfologicamente a articulacdo temporomandibular (ATM) em
camundongos deficientes de Fator VIII.

Objetivo especifico:

1- Estudo da membrana sinovial anterior inferior da articulagao
temporomandibular em camundongos deficientes de Fator VIII mediante

trauma induzido por hiper-extensao bucal.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1. Modelo animal para estudo

Neste estudo foram utilizados 30 camundongos knockout hemofilicos A
(linhagem C57/BL6, deficientes do Fator VIII da coagulacao), machos e fémeas,
com 3 meses de idade, provenientes do CEMIB-UNICAMP. Os animais foram
mantidos em gaiolas apropriadas, alimentados com racdo comercial Labina®
(Purina, Brasil) e providos de agua ad libitum. As gaiolas ficaram em sala
climatizada, com controle automatico de iluminacéao, alternando periodos claros e

escuros a cada 12 horas.

Os animais foram divididos em dois grupos. O grupo controle, que foi
utilizado para a caracterizacdo da ATM desses camundongos e um segundo
grupo, grupo de estudo, onde trauma de hiper-extenséo foi realizado com objetivo

de induzir sinovite.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Unicamp (n°1642-1, CEEA-IB-UNICAMP, anexo ).

4.2- Padronizacao Anestésica

A padronizacdo deste experimento aconteceu com algumas dificuldades
na anestesia dos animais. Primeiramente, um grupo de camundongos foi
submetido a anestesia via intraperitoneal, método amplamente utilizado nos
estudos em modelos murinos pela rapidez da absorcdo do farmaco. Porém, 3
animais morreram num grupo de 5 animais. Por este motivo mudou-se a
anestesia para via subcutanea e a resposta dos animais foi melhor. No entanto, a
maioria dos animais apresentaram necroses cutaneas e 2 animais morreram em

decorréncia de hemorragias graves provenientes destes ferimentos (Figura 2).
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Figura 2 — Camundongo hemofilico A com necrose cutanea na regiao dorsal apés

sucessivos procedimentos de anestesia via subcutanea.

4.3 - Caracterizacao da Articulacao Temporomandibular (ATM)

Foram estudadas as ATM de 5 camundongos. Para tanto, os animais
foram sacrificados e as cabecas foram dissecadas, seccionadas ao meio e a
seguir colocadas em formol tamponado a 10 %, no minimo por 24 horas.

Apoés a fixagao, iniciou-se o processo de descalcificagdo em EDTA 8%,
por um periodo aproximado de 7 dias, a seguir os blocos de ATM foram isolados.
Posteriormente, estes foram recolocados no EDTA para continuidade do processo
de descalcificacdo por periodo aproximado de mais 15 dias, até que o tecido
0sseo ndo oferecesse mais resisténcia a perfuragdo. Posteriormente, as ATMs
direitas e esquerdas foram incluidas separadamente em blocos de parafina.

Foram realizados cortes seriados com espessura de 4um e as laminas
foram preparadas e coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E) para observacao

em microscopia optica.
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Na analise das ATMs foram consideradas as estruturas anatémicas, como
cbndilo, fossa mandibular e disco articular, além dos musculos adjacentes.
Especial atencdo foi dada a membrana sinovial anterior inferior para posterior

comparagao com o grupo de estudo.
4.4- Trauma articular para inducao de sinovite

Para inducéo de sinovite, foi utilizada a metodologia anteriormente descrita
por Muto et al (1998a). Cinco grupos com 5 animais cada grupo foram
anestesiados com injecbes subcutdneas de ketamina (Dopalen®, Vetebrands
100mg/Kg) e xilazina (Rompum® Bayer 10mg/kg), previamente a cada
procedimento.Os camundongos foram colocados em posicdo supina em um
aparelho desenhado para esta fungédo (Figura 3). A seguir foi forcada a hiper-
extensao da boca com um pinca “dente de rato” posicionada nos dentes incisivos
superiores e inferiores, numa abertura de 14mm, durante 5 minutos (Figura 4).
Este procedimento foi repetido durante 10 dias consecutivos, 1 vez ao dia.
Posteriormente, os animais foram sacrificados seguindo um intervalo de 2 e 5 dias
e 2, 4 e 6 semanas ap6s a realizacdo do trauma. O material obtido seguiu os
mesmos parametros de descalcificacdo e preparo para avaliacao histoldgica,
descritos previamente para o estudo do grupo de caracterizagdo das ATMs dos

camundongos.

Durante o periodo de trauma articular, os animais foram pesados todos os
dias para avaliacdo de possivel perda de peso em fungdo de ma-alimentacdo ou

em decorréncia de sangramento articular proveniente da indugéo do trauma.
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Figura 3 — Camundongo hemofilico A em posigao supina para a realizagédo da hiper-

extensao bucal.

Figura 4- Hiper-extens&o bucal utilizando pinga dente de rato e a abertura bucal maxima
forcada de 14 mm em camundongo hemofilico A.
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4.5. Analise histolégica
4.5.1- Critérios para analise

Na analise histoldgica foi considerada a membrana sinovial da regido
anterior da cavidade inferior (SAl) da articulacdo temporomandibular (ATM). Os
critérios utilizados para essa avaliagdo foram adaptados dos descritos por Muto et
al (1998b) (tabela 1). Esses critérios foram descritos para descrigdo histoldgica
da membrana sinovial anterior superior (SAS) de ratos Wistar e assumidos neste
trabalho, como parametro avaliatério para a SAl, ja que nao foi encontrado critério

para a analise dessa regiao na literatura.

As laminas foram analisadas em aumento de 20X e 40X e foram
considerads: a espessura da camada sinovial, a dilatagcdo capilar e a adesao
sinovial presentes na area. Sinovite foi considerada em graus = 1 para os critérios

descritos, sendo que quanto maior 0 grau mais acentuado o quadro.

Para o critério de sangramento articular, foram também avaliadas a
presenca ou auséncia de sangue (eritrocitos) na regido de estudo, segundo os

critério utilizados por Valentino et al (2006) (tabela 2).
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Tabela 1- Critérios histolégicos para avaliagdo da membrana sinovial

Caracteristica Gradacoes Descricao
Espessura da camada de 0 1-3 camadas de células
células sinoviais ]
1 4-6 camadas de células
2 7 ou mais camadas
Dilatacao capilar 0 Ausente
1 Envolvimento de menos de 1/3 do
comprimento da membrana sinovial
5 Envolvimento de1/3 a 2/3 da membrana
sinovial
Envolvimento de 2/3 do comprimento da
3 membrana sinovial
Adesao sinovial Semelhante a Semelhante a dilatagdo capilar

dilatagéo capilar

Adaptado de: Muto et al. Development and histologic characteristics of synovitis induced by

trauma.in the rat temporomandibular joint Int. J. Oral Maxillofac. Surg.1998; 27: 470-475.

Os critérios acima foram adotados por fazerem parte dos principais

aspectos que caracterizam os episédios de sinovites e hemartroses em

articulagdes.
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Tabela 2- Avaliagdo de sangramento

Caracteristicas Pontuacoes Descricao
Presenca de sangue 0 Ausente
1 Presente

Adaptado de: Valentino LA, Hakobyan N. Histological changes in murine haemophilic synotis: a
quantitative grading system to assess blood-induced synovitis. Haemophilia 2006; 12:654-662.

As laminas foram analisadas as cegas por 2 observadores previamente
calibrados. Nos casos de discordancia, o diagnoéstico final foi feito por consenso.
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5- RESULTADOS

5.1- Analise Histoldgica

5.1.1- Caracterizacao morfoldgica da articulacao temporomandibular (ATM)
de camundongos deficientes de Fator VIII (FVIII)

Neste grupo a articulacdo temporomandibular (ATM) apresentou uma
fossa articular e cbndilo mandibular convexos, onde nao foi observado uma
eminéncia articular notéria. Recobrindo a superficie articular, notou-se um tecido
conjuntivo avascular, composto principalmente por colageno. Assim como na ATM
humana, observou-se um disco que divide a cavidade articular em duas, a
cavidade superior e a cavidade inferior (Figura 5).

Este disco apresentou-se bastante celularizado (figura 6). A porcao
anterior do disco estava ligada as fibras do musculo pterigdideo lateral e tornou-se
mais espessa na por¢ao anterior e porcao posterior. Na porcao intermediaria,
observou-se que esta estrutura ficou mais delgada e posteriormente, o disco

voltou a crescer em espessura e se inseriu no tecido gorduroso retrodiscal.

A regido da membrana sinovial da por¢cédo anterior da cavidade superior
(SAS) nao foi observada integralmente. No entanto, péde-se observa-la melhor na
porcao posterior da cavidade superior e na porcao anterior da cavidade inferior. A
membrana sinovial da porcdo posterior apresentou-se como projecdes
pregueadas para dentro da cavidade articular. Na porcdo anterior inferior, as
células apresentaram-se distribuidas em camadas que variaram entre 3 e 5

células (Figura 7).
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Figura 5- ATM direita de camundongo hemofilico demonstrando os principais
componentes anatdémicos. F: fossa, C: condilo, D: disco; CS: Cavidade superior Cl:
cavidade inferior (HE, aumento original 2,5X).
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Figura 6- Disco articular bastante celularizado em camundongo hemofilico. F:fossa,
C:condilo, D:disco (HE,aumento original 40X).
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Figura 7- ATM direita de camundongo hemofilico. F: fossa; C: cdndilo; D: disco; SAS:
membrana sinovial anterior superior; SAl: membrana sinovial anterior inferior (HE,

aumento original 2,5X).
5.1.2- Avaliacao do Grupo de Estudo para a Inducao de Sinovite

N&o foram observadas alteragcdes clinicas nesses camundongos
relacionadas a perda de peso ou mesmo a sinais inflamatérios, como aumento de

volume e vermelhidao da area.

A avaliacao da membrana sinovial anterior superior (SAS) foi dificultada
por motivos técnicos, principalmente relacionados aos cortes das amostras. Na
grande maioria das laminas, essa regiao foi parcialmente ou totalmente perdida, o
que inviabilizou a avaliagdo. Por essa razdo, somente a membrana sinovial
anterior inferior (SAl) foi avaliada, utilizando como ja descrito, 0s mesmos
parametros histologicos para SAS (Figura 8). Os resultados obtidos dessa
avaliagao foram descritos abaixo e demonstrados na tabela 3.
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Figura 8- Em destaque, a membrana sinovial da cavidade anterior inferior (SAl)
apresentando 5 camadas de células sinoviais. C: condilo; D: disco (HE 20X).

5.1.2.1- Analise histoldgica do grupo sacrificado apés 2 dias do trauma por
hiper-extensao

Este grupo foi composto por 5 camundongos deficientes de FVIIl. Devido
a perdas técnicas foi avaliado somente um lado de 4 articulagbes. Nas |aminas
analisadas foi encontrado uma membrana sinovial anterior inferior (SAl) composta
por 4 camadas celulares em todas as articulacbes. Seguindo a metodologia de
analise, todas estas articulacbes receberam a gradacao 1 de Muto et al, o que

indicaria um pequeno grau de proliferacdo destas células.

A presenca de capilares so foi observada em 2 articulagdes, porém estes
nao apresentaram dilatacdo. Nao foi observada presenca de sangue e ndo houve
a presenca de adesdo sinovial em nenhuma das articulacbes. Logo todas as
articulagdes receberam gradacao 0 para os critérios anteriormente citados.
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5.1.2.2.- Analise histoldgica do grupo sacrificado apés 5 dias do trauma por
hiper-extensao

Neste grupo, um total de 9 articulacées (5 animais) foram analisadas 5
dias apds a indugdo da hiper-extensao bucal (figura 9). Um numero diferente de
camadas celulares foi encontrada no camundongo de numero 1, a articulagdo
direita apresentou uma SAI com 4 camadas celulares, mas a articulacao esquerda
apresentou apenas 3 camadas de células. No camundongo de numero 2, ambas
as articulagbes apresentaram 3 camadas de células sinoviais na SAl (figura 10).
No camundongo de numero 3, foi observado que ambas as articulagdes
apresentaram 4 camadas celulares na SAl. No camundongo de numero 4, o lado
direito articular apresentou 5 camadas celulares e o lado esquerdo apenas 3. No
camundongo de numero 5 somente o lado direito péde ser analisado e apresentou
4 camadas celulares na SAI. Neste ultimo, observou-se a presenca de um capilar,
porém sem dilatagdo. Em todas as outras laminas nao foi observada dilatacdo
capilar. Além disso, também nao foi observada adesao das células da membrana
sinovial e nem a presenca de sangue, tanto na cavidade articular superior como
na inferior. Todas as articulacbes receberam uma gradacdo 0 de Muto para os
critérios estudados.

Neste grupo, de acordo com a quantidade de camadas de células da SAI,
5 (55,6%) das articulacbes apresentaram uma gradacdo 1 de Muto, o que
representaria um pequeno grau de proliferagdo sinovial, mas sem demais sinais

evidentes de sinovite ou hemartrose.

5.1.2.3- Analise histologica do grupo sacrificado apos 2 semanas do trauma
por hiper-extensao

Neste grupo foram utilizados 5 camundongos e 9 articulagdes puderam
ser avaliadas. No camundongo de numero 1, o lado direito apresentou 3 camadas
de células na membrana sinovial anterior inferior (SAl) e o lado esquerdo
apresentou 4 camadas. O camundongo de numero 2 apresentou ambos os lados
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Figura 9 — ATM de camundongo hemofilico 5 dias apds a hiper-extensdo sem alteragdes
siginificativas. F: fossa; C:condilo; D: disco; SAS: membrana sinovial anterior superior;
SAIl: membrana sinovial anterior inferior (HE, aumento original 2,5X).

Figura 10- Membrana sinovial anterior inferior (SAlI) com 3 camadas celulares 5 dias apés
hiper-extensdao da ATM. C:condilo (HE, aumento original 20X).
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da articulacdo com uma SAIl composta por 3 camadas celulares. Observou-se a
presenca de capilares nesta amostra, porém estes nao apresentaram dilatacao.
As laminas avaliadas do camundongo de numero 3 apresentaram uma SAl com 4
camadas de células. Somente o lado direito da ATM do camundongo numero 4 foi
analisado, tendo sido observada 3 camadas celulares na SAI. No camundongo de

namero 5, ambas as articulagées apresentaram 3 camadas de células sinoviais.

Portanto, 6 articulagdes (66,7%) deste grupo apresentaram uma gradagao
0 de Muto para as camadas sinoviais, apresentando assim um padrdao de
normalidade. As outras 3 (33,3%) apresentaram gradacdo 1 de Muto, indicando
um padrao de proliferagdo destas células.

N&o foram observados capilares dilatados, presenca de sangue ou
adesao das células sinoviais. Logo todas as articulagdes receberam gradacao 0

de Muto para estes aspectos.

5.1.2.4- Analise histologica do grupo sacrificado apos 4 semanas do trauma
por hiper-extensao

Neste grupo foram utilizados 5 camundongos e 9 articulacées puderam
ser avaliadas histologicamente. O lado direito do camundongo de numero 1
apresentou membrana sinovial anterior inferior composta por 4 camadas celulares
e a esquerda por 3 camadas. Ambos os lados desta articulacdo apresentaram a
presenca de pelo menos 1 capilar, porém sem nenhum aspecto de dilatacdo. No
camundongo de numero 2, o lado direito da articulagdo apresentou 3 camadas de
células na SAIl, no entanto o lado esquerdo apresentou 5 camadas celulares. No
camundongo de numero 3, foi analisado somente o lado esquerdo da articulagao,
onde se observou a presenga de 3 camadas celulares e um capilar presente sem
sinais de dilatagdo. A analise das laminas do camundongo de numero 4
demonstrou a presenca de uma SAl com 3 camadas de células nos dois lados
desta articulacdo. No camundongo de numero 5, observou-se uma SAI composta
por 2 camadas no lado direito desta articulacao e 3 camadas no lado esquerdo.
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Observou-se, entdo, que 7 (77,8%) das articulagdes neste grupo
receberam uma gradacdo 0 de Muto para as camadas de células sinoviais,
demonstrando um padréo de normalidade. Nas 2 articulagbes (22, 2%) restantes,
as SAl receberam gradacao 1, indicando um grau inicial de proliferacao destas

células.

Nao se observou em nenhuma articulagao deste grupo a presenca de
capilares dilatados, sangue na cavidade ou adesao sinovial. Todas as articulagoes
receberam gradacgao 0 para os critérios mencionados.

5.1.2.5- Analise histologica do grupo sacrificado apos 6 semanas do trauma
por hiper-extensao

Neste grupo foram utilizados 5 camundongos, 9 articulagbes foram
avaliadas (figura 11). O camundongo de numero 1 apresentou uma membrana
sinovial anterior inferior (SAl) formada por 3 camadas celulares em ambos o0s
lados das articulagcdes. No camundongo de numero 2, somente o lado direito foi
avaliado e mostrou uma SAl com 3 camadas também. Ambos os lados da
articulagdo do camundongo 3 apresentaram 3 camadas de células sinoviais. A
analise da articulagdo temporomandibular do camundongo de numero 4, mostrou
uma SAIl composta por 4 camadas celulares no lado direito e 3 camadas no lado
esquerdo (figura 12). A presenca de um capilar foi observada, porém sem
dilatacdo aparente. Também foi notada nesta articulacdo uma proliferacéo fibro-
cartilaginosa com aspecto de reparacao tecidual (figura 13). No camundongo de
namero 5 os dois lados da articulacdo apresentaram-se com 3 camadas de células
na SAl. Seguindo a classificacdo aplicada as camadas sinoviais, 8 (89,9%)
articulagdes deste grupo apresentaram uma gradacédo 0 de Muto. Logo a maioria
apresentou um padrdo considerado normal, somente 1 articulacdo (11,1%)
apresentou pontuacédo 1de Muto, dando o aspecto de proliferacao celular.
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Em nenhuma das articulacdes foram observados capilares dilatados,
presenca de sangue ou adesao das células sinoviais. Logo todas estas receberam

uma pontugéo 0 para os critérios mencionados anteriormente.

Figura 11- ATM lado direito de camundongo hemofilico mostrando néo haver diferencas
significativas 6 semanas ap6s a hiper-extensdo bucal induzida. F: fossa; C:céndilo; D:
disco; SAS: membrana sinovial anterior superior; SAl: membrana sinovial da cavidade

anterior inferior (HE, aumento original 5X).
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Figura 12- Em detalhe membrana sinovial com 4 camadas de células ap6s 6 semanas da
hiper-extensdo bucal. F:fossa; C:condilo; D: disco; SAS: membrana sinovial anterior
superior; SAl: membrana sinovial anterior inferior (HE, aumento original 20X).

Figura 13- Processo de reparacao no condilo. Tecido fibro-cartilaginoso em organizacao e

maturacgao, orientando neoformagéao 6ssea. C: céndilo (HE, aumento original 10X).
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Tabela 3- Achados das avaliagdes histoldgicas das ATMs de camundongos deficientes de FVIII

Laminas Camadas de células Dilatagao Capilar Adesao sinovial Presenca de
articulacdes sinoviais sangue
Numero Gradacao Descrigao Gradacao Descrigao Gradacao Descricao Gradacao

1E 4 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

2E 4 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

2 dias 4D 4 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0
5D 4 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

1D 4 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

1E 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

2D 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

2E 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

3D 4 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

5 dias 3E 4 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0
4D 5 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

4E 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

5D 4 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

1D 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

1E 4 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

2D 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

2E 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

2 3D 4 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

semanas

3E 4 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

4D 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

5D 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

5E 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

ATM= articulagéo temporomandibular; D= lado direito; E= lado esquerdo
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Tabela 3- Achados das avaliagdes histolégicas das ATMs de camundongos deficientes de FVIII — (continuagéo)

Laminas Camadas de células Dilatagao Capilar Adesao sinovial Presencga de sangue
articulagdes sinoviais
Numero Gradacdo | Descricdo Gradacao Descricao | Gradacdo | Descricdo | Gradagao

1D 4 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

1E 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0
2D 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

2E 5 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

4 semanas 3E 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0
4D 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

4E 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

5D 2 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

5E 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

1D 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

1E 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0
2D 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0
3D 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

6 semanas 3E 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0
4D 4 1 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

4E 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

5D 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

5E 3 0 Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

ATM= articulagéo temporo mandibular; D= lado direito; E= lado esquerdo
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6 — DISCUSSAO

A hemofilia € uma doenga hemorragica hereditaria ligada ao cromossomo
X, que compromete principalmente, o sistema musculo-esquelético entre outros.
As artropatias hemofilicas sdo decorrentes de sangramentos articulares
recorrentes (hemartroses). Esses sangramentos induzem o aumento da
membrana sinovial, promovem o aumento da pressao intra-articular, ocasionando
posteriormente a destruicdo da cartilagem articular. Esse fen6bmeno causa
limitac6es a articulacdo e comprometimento da qualidade de vida dos pacientes.
Pouco se sabe sobre o envolvimento da articulagdo temporomandibular nas
artropatias hemofilicas.

Nesse estudo, foi possivel avaliar a ATM de camundongos deficientes de
Fator VIII. Os resultados desse estudo demonstraram que a ATM desses animais
possuem caracteristicas estruturais anatébmicas que podem ser comparadas com
outras linhagens de camundongos. Foi observado uma fossa articular e condilo
mandibular convexos, além disso, a eminéncia articular ndo se apresentou
evidenciada. O disco apresentou-se bastante celularizado. Como esperado,
morfologicamente a ATM de camundongos deficientes de FVIII nao diferiu
daquelas apresentadas por camundongos de outras linhagens.

Interessante notar, que nao foi observado extravasamento sanguineo
extra-articular nos animais estudados do grupo controle. Esse achado pode
mostrar que a funcdo mastigatéria normal ndo induziu sangramentos intra-
articulares nesses animais. Esses resultados podem ser entendidos pelas préprias
caracteristicas dos camundongos deficientes de FVIII. Bi et al, em 1995, relataram
que estes animais possuiam a qualidade de ndo sangrarem espontaneamente
como os humanos com hemofilia grave. Isso pode demonstrar a dificuldade de
transpor a situacao clinica para o modelo animal. Porém esse achado também
pode ser explicado porque, segundo Leandro & Nunes (2000), a ATM possui



caracteristicas préprias. Esta articulacdo € dupla, mobiliza apenas um o0sso e
existe um disco articular entre o coéndilo e a fossa articular que permite uma
movimentagdo suave dessas estruturas. Aléem disso, ao contrario da maior parte
das articulagbes médveis, a ATM nao suporta maiores pressdes ou forgas aplicadas

sobre as superficies articulares.

A literatura tem demonstrado que as sinovites provenientes das
constantes hemartroses sdao uma das principais complicagdes nos pacientes
hemofilicos (Mulder, 2004; Goddard & Mann, 2007; Rodriguez-Merchan, 2007;
Lafeber, 2008). O joelho, por ser uma das articulagbes mais afetadas pela
hemartrose e pela sinovite nesses pacientes, foi a articulagdo mais estudada em
modelos in vivo para o entendimento da fisiopatologia da artropatia hemofilica. A
maioria desses estudos utilizou modelos animais, como caes Beagles e
camundongos deficientes de Fator VIII. Neste estudo, tentamos produzir um
trauma por hiper-extensdo da ATM em camundongos hemofilicos, que pudesse de
certa forma, reproduzir uma situagao clinica de atendimento odontol6gico. Para
isso, a metodologia utilizada foi a descrita por Muto et al (1998a), idealizada para

promogao de sinovites em modelos animais utilizando ratos (Wistar).

Rodriguez-Merchan (2003 e 2007) descreveu os achados clinicos das
hemartroses recorrentes nas articulagbes hemofilicas. Segundo esse autor, a
hemartrose é caracterizada por inchaco da articulacdo e dor, com restricao de
mobilidade. Os resultados deste estudo ndo mostraram nenhuma alteragéo clinica
como aumento de volume na regido das ATMs apds a indugédo do trauma, que
pudessem corresponder a hemartrose ou a sinovite, ou mesmo sinais que
demonstrassem evidéncias de dor ou perda da mobilidade dessa articulagéo.
Esses achados foram comprovados clinicamente pela manutencédo do peso, o0 que
indicou alimentacéo adequada durante o periodo de estudo.

Segundo Hoffman (2008), tem sido dificil desenvolver modelos que

reproduzam as complicagdes ortopédicas da hemofilia em modelos animais.

39



Valentino et al (2004) conseguiram desenvolver um modelo de hemartrose com
aplicagdo de forgca sobre uma espécie de mola posicionada nos joelhos de
camundongos deficientes de FVIIII. Apesar disso, foi utilizado neste trabalho uma
técnica descrita por Muto et al (1998) para inducao de sinovite em ATM de ratos
Wistar.

A classificacdo da avaliacdo histolégica utilizada neste estudo foi a
publicada por Muto et al (1998b). Essa metodologia foi desenvolvida baseada no
fato de que doencas degenerativas da articulagdo temporomandibular estar
acompanhadas por sinovite. Nesta descricdo foi avaliada a membrana sinovial
superior anterior da ATM de ratos Wistar. Os autores descreveram um aumento
das camadas de células sinoviais nos primeiros dias apds trauma, porém estas
camadas diminuiram no grupo de ratos sacrificados apds semanas. Neste estudo,
apesar de aplicada a mesma metodologia do estudo anteriormente mencionado foi
avaliada a membrana sinovial anterior inferior, onde as mesmas classificacdes
foram aplicadas. Nesse trabalho, as amostras da membrana sinovial anterior
superior ndao foram analisadas por ndo estarem devidamente representadas em

todos os cortes.

Os resultados dessa andlise mostraram que os camundongos hemofilicos
que sofreram trauma, apresentaram de 4 a 6 camadas de células na membrana
sinovial anterior inferior. Esse resultado seria graduado com Grau 1 por Muto et al
(1998b), dando um diagndstico de hiperplasia sinovial. Entretanto, quando
comparados com a mesma analise nos camundongos que ndo sofreram o trauma,
esse numero de células ndo foi alterado. Esses resultados podem sugerir que a
gradacao utilizada por Muto et al (1998b) deve ser utilizada somente para a
andlise da membrana anterior superior de ratos (Wistar) e ndo de camundongos.
Infelizmente, ndo pudemos encontrar na literatura, trabalhos nos quais a
membrana sinovial anterior inferior tenha sido analisada de forma semelhante ao

proposto por este trabalho.
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O fato deste estudo nao ter apresentado resultados de sinovite nos
camundongos deficientes de Fator VIl na membrana sinovial anterior inferior pode
ser explicado possivelmente pela dificuldade de indugcdo de sinovites na ATM.
Okeson et al (2000) e Ash & Schmidseder (2007) relataram que a ATM é uma
articulacdo que sofre adaptacdes estruturais e funcionais quando submetida a
lesdo, a alteracbGes oclusais e a outras alteracdes. Essa adaptacdo pode ser
demonstrada pelos resultados de Muto et al (1998b) que observaram a diminui¢ao

da sinovite apos o término do trauma por hiper-extenséo.

Muto et al (1998b) relataram haver mais de 2/3 de membrana sinovial
envolvidos por capilares dilatados na maioria das ATMs dos ratos Wistar
submetidos ao trauma de hiper-extensdao. Esse achado mostrou uma correlagao
temporal, j& que sua diminuicdo foi observada nos ratos sacrificados apds longo
tempo de espera pds-trauma. Em nosso estudo, a dilatacdo capilar ndo foi
observada no grupo submetido ao trauma. A dilatagdo capilar e a presenca de
eritrocitos na camada sinovial foram observadas em estudos de sinovites
realizados em joelhos de camundongos deficientes de Fator VIII (Valentino &
Hakobyan, 2004; Valentino et al, 2006; Mejia-Carvajal, 2008) fazendo parte do

complexo de avaliagao histologica para a sinovite.

Durante a sinovite, a hiperplasia que ocorre durante esse processo pode
promover uma adesao das camadas sinoviais opostas. Esse achado pdde ser
observado por Muto et al (1998ab). Este estudo ndo demonstrou, em nenhuma
das articulagcbes avaliadas, a presenca de hiperplasia e, conseqientemente, de
adesao sinovial. Esse achado pode estar relacionado a membrana sinovial por nés
estudada. Ozaki et al (2008), em modelo de hiper-extensdo em ratos Wistar,
demonstraram a presenca da adesao sinovial em somente uma articulagdo na

regido da membrana anterior superior em 8 ratos saudaveis investigados.

A visualizagdo de extravasamento sanguineo vascular, que pudesse

caracterizar a presenca de hemartroses em nosso estudo, ndo péde ser realizada.
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A dificuldade de inducdao de hemartrose em ATM pode ser observada pelo
trabalho publicado por Roosendaal et al (1999). Os autores conseguiram induzir
hemartrose nos joelhos de cachorros Beagles através da injecdo de sangue na
articulacao e conseguiram observar inflamacao sinovial apés 4 e 16 dias. Alons, et
al (2009) aplicaram metodologia semelhante em ATM de ratos Wistar saudaveis.
Os autores conseguiram induzir hemartrose na ATM desses ratos, no entanto,
esta desapareceu completamente apo6s 4 dias da injecdo de sangue,além disso
somente pequenos sinais iniciais de inflamacao foram observados. Portanto,
baseados nos resultados apresentados nesse estudo em relagdo a inducéao de
trauma por hiper-extensao bucal em ATM de camundongos deficientes de FVIII,
pode-se inferir que esses dados corroboram com a dificuldade de inducdo de
hemartrose em ATM em nossos modelos.

Provavelmente em estudos futuros, o uso de trauma direto para induzir
sinovite, como foi demonstrado por Valentino et al,(2004) nos joelhos de
camundongos deficientes de Fator VI, talvez permita respostas diferentes na
ATM.
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7-CONCLUSOES

1- Os achados morfolégicos encontrados nas articulacdes
temporomandibulares de camundongos deficientes de Fator VIII foram

semelhantes aos previamente descritos para outros modelos murinos.
2- O modelo de trauma por hiper-extensado bucal utilizado nao foi capaz de

desenvolver sinovite na membrana sinovial anterior inferior de

camundongos deficientes de Fator VIII.
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