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RESUMO

As desordens da articulacao temporomandibular (DTM) estao associadas com o
processo inflamatorio, incluindo os componentes bioldgico e comportamental. O
objetivo foi avaliar o efeito de dois anti-inflamatdrios (parecoxibe e dexametasona)
na morfologia da ATM e producao de interleucinas pro-inflamatdrias em ratas
ovariectomizadas (OVX), com ou sem deslocamento posterior funcional (DPFM).
Foram utilizadas 72 ratas em quatro grupos: G1 - sem DPFM e ndao OVX; G2 — com
DPFM e nao OVX; G3 - sem DPFM e OVX; G4 — com DPFM e OVX. O DPFM da
mandibula foi induzido por meio de um dispositivo confeccionado com bandas
ortodonticas nos incisivos superiores. Apos 7 dias da indugdo do DPFM, as ratas
foram tratadas com NaCl 0,9% (CONT) ou parecoxibe 0,3mg/kg/dia (PARE) ou
dexametasona 0,1mg/kg/dia (DEXA), via intramuscular. Apdés 7 dias de
tratamento, as ATM de ambos os lados foram retiradas em bloco. Uma das ATM foi
submetida ao processamento histoldgico (hematoxilina-eosina). A ATM
contralateral foi macerada e centrifugada e o sobrenadante submetido ao
imunoensaio (ELISA) para avaliacao das interleucinas IL1-beta e IL-6. A leitura foi
feita por espectrofotometria. Todos os animais foram pesados com a mesma
idade, previamente a sua morte. Foi possivel observar que, independentemente do
tratamento, as fémeas que ndo foram submetidas ao DPFM mostraram variagao de
peso corporal em média (xerro padrao) de -0,41+0,72%; aquelas submetidas ao
DPFM de -4,8+1,1%; as submetidas a OVX de 26,9+1,2% e aquelas submetidas
ao DPFM e OVX de 8,3+2,5%. Estes dados em conjunto mostram que houve
ganho de peso nos animais submetidos a OVX, mas nao houve alteragao de peso
nos animais submetidos ao DPFM. O PARE e a DEXA diminuiram (Kruskal-Wallis,
p<0,05) a area da cartilagem articular nos animais do Grupo sem-DPFM em
relacdo ao controle, mas o PARE aumentou a area em relacao a DEXA, nao
havendo diferencas entre ambos e o controle. Os tratamentos nao influenciaram a

concentracdo de IL1-beta no Grupo sem-DPFM, mas no Grupo com-DPFM, a



concentracdo foi maior (Kruskal-Wallis, p<0,05) para DEXA. Nos demais Grupos
nao houve diferencas (p>0,05) entre os tratamentos. Independentemente do
tratamento, a IL1-beta foi menor no Grupo sem-DPFM do que nos demais grupos.
O nivel de IL1-beta no Grupo com-DPFM foi maior do que no grupo sem-
DPFM+QVX, mas nao apresentou diferencas com o grupo com-DPFM+0QVX, exceto
para a DEXA. A concentracdo de IL-6 ndao foi afetada pelos tratamentos em
nenhum dos quatro grupos. Entretanto, a comparagao entre os grupos revelou que
0 Grupo com-DPFM apresentou maior concentragao de IL-6, considerando todos os
tratamentos. Nao houve diferencas estatisticamente significantes entre os niveis de
IL-6 dos Grupos sem-DPFM, sem-DPFM+QVX e com-DPFM+QOVX. Os parametros
histoldgicos ndo foram afetados pelo DPFM ou OVX, mas sim pelos tratamentos.
Concluimos que o DPFM aumentou os niveis das interleucinas pré-inflamatdrias
IL1-beta e IL-6, sendo que as ratas com DPFM tiveram as concentragdes das
interleucinas atenuadas pela ovariectomia. Os anti-inflamatdrios parecoxibe e
dexametasona nao interferiram com as concentracdes das citocinas. A area da
cartilagem articular nao foi influenciada pelo DPFM, mas a associacao ao PARE

gerou aumento na area da cartilagem articular.

Palavras chaves: Articulagao Temporomandibular, Ovariectomia, Anti-inflamatorios



ABSTRACT

Temporomandibular disorders (TMD) are associated with pain/inflammatory
process, including biological and behavioral parameters. The aim of the present
study was to evaluate the effect of two anti-inflammatories (parecoxib and
dexamethasone) in the TMJ morphology of ovariectomized rats (OVX) with or
without retrusive displacement of mandible (RDM). 72 rats were distributed into 4
groups: G1 — no RDM and no OVX; G2 - with RDM and no OVX; G3 — no RDM, but
with OVX; G4 - with both RDM and OVX. The RDM induction was achieved by
placing an oral device made with steel strips (orthodontic band) in the rat upper-
incisors. After 7 days of RDM, the animals were submitted to one of the following
treatments: 0.9% NaCl (CONT); 0.30mg/kg/im/day parecoxib (PARE); or
0.1mg/kg/im/day dexamethasone (DEXA). After 7 days of treatment, the TMJs of
both sides were removed. One of them was submitted to histological procedure
(HE) after fixation and decalcification. The contralateral TMJ was macerated,
centrifuged and the supernatant was submitted to the immunoassay (ELISA) in
order to evaluate the pro-inflammatory cytokines (IL1-beta and IL-6). The readings
were performed by spectrophotometry. All animals were weighed with the same
age and before they were Kkilled. It was possible to observe that the rats without
RDM showed a mean (£SE) variation of body weight of -0.41+£0.72%; the ones
not submitted to RDM was -4.8+1.1%; with OVX of 26.9+1.2% and the ones
submitted to both RDM and OVX was 8.3+2.5%. In general, these data showed a
body weight gain in the animals with OVX, but not in the ones with RDM. Both
PARE and DEXA decreased (Kruskal-Wallis, p<0.05) the articular cartilage area in
G1 when compared to CONT, but PARE increased the area in relation to DEXA.
None of the treatments influenced the IL1-beta levels in G1, but it was higher in
G2 (Kruskal-Wallis, p<0.05) for DEXA. No differences were observed among
treatments for groups 3 and 4 (p>0.05). IL1-beta levels were lower in G1 when

compared to the other ones, disregarding of treatments. These levels were higher
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in G2 than G3 but not G4 (except for DEXA). None of the treatments affected the
IL-6 levels considering each group. G2 showed the highest IL-6 levels than the
other groups, irrespectively of the treatments. No statistically significant
differences among the levels of IL-6 of G1, G3 and G4 were found. The
morphological parameters were not affected by RDM or by OVX, but the
treatments. We concluded that RDM increased the levels of both cytokines, being
reduced by OVX. Both PARE and DEXA did not interfere with cytokines levels. The
articular cartilage area was not influenced by RDM, but it increased this area when
associated with PARE.

Key words: Temporomandibular joint, Ovariectomy, Anti-inflammatory
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1 INTRODUCAO

A articulagdo temporomandibular (ATM) é uma articulacao do tipo sinovial,
que se estabelece entre as extremidades dsseas da cabega da mandibula, a fossa
mandibular e o tubérculo articular do osso temporal. As superficies articulares da
fossa mandibular e da cabeca da mandibula sdo revestidas por tecido
fibrocartilaginoso (Katchburian & Arana, 2004).

Este tecido é geralmente menos susceptivel aos efeitos de envelhecimento
do que a cartilagem hialina presente na maioria das articulagdes do tipo sinovial e,
dessa forma, menos provavel de desgaste com o tempo. A cartilagem fibrosa ou
fibrocartilagem é uma forma de transicao entre o tecido conjuntivo denso e a
cartilagem hialina, uma vez que se constitui de uma combinacdao de fibras
colagenas densas e de células cartilaginosas localizadas em lacunas e rodeadas por
quantidades variaveis de matriz hialina (Geneser, 2003).

A disfuncdo temporomandibular (DTM) é um termo amplo que abrangem
variados e diversos problemas clinicos que afetam os musculos da mastigacao, a
ATM e estruturas associadas. Estas disfungOes sao caracterizadas principalmente
por dor, sons na articulagao e funcdo limitada ou irregular da mandibula (Zarb &
Carlsson, 1979).

A DTM tem sua maior prevaléncia no género feminino, cerca de 80%
(Warren & Fried, 2001), com idade predominante entre 20 e 45 anos (Okuda et

al., 1996). Os fatores que afetam o equilibrio dindmico do sistema da mastigagao



sao traumas, fatores anatbmicos, patofisioldgicos e psicossociais. Por ser
classificada como uma doenca multifatorial, a DTM ndo apresenta fator etioldgico
especifico, mas fatores de risco, subdivididos em predisponentes, iniciadores e
perpetuantes. A DTM é subdividida pela Academia Americana de Dor Orofacial
(American Academy of Orofacial Pain - AAOP) em DTM muscular, DTM articular ou
ambas. A DTM articular engloba as desordens de origem congénita, desordens de
disco articular, e desordens inflamatdrias e nao inflamatérias da ATM (De Leeuw,
2008).

O estrogénio, em concentragdes fisioldgicas, possui participacao
importante na remodelacao das ATM, desempenhando um papel na remodelagao
da cartilagem articular (Yasuoka et al, 2000). Um aumento nas expressoes de
estrogénio predispde o desenvolvimento das DTMs e sua deficiéncia leva a um
aumento da atividade das unidades de remodelacdo dssea, com consequente
aumento do desequilibrio de remodelacao (Abubaker et al., 1996).

Injurias na articulacdo temporomandibular podem ser a causa inflamatoria
envolvendo os tecidos da ATM. A interleucina 1-beta (IL-1beta) seria um dos
mediadores chave no processo inflamatdrio e na contribuicdo da destruicao da
cartilagem nas doencas inflamatorias articulares (artrite reumatoide).

O controle da dor é a primeira meta no tratamento da DTM. Os agentes
mais comumente usados para o tratamento dessa sintomatologia dolorosa e
inflamatéria sdo os farmacos anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES),

corticosteroides, relaxantes musculares (ciclobenzaprina, tizanidina), ansioliticos,



opioides e antidepressivos triciclicos. Infelizmente, o tratamento farmacoldgico é
muito empirico, pois ha poucos estudos que demonstram a eficacia destes agentes
(Cairns et al., 2010).

Quando usados como parte de um programa mais amplo, incluindo varias
modalidades terapéuticas tais como placas oclusais, acupuntura, fisioterapia, entre
outras, a terapia farmacoldgica pode ser um método efetivo, pois esses farmacos
podem promover maior conforto, contribuindo para a reabilitagdo do paciente.

Os anti-inflamatdrios (esteroidais e nao esteroidais) sdo indicados no
tratamento de processos inflamatdrios, dolorosos ou febris, como osteoartrites,
sinovites, etc. Os AINEs seletivos da cicloxigenase inflamatdria (COX-2) surgiram
como uma alternativa terapéutica, pois nao produziriam efeitos gastrintestinais
adversos quando comparado com os ndo-seletivos. O parecoxib é o Unico AINE
seletivo disponivel na forma injetavel atualmente no mercado, sendo que existem
poucas informagOes sobre sua eficacia farmacoldgica. A importancia dos
glicocorticoides (GC) esta ligada nao sé a melhora da qualidade de vida, como
também a sobrevida de pacientes com doencas que apresentam caracteristicas
imunoldgicas em sua etiopatogénese. Ambas as classes de anti-inflamatdrios tem
larga utilizacao dentro da Odontologia.

Entretanto, o uso de corticoides e AINES para o tratamento da DTM nao
esta bem documentado na literatura, assim como sua eficacia e influéncia nos
parametros morfoldgicos e inflamatorios dessa patologia ainda é incipiente, mesmo

em modelos animais.



2 REVISAO DA LITERATURA

Embora as disfungdes temporomandibulares (DTM) sejam de etiologia
multifatorial (Carlsson, 1984), o papel da oclusao tem ocupado um lugar de
destaque e neste ponto existe muita polémica a respeito das alteracdes oclusais
que podem estar significativamente envolvidas nessa etiologia (McNamara et al.,
1995), entretanto, é consenso de que combinacdo de algumas alteracdes oclusais
tornam a oclusdo um fator de risco em individuos biologicamente susceptiveis
(Pullinger et al,, 1993). A oclusao ndo é sindnima de dor orofacial ou de DTM
dolorosa, mas, se o componente oclusal for um fator contribuinte para a dor por
disfuncdo, é evidente que ele é significativo e ndo deve ser desprezado (Litvak &

Malament, 1993).

2.1 0 fenomeno inflamatoério

Apos a lesdo tecidual, o organismo ativa a fosfolipase A2, enzima presente
em todos os tecidos e que converte os fosfolipides da membrana das células
lesadas em acido araquidonico, entre outros produtos. Devido a sua instabilidade
este acido é rapidamente convertido em outros subprodutos, por dois sistemas
enzimaticos: cicloxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX) (Andrade 2006).

Existem pelo menos duas isoformas de COX, as quais apresentam
diferencas na sua regulacao e expressao. As COX-1 e COX-2 possuem 60% de
homologia na sua sequéncia de aminoacidos e sdo expressas de forma conjunta

em muitos tecidos. A COX-1, dita “constitutiva”, auxilia na manutencao da
4



integridade da mucosa gastroduodenal, homeostase vascular, agregacao
plaquetaria e modulacdo do fluxo plasmatico renal (Klippel et a/., 2001).

A COX-2 é uma enzima induzivel, geralmente indetectavel na maioria dos
tecidos, sendo sua expressao € aumentada em processos inflamatorios. Ela é
expressa constitutivamente no cérebro, rim, ossos e provavelmente no sistema
reprodutor feminino. Sua atividade é importante na modulacao do fluxo sanguineo
glomerular e balanco hidroeletrolitico. Sua expressdao é inibida pelos
glicocorticoides, o que explicaria os seus efeitos anti-inflamatoérios (Solomon,
2007).

O 4acido araquidonico metabolizado pelas COXs produz, entre outros
subprodutos, as prostaglandinas (PG). A PG-G, sob agdo da peroxidase é
transformada em PG-H,, sendo entao convertida em outras prostaglandinas,
prostaciclina (PG-I;) e tromboxanos (TXs). As prostaglandinas tém acao
vasodilatadora, sendo a PG-D, liberada de mastdcitos ativados por estimulos
alérgicos, entre outros. A PG-E; inibe a agdo de linfocitos e outras células que
participam das respostas alérgicas ou inflamatoérias. Além de promoverem
vasodilatacdao, as PG sensibilizam os nociceptores (hiperalgesia) e estimulam os
centros hipotalamicos de termorregulagdo, causando a febre. A PG-I, predomina
no endotélio vascular e atua causando vasodilatacdo e inibicdo da adesividade
plaquetaria (Junior et al,, 2000).

O TX, predominante nas plaquetas, causa efeitos contrarios, tais como

vasoconstricdo e agregacao plaquetaria, aos da PG-I,. Os leucotrienos aumentam



a permeabilidade vascular e atraem os leucdcitos para o sitio da lesdo. A histamina
e a bradicinina, embora ndo sejam produzidas a partir do metabolismo do acido
araquidonico, também aumentam a permeabilidade capilar e ativam os receptores

nocigénicos (Junior et al,, 2000).

2.2 Os corticoides

Os glicocorticoides, corticosteroides ou corticoides, sao hormonios
secretados pelo coértex das glandulas suprarrenais e estao envolvidos em diversas
fungdes fisioldgicas, bem como na adaptacdo ao estresse. A hidrocortisona
(cortisol) é o principal corticoide natural, sendo produzida de forma ritmica, ciclica,
com pico as 8 horas da manha. Por ser um derivado lipidico com baixa solubilidade
plasmatica, cerca de 80% do cortisol é transportado ligado a uma proteina
plasmatica carreadora especifica (uma globulina fixadora de cortisol chamada de
transcortina) e 10% ligado a albumina, sendo que o restante circula em sua forma
livre (Kirwan, 1998). Tanto o cortisol quanto os seus analogos sintéticos sao bem
absorvidos pelo trato gastrointestinal.

Os corticoides podem ser classificados de acordo com sua meia-vida, sua
poténcia e sua duracao de acdo. A cortisona e cortisol sao considerados de agao
curta (8 a 12 horas); a prednisona, a prednisolona, a metilprednisolona e a
triamcinolona de acdo intermediaria (12 a 36 horas); e a dexametasona e a

betametasona de acao longa (36 a 72 horas). Estes Ultimos tém sido considerados



como primeira escolha para o uso odontoldgico, apresentando poténcia de acgao
entre 25 a 30 vezes maior que a hidrocortisona (Andrade, 2006).

Basicamente, o mecanismo de acao dos corticoides ocorre pela inducao da
sintese de proteinas anti-inflamatorias, as chamadas anexinas, tais como a
lipocortina-1 e proteina inibidora do fator nuclear kB (IkB), e proteinas que atuam
no metabolismo (ativadoras da gliconeogénese, por exemplo). Este processo é
chamado de transativagao (Song et al,, 2005).

Atuam também pela trans-repressdo, interagindo com fatores de
transcricdo génica (proteina ativadora 1 e o fator nuclear kB), inibindo as funcdes
de outras proteinas. Por essa via, por exemplo, a sintese de citocinas proé-
inflamatdrias, como interleucinas (IL-6, IL-2, IL-1, IL-12, interferon-gama), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), prostaglandinas (PG) e leucotrienos é reduzida.
Muitos estudos tém demonstrado que a maior parte dos efeitos clinicos dos
corticoides ocorre por mecanismos de trans-repressao, enquanto que grande parte
dos efeitos adversos é relacionada aos mecanismos de transativagao (Song et al.,
2005).

Os corticoides suprimem também a sintese e a agdo do estrégeno e da
testosterona, promovendo mudangas na sintese, liberacdo e agdo de
neurotransmissores e neuropeptidios — particularmente catecolaminas, GABA e
prostaglandinas. Além disso, diminuem a proliferacdo de fibroblastos, a sintese de
DNA e do colageno, reduzindo discretamente os niveis de imunoglobulinas, sem

reduzir a producdo especifica de anticorpos (Klippel et a/,, 2001).



Em relacdo a prevengao da hiperalgesia e ao controle do edema, a inibicao
da fosfolipase A; e, consequentemente, as enzimas COX e LOX, é provavelmente o
principal mecanismo de acdao dos corticoides. A inativacdao desta enzima faz
diminuir a disponibilidade de acido araquidénico nas células no local inflamado,
diminuindo a sintese de seus metabdlitos pela via COX-2, sendo que estes
farmacos praticamente ndo atuam sobre a COX-1 (Andrade, 2006).

A dexametasona pertence a classe dos corticosteroides sintéticos e, como
outros hormonios esteroides, atua controlando a velocidade de sintese de
proteinas. Esses agentes reagem com proteinas receptoras no citoplasma das
células sensiveis de muitos tecidos, formando um complexo esteroide-receptor,
promovendo alteracdes significativas na resposta imune linfocitaria, sendo isso
parte de sua acdo anti-inflamatdria e imunossupressora (Andrews & Walker,
1999).

No tratamento das inflamagdes articulares, varios tipos de corticosteroides
tém sido utilizados, tais como a prednisolona, metilprednisolona e betametasona,
mas com maior preferéncia pela dexametasona (El-Hakim et a/., 2005).

A dexametasona administrada via intraperitonial em ratos com sinovite
induzida por trauma ndo causa nenhum efeito deletério na ATM. Entretanto,
animais medicados com a dexametasona em injecdo Unica intra-articular sofrem
reabsorcdo com atividade osteoclastica ativa na superficie da cabeca do condilo
mandibular na sexta semana (El-Hakim et a/., 2005).

Um estudo, realizado por Kerins et al. (2005), mostrou a eficacia da



dexametasona no tratamento da dor e inflamacao na ATM de ratos (induzidas pela
injecdo de adjuvante completo Freund (CFA)), sendo que a dexametasona,
injetada via i.p., atenuou os efeitos nocivos na ATM quando comparado com o0s

animais do grupo controle.

2.3 Os anti-inflamatorios nao esteroidais (AINEs)

Outro tipo de anti-inflamatdrio muito utilizado em Medicina e Odontologia,
sao aqueles chamados de nao esteroidais (AINES), os quais tém como prototipo o
acido acetilsalicilico. O principal mecanismo de agao destes anti-inflamatdrios é a
inibicdo da COX, com a consequente reducdo da conversao do acido araquidonico
em seus subprodutos.

Tanto a aspirina quanto os outros AINEs ndao bloqueiam a via da
lipoxigenase; nao inibindo, desta forma, a producao de leucotrienos. Portanto, os
AINEs reduzem, mas nao eliminam completamente o0s sinais e sintomas
inflamatdrios (Hardman et a/.,, 1996).

A partir da década de 90, foram desenvolvidos varios anti-inflamatdrios
nao-esteroidais (AINEs) com propriedades inibitdrias seletivas contra a COX-2,
numa tentativa de aumentar a aceitacdao dessas medicacdes pelos pacientes,
reduzindo a toxicidade (principalmente gastrintestinal) e aumentando o efeito anti-
inflamatorio. Dentre os AINEs de uso corrente, sdao considerados com maior
seletividade para COX-2: a nimesulida, o meloxicam, o celecoxibe, o rofecoxibe, o

etoricoxibe, o valdecoxibe e o lumiracoxibe, sendo os Ultimos cinco farmacos



considerados como altamente seletivos para a isoforma COX-2 (Solomon, 2007).
Estes inibidores altamente seletivos ndo tem grupo carboxilico, presente na
maioria dos AINEs e, por isso, sao capazes de inativar a enzima COX-2 de maneira
seletiva, pois tem encaixe espacial diferente dos outros AINES. Apresentam baixa
hidrossolubilidade, o que dificulta a sua administracdo parenteral (Griec & Stitzel,
2005).

Alguns destes farmacos ja foram removidos dos mercados mundiais. O
perfil de toxicidade destes anti-inflamatdrios mais seletivos foi evidenciado em
estudos clinicos que mostraram uma ocorréncia elevada de eventos
cardiovasculares e tromboembdlicos em usudrios cronicos destes medicamentos.
Estes inibidores reduzem a produgdo de PG-I, vascular e podem afetar o equilibrio
entre TX-A, e PG-I;, levando a um aumento de eventos tromboticos e
cardiovasculares. Alguns estudos clinicos apontaram diferencas entre os coxibes
em relacao ao risco cardiovascular, sendo que estas diferengas nao estariam
apenas associadas a eventos trombdticos, mas também a retencao de sodio e
agua, elevacao da pressao arterial e ao desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca.
Muitos destes eventos ocorrem devido a alteragbes na formacao de
prostaglandinas alterando as trocas de sédio e agua em nivel tubular renal
(Saraiva, 2007; Monteiro et al., 2008).

O parecoxibe é uma pré-droga hidrossoluvel do valdecoxibe, sendo inibidor
altamente seletivo da cicloxigenase-2 (COX-2). Foi desenvolvido como agente

analgésico e anti-inflamatorio para uso no pos-operatdrio de pacientes nos quais
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fosse necessaria a adicao de analgésicos parenterais ao tratamento com opiaceos
ou mesmo em substituicdo aos opiaceos ou AINES convencionais administrados
por via parenteral (Tang J et al., 2002).

E indicado para o tratamento das sinovites e capsulites, particularmente da
forma aguda, aliviando os efeitos da inflamacao de maneira imediata, prevenindo o
desenvolvimento de fibrose na capsula articular e também prevenindo ou
minimizando o desenvolvimento da osteoartrite. Nestes quadros ocorre diminuigao
do movimento e da capacidade de absorver choques, induzindo maior dano aos
tecidos envolvidos (Mcllwraith, 2002).

Acredita-se que diferencas na estrutura quimica dos coxibes sejam fatores
determinantes do perfil farmacoldgico de cada um deles. Entretanto, a relagdo
entre dose e efeitos adversos tem mostrado uma linearidade comum a todos os
coxibes. O papel dos coxibes na terapia anti-inflamatdéria e analgésica é
questionavel, pois sua eficacia é similar a dos AINEs ndo-seletivos, sendo que
estes Ultimos apresentam custo consideravelmente menor e maior seguranca
cardiovascular. E recomendavel cautela em relacdo aos representantes destes
farmacos seletivos que permanecem no mercado, evitando seu uso como
medicamentos de primeira escolha. Assim, a prescricdio de coxibes deve ser
reservada a pacientes com alto risco gastrointestinal, sendo contraindicado na
doenca coronariana e cerebrovascular estabelecida (Monteiro et al, 2008).

Entretanto, essa classe de farmacos tem sido largamente utilizada em doses Unicas
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diarias, por curtos periodos de tempo, em muitos procedimentos odontoldgicos
(Mehlisch et al., 2004; Meechan, 2006).

Lauren & Dionne (2004) compararam o efeito do celecoxibe, naproxeno e
placebo para o tratamento de pacientes sintomaticos, com deslocamento do disco
e reducdo durante seis semanas. Apds este periodo, o naproxeno reduziu
significantemente a dor, quando em comparagao ao celecoxibe e placebo, sendo

mais efetivo para o tratamento de dor da ATM.

2.4 Estrogeno

Os hormoOnios sexuais esteroides tém uma grande influéncia sobre o
metabolismo e atividade celulares. Esses hormonios influenciam a diferenciacao,
crescimento, desenvolvimento e atuam no metabolismo dos tecidos conjuntivos
em varios aspectos: controle da proliferacdo celular, morte celular, sintese de
colageno e outras proteinas, e sintese de prostaglandinas (Dyer et a/., 1980).

Cerca de 80% dos horménios sao moléculas hidrossoltveis (polipeptidios,
proteinas) e se ligam a receptores que sdo proteinas integrais da membrana das
células-alvo. Ao se combinarem aos respectivos hormonios, os receptores acionam
0s mecanismos intracelulares que aumentam a concentragao de ions de calcio ou
de adenosina-monofosfato ciclico (Plaut, 1987).

Os hormonios lipossollveis, como os hormonios esteroides da camada
cortical da glandula suprarrenal, os dos ovarios (estrogenos, progesterona) e dos

testiculos (testosterona), bem como os hormonios da glandula tireoide (T3 e T4),
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que sdao aminoacidos modificados, atravessam facilmente a membrana celular e
penetram na célula, indo agir sobre receptores especificos localizados no
citoplasma e no nucleo. Ao se combinarem com os respectivos hormonios, esses
receptores adquirem afinidade para determinadas sequéncias nucleotidicas do
DNA, com as quais se combinam de modo reversivel. Essa combinagdo altera a
atividade dos genes proximos, que passam, geralmente, a produzir maior
quantidade dos respectivos RNAs mensageiros, mas algumas vezes ha diminuicao
e ndo aumento da transcricdo génica (Evans, 1988).

Para exercer a sua agao, o estrogénio deve se ligar a um receptor. A
funcao basica do receptor consiste em: ligagdo, translocacdo, dimerizacao, ligacao
ao DNA e transativacao (Tsai & O'Malley, 1994).

Estudos quimicos sugerem que os receptores sao estruturalmente
organizados em diferentes dominios (Figura 1). Todos os receptores tém uma
estrutura similar (Brentani & Feldman, 1995), a saber:

- regiao A/B, localizada na porcao aminoterminal, a mais variavel das
regides, denominada de regido moduladora. A fungdo desse dominio ndo € bem
definida. A funcdo de transativacao, a qual parece ser independente da ligacao do
ligante, pertenceria a essa area, provavelmente pela interacdo com outros fatores
transcricionais;

— regidgo C ou dominio de ligacdo ao DNA. Essa regidgo possui 70
aminoacidos, incluindo muitos residuos de cisteinas; é importante regido de

reconhecimento da sequéncia de DNA e na dimerizacdo do receptor;
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—  regiao D ou dobradica, isto é, onde a molécula do receptor se dobra;
—  regidgo E e F ou dominios que contém as fungbes de translocacao.

Esta porgao carboxiterminal é responsavel pela ligagao do ligante.

D F

A/B
|
H_/

TAF-1 Y
TAF-2

Figura 1. Estrutura funcional do receptor de estrogénio (adaptada de

Jordan, 1996).

Uma vez ligado ao receptor, o complexo hormonio-receptor interage com
uma sequéncia especifica do DNA préxima ao gene-alvo, ativando ou reprimindo a
transcricdo génica. A funcado especifica dos diversos esteroides depende dos genes,
isto é, da informacao que eles regulam. Parte da especificidade da regulacao
génica refere-se ao reconhecimento dos elementos de resposta do DNA (Zilliacus
et al., 1995).

O receptor de estrogénio acha-se presente em uma concentracao de
10.000 a 100.000 moléculas por célula, em tecidos do trato reprodutivo, mas
encontra-se em niveis bem mais baixos, em torno de 200 a 1000 moléculas por
célula em outros tecidos, inclusive no 6sseo. A especificidade do esteroide é
determinada pelo dominio de ligacdo do horménio na regidao do receptor e a

resposta do tecido depende do nimero de receptores. A baixa concentracdo de

14



estrogénio em osteoblastos, comparativamente as células dos tecidos reprodutivos,
é também compativel com uma atividade direta sobre o esqueleto (Turner et al.,
1994).

O efeito do estrogénio sobre o tecido dsseo, depois de finalizado o periodo
de crescimento, consiste na inibicdo da remodelacao ao diminuir a frequéncia de
ativacdo. Possivelmente, o estrogénio exerca este efeito pela inibicdo da produgao
de citocinas que estimulam o recrutamento e a ativagao de osteoclastos, entre elas
a producgao de interleucina-6 e interleucina-11 pelos osteblastos.

O colageno sintetizado pelo estimulo estrogénico € normalmente mais
imaturo e mais elastico do que o colageno Tipo I normalmente encontrado na
articulagcao temporomandibular (Gage, 1985).

Varios estudos tém sido reportados sobre a influéncia da deficiéncia de
estrogénio na ATM (Elovic et a/,, 1995; Abubaker et al,, 1996; Okuda et al., 1996;
Yamada et al, 1997; Fujita et al, 1998; Tanaka et al, 1998; Yamashiro &
Yamamoto, 1998; Tanaka et a/., 1999; Tanaka et a/., 2000; Yasuoka et a/., 2000).

Entretanto, ndo ha um consenso claro na literatura sobre o papel da
deficiéncia estrogénica na DTM. Em concentracoes fisioldgicas, o estrogénio tem
participacao importante na remodelagao da ATM, particularmente da cartilagem
articular (Yasuoka et a/., 2000).

Omi & Ezawa, (1995) relatam que aos trés meses de idade, as ratas ja
alcancam sua maturidade sexual e s3ao capazes de responder a deficiéncia de

hormonios sexuais provocada pela ovariectomia.
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Ratas ovariectomizadas tendem ter um maior ganho de peso (Wronski et
al., 1987; Wronski et al,, 1988). A insuficiéncia de estrogénio pode provocar um
aumento de até 25% no peso dos animais, com o consequente estimulo da funcdo
mastigatdria, o que pode proteger a mandibula da perda de sua integridade
estrutural (Elovic et al.,, 1995; Eckel, 2011).

Um aumento na expressao de estrogénio predispde o desenvolvimento das
DTM e sua deficiéncia leva a um aumento da remodelacdo Ossea, com
consequente aumento do desequilibrio do processo de aposicao/reabsorcao dssea
(Abubaker et al., 1996). Talwar et al. (2006) também mostraram que o estrogénio
diminui a espessura da cartilagem articular pela inibicao da proliferacao e aumento
na maturacao de condrdcitos.

Tanaka et al (2000) demonstraram que a deficiéncia de estrogénio
provocou perda éssea em diferentes regides especificas da ATM, sendo menor na
porcao que recebia maior carga oclusal, resultado da agdo da carga mastigatoria
mais intensa e, consequentemente, supressao da reabsor¢ao e redugao do efeito
provocado pela deficiéncia do estrogénio.

A falta de hormoOnios ovarianos em ratas ooforectomizadas levando a
deficiéncia de estrogénio durante a puberdade predispde a alteracbes da ATM
(Okuda et al., 1996).

Um estudo histomorfométrico da ATM de ratas ooforectomizadas concluiu
que a reposicao com estrogénio em uma concentracao fisioldgica pode desenvolver

um papel importante na remodelacao e restabelecer a espessura do tecido

16



articular (Yasuoka et al/,, 2000).

A influéncia do estrogénio e androgénio sobre o metabolismo dsseo e
modelagdo da cabega da mandibula em ratos ooforectomizados em crescimento,
através de exame histoldgico e histoquimico foi descrito por Fujita et a/., 2001.

Além do fenOdmeno inflamatdrio, foi sugerida a hipotese de que o
estrogénio aumentaria a excitabilidade neural da ATM de ratas ooforectomizadas.
A comparacao entre estas e ratas ooforectomizadas, mas que receberam reposigao
hormonal com 17B-estradiol, mostrou que o estrogénio e a inflamacao afetam a
expressao e as propriedades dos canais de ion dos neurdnios da ATM, aumentando

a excitabilidade neural (Flake et a/,, 2005).

2.5 Citocinas

Injurias na articulacdo temporomandibular pode ser a causa inflamatdria
envolvendo os tecidos da ATM. As citocinas predominantemente envolvidas nos
processos degenerativos intra-articulares sao IL1-beta e IL-6 (Milam et a/., 1998).

Algumas citocinas foram previamente associadas com a destruicao do
tecido conjuntivo da ATM, pois essas citocinas induzem a sintese de proteases o
que pode aumentar a degradacao de cartilagem (Emshoff et a/., 2000).

O estimulo mecanico patoldgico poderia causar um aumento no nivel de
IL1-beta (Nishimura et al, 2002), sendo esta a principal interleucina pro-
inflamatdria, a qual pode acentuar a atividade catabdlica de muitas células, tais

como condrdcitos e fibroblastos (Livne et al., 1997).
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Em um estudo realizado por Harper et al. (2001), foram analisados os
efeitos de diferentes doses de CFA (Adjuvante Completo de Freund) injetadas na
ATM de ratos sobre alguns marcadores bioldgicos da inflamagdo, com o objetivo
de se estabelecer um modelo animal com variados graus de inflamacao articular,
permitindo assim, o desenvolvimento de agentes e terapias que pudessem
modular a severidade da doenca. Para esta finalidade, as concentragoes
plasmaticas de corticosteroide e de IL1-beta foram quantificadas utilizando as
técnicas de radioimunoensaio e Elisa respectivamente. Os resultados sugerem que
uma dose intermedidria de CFA pode ser usada para efeito submaximo do nivel de
inflamagdo da ATM.

Algumas citocinas sdao também capazes de estimular a proliferacdo de
sinovidcitos (van Leeuwen et al, 1995; Kacena et al, 2001). Lai et al. (2006)
observaram que o aumento da expressao de IL1-beta na ATM de camundongos
adultos causou disfuncao e dor articular.

A IL-6 é produzida pela acdo da TNF-alfa e IL1-beta, as quais sao
secretadas pelos sinovidcitos (Kacena et a/, 2001). E uma interleucina com
atuacdo tanto na resposta imune-inata como na resposta adaptativa, sendo
sintetizada por mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e outras células em
resposta a microrganismos (Souza et a/., 2008). Esta interleucina € normalmente
expressa em niveis baixos, exceto durante infeccao, trauma ou outros fatores

estressantes (Ersheler & Keller 2000). A IL-6 também é correlacionada com a
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degradacdo da cartilagem e remodelagdo/reabsorcao Ossea, podendo ativar
diretamente osteoclastos (van Leeuwen et al., 1995; Kacena et a/., 2001).

Existem evidéncias de que o estrégeno atuaria sobre os mondcitos
promovendo a redugdo dos niveis de IL-1 (Pacifici et a/., 1989) e TNF-alfa (Pacifici
et al.,, 1990). Além disso, a ligacao da TNF-alfa ao receptor p55-TNF-alfa de células
T, induziria a liberagdao de M-CSF (fator estimulador de col6nia de macroéfagos) e
RANKL (ligante do receptor ativador de fator nuclear-kB), sendo que estes fatores
promovem a fusdao dos progenitores de osteoclastos (Cenci et al., 2000). Desta
forma, o estrégeno inibiria, de forma indireta, a formacdo de osteoclastos (Pacifici,

1996).

2.6 Modelos de interferéncia oclusal em animais

Modelos de estudo sobre alteragdes oclusais em animais, particularmente
em ratos, sao amplamente aceitos e descritos na literatura (Ulgen et al., 1997,
Kiliaridis et al., 1999; Rabie et al,, 2001; Fuentes et al., 2003; Muto et a/,, 2003;
Rabie et al., 2003; Stockistill et al., 2010; Li et al., 2010).

Simoni¢-Kocijan et al. (2009) observaram que o stress cronico e a
maloclusao nao seriam capazes de alterar o comportamento nociceptivo de

animais.
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Entretanto, Kerins et a/. (2005) mostraram uma redugdao no numero e
duragdo das refeicGes em animais submetidos a DTM por injecao de CFA, sendo a
dor uma das causas de limitacdo no ganho de peso.

A funcdo mastigatdria prejudicada pode resultar na diminuicdo no
tamanho da cabeca da mandibula, em mudancas na espessura da cartilagem
articular e/ou outras alteragdes morfoldgicas e histoldgicas (Kiliaridis et al.,, 1999).

Estudos em animais mostraram que a ATM é uma estrutura dinamica, a
qual é capaz de se adaptar ao estresse biomecanico (Milam & Schmitz, 1995),
sendo que esta capacidade adaptativa € individual e provavelmente causada por
variacdes genéticas. Essa caracteristica permite ao sistema mastigatorio continuar
funcionando quando ocorre perda ou dano tecidual (Gelb & Gelb, 1989;
Imirzalioglu et al., 2005).

O efeito do aumento da dimensao vertical bilateral em animais induz a
resposta histoldgica e remodelacdo periodontal e da cartilagem da articulacao
temporomandibular (ATM), este aumento nao influencia na ingestao de nutrientes
e no peso corporal (Li et al., 2010).

Os tecidos articulares apresentam grande quantidade de fibras colagenas e
proteoglicanos, onde as fibras de colagenos s3ao responsaveis pela resisténcia a
tensdo e os proteoglicanos pela resisténcia a compressao. Mao et al. (1998)
checaram a expressao de proteoglicanos na ATM de ratos em resposta a um
aumento unilateral da mordida. O aumento unilateral foi realizado com resina

fotopolimerizavel sobre os molares superiores direitos, mantendo por quatro
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semanas. O aumento na expressao de proteoglicanos sugeriu que a alteracao
unilateral da mordida induziria @ um aumento nas forcas compressivas na ATM dos
animais.

Ghafari & Degroote (1986) avaliaram a resposta na cartilagem articular em
ratos com retrusao mandibular induzida por guia oclusal confeccionado com banda
ortodontica cimentado nos incisivos superiores com resina composta. Observaram
diminuicdo na espessura da zona hipertréfica, um aumento na zona proliferativa e
diminuicdo na espessura total da cartilagem articular nos animais com oclusao
alterada quando comparado ao grupo controle.

O deslocamento posterior funcional da mandibula diminui a espessura da
cartilagem articular (Fuentes et a/, 2003), enquanto que o deslocamento
protrusivo prolongado da mandibula aumentaria o nimero de replicagbes celulares
na ATM (Rabie et al., 2003).

O processo de remodelacao das estruturas da articulagao
temporomandibular foi investigado em ratos, com deslocamento posterior
funcional mandibular induzido. A oclusao foi alterada com a cimentacao de um
guia oclusal confeccionado com banda ortoddntica nos incisivos superiores em 24
ratos pelo periodo de 4, 7 e 14 dias. Os ratos com deslocamento mandibular
induzido apresentaram diminuicdo em células proliferativas, disfungdo na
remodelagdo da cartilagem condilar e injurias na inervacao (Cholasueksa et al.,

2004).
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Farias-Neto et al. (2011) utilizando a metodologia de indugao da
maloclusdao, a qual foi adaptada de Cholasueksa et a/ (2004), avaliaram a
alteracdo do crescimento mandibular em ratas com deslocamento posterior
funcional, durante oito semanas. Essa maloclusao resultou em menor crescimento
no comprimento mandibular, mostrando, assim, que a metodologia induz
alteragdes mandibulares significativas.

O efeito da maloclusao induzida por um aumento unilateral da dimensao
vertical em ratos foi avaliado histologicamente e imunohistologicamente na
cartilagem articular da cabeca da mandibula. A avaliagdo imunohistologica com
anticorpo anti-interleucina-1(IL-1) demonstrou a existéncia de condrdcitos
positivamente corados na cartilagem articular. Os resultados sugerem que a
maloclusao unilateral pode induzir a uma diminuicao da cartilagem articular, que
pode ser o resultado do tamanho reduzido de condrdcitos e componentes de
matriz extracelular na articulagdao. Esta mudanca pode ter sido causada por IL-1
que é fator catabdlico para a cartilagem e possivelmente foi produzida pelos

condrdcitos articulares (Yamamoto, 1994).
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3 PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram:

1)

2)

3)

Avaliar as alteracdes da espessura da cartilagem articular (aspectos
histolégicos) em ratas em estro e ovariectomizadas, submetidas ao
deslocamento posterior funcional da mandibula;

Verificar os efeitos do tratamento com parecoxibe ou dexametasona nesses
animais;

Avaliar a concentracao das citocinas pro-inflamatdrias IL1-beta e IL-6 nas

condigdes acima.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 - Procedimentos experimentais

Foram realizados dois estudos, sendo que o primeiro observou os efeitos

de dois anti-inflamatdrios, parecoxibe e dexametasona, em ratas normais e com

deslocamento posterior funcional da mandibula (DPFM) em relagcdo as alteragdes

da espessura da cartilagem articular, aspectos histoldgicos e concentracdo das

citocinas pro-inflamatdrias IL1-beta e IL-6. O segundo experimento observou a

influéncia da ovariectomia (OVX) sobre os parametros avaliados no primeiro

experimento. O Quadro 1 mostra a distribuicdo dos grupos experimentais dos

estudos 1 e 2.

Quadro 1. Distribuicdo dos Grupos experimentais dos dois estudos.

Grupo Tratamento Maloclusao | Ovariectomia
Solugdo NaCl 0,9% (controle) Sem Sem
sem-DPFM Parecoxibe (0,30mg/kg/i.m./dia) Sem Sem
Dexametasona (0,1mg/kg/i.m./dia) Sem Sem
Solucao NaCl 0,9% (controle) Com Sem
com-DPFM Parecoxibe (0,30mg/kg/i.m./dia) Com Sem
Dexametasona (0,1mg/kg/i.m./dia) Com Sem
Solugdo NaCl 0,9% (controle) Sem Com
sem-DPFM+QVX| Parecoxibe (0,30mg/kg/i.m./dia) Sem Com
Dexametasona (0,1mg/kg/i.m./dia) Sem Com
Solugao NaCl 0,9% (controle) Com Com
com-DPFM+QVX| Parecoxibe (0,30mg/kg/i.m./dia) Com Com
Dexametasona (0,1mg/kg/i.m./dia) Com Com
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4.1.1 — Considerages éticas
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal
(CEEA) do Instituto de Biologia/UNICAMP em 26 de junho de 2006, sob nimero

1035-1 (Anexo 1).

4.2 — Farmacos

Os seguintes farmacos foram utilizados: parecoxibe 20mg/mL (Bextra®
injetavel, Laboratdrios Pfizer), dexametasona 4mg/mL (Decadron® injetavel,
Laboratérios Eurofarma), cloridrato de quetamina 100mg/mL (Dopalen injetavel,
laboratdrios Vetbrands), cloridrato de xilasina 100mg/mL (Anasedan injetavel,

laboratérios Vetbrands), além de solucao salina estéril (NaCl a 0,9%).

4.3 - ESTUDO 1

4.3.1 — Animais

Foram utilizadas 36 ratas (Rattus norvegicus albinus, Wistar, SPF*****)!
adultas (3 meses de vida), com peso entre 200 a 300g, provenientes do Centro de
Bioterismo da UNICAMP (CEMIB-UNICAMP). Os animais foram mantidos em
gaiolas plasticas e passaram uma semana de adaptacdo ambiental apds o
transporte, antes do inicio do experimento. Foram mantidas em regime de agua e

alimentacao ad /ibitum, todos os animais receberam ragao triturado durante todo

' S.P.F. = Specific Pathogen Free — livre de 5 patégenos especificos.
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experimento, a temperatura média de 23°C e iluminagdo artificial com lampadas
fluorescentes, sendo fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro,

considerando o periodo de luz das 7 as 19 horas.

4.3.2 - Exame colpocitologico

Todas as ratas foram submetidas a colheita da secrecdo vaginal,
diariamente durante trés semanas, visando a avaliagdo da fungdo ovariana. O
material colhido em laminas histoldgicas foi fixado em uma solucdo de alcool-éter
(1:1), corado pelo método de Harris-Shorr (Shorr, 1941) e analisado ao
microscopio de luz.

Somente as ratas apresentando dois ou mais ciclos estrais consecutivos de

quatro dias foram incluidas no estudo (Montes & Luque, 1988).

4.3.3 - Grupos experimentais

Para o grupo sem-DPFM foram utilizadas ratas em estro, ou seja, nao foram
submetidas a OVX, nem ao DPFM, e receberam 0,15mL de solucao de NaCl 0.9%
(controle), parecoxibe 0,30mg/kg e dexametasona 0,1mg/kg/im durante sete dias.

O grupo com-DPFM foi composto de ratas em estro, ou seja, nao foram
submetidas a OVX, mas eram submetidas ao DPFM. A inducdo da maloclusao foi
feita pelo DPFM e, para tanto, um dispositivo confeccionado com fita para bandas
ortodonticas (0,10 mm de espessura x 4,50 mm largura, marca Morelli) na forma

de anel com 8mm de diametro aproximadamente, foi fixado com resina
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fotopolimerizavel (Fill Magic — Vigodent) nos incisivos superiores, segundo a
técnica adaptada de Cholasueksa et a/. (2004).

As Figuras 2 e 3 mostram a colocagao do dispositivo oclusal. O
procedimento foi realizado sob anestesia geral, via i.p., utilizando quetamina
(Dopalen) 90mg/kg e xilazina (Anasedan) 10mg/kg, a oclusdo distalizada foi
confirmada por exame visual do relacionamento dos molares em oclusao, em
animais anestesiados. Os animais do grupo com-DPFM receberam 0,15mL de
solucdo de NaCl a 0,9% (controle), parecoxibe 0,30mg/kg e dexametasona

0,1mg/kg por via i.m. pelo periodo de sete dias.
Kg
a b C

Figura 2. a - oclusdo céntrica; b - ratos com dispositivo oclusal;

¢ - movimento de abertura. Adaptado de Cholasueksa et a/. (2004).

L

B

Figura 3. Dispositivo posicionado nos dentes incisivos superiores do animal.
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4.3.4 — Peso dos Animais

As ratas do grupo sem-DPFM foram pesadas no inicio do tratamento (peso
inicial) e sete dias depois no final do tratamento (peso final). As ratas do grupo
com-DPFM foram pesadas no dia da instalacdo do dispositivo para inducao do

DPFM (peso inicial) e 14 dias ap6s a indugdo (peso final).

4.3.5 — Tratamentos

Apds sete dias da instalagdo do dispositivo oclusal, todos os animais
(Grupos sem-DPFM e com-DPFM) foram submetidos ao tratamento com os
farmacos em estudo, sendo as administracdes feitas por via intramuscular (im)
durante sete dias, uma vez ao dia. Os animais foram mortos por meio de asfixia
com gas carbonico, todos os animais foram mortos com o mesmo tempo de vida.
Decorrido este periodo, as ATM foram expostas, apds incisao da pele (na regido
pré-auricular) e dissecadas para retirada em bloco. Esse processo cirurgico foi
efetuado em ambos os lados.

A ATM direita ou esquerda, dependendo de sorteio prévio, foi fixada em
solucao de formol a 10% e tampao fosfato 0,1M (pH 7,4), durante 24h a 4°C. Em
seguida, foi realizada a descalcificacao da estrutura em solucao de EDTA a 7%,
dissolvido no mesmo tampdo. A ATM contralateral foi submetida a maceracao e
centrifugacdo em tampao de extracao celular (tampao tris-HCL 50mM, pH 7,5). O

sobrenadante foi submetido ao imunoensaio (ELISA).
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4.3.6— Processamento histologico

Apods a descalcificacdo, a ATM foi lavada em agua destilada, desidratada
em etanol 70%, 95% e 100%, diafanizada em xilol e embebida/incluida em
parafina a 65°C. Apods, foram feitos nove cortes seriados de 6 um em micrétomo
manual (LEICA, RM 2145), os quais foram colhidos em laminas histoldgicas,
desparafinizados, hidratados e corados por Hematoxilina-Eosina (HE) para analise
da estrutura geral da ATM (Michalani, 1980). Os cortes foram feitos coronalmente,
no sentido anteroposterior, no centro do condilo.

Foram feitas fotomicrografias dos cortes histoldgicos por meio de um
fotomicroscopio (Eclipse E800, Nikon) e sistema fotografico Nikon (FDX-35),
empregando-se objetivas de 5 e 10 vezes em iluminagao convencional.

As laminas foram analisadas utilizando o sistema Image Pro-plus 4.1.0.1
(Media Cybernetics). As imagens foram gravadas com uma camera fotografica
(CoolSNAP-Pro Color - Roper Scientific Photometrics) adaptada ao microscépio,
utilizando uma objetiva de 10 vezes. A Figura 4 mostra a regiao analisada e a
morfometria realizada. A area da cartilagem articular (tecido conjuntivo denso,
camada proliferativa e a fibrocartilagem) do condilo foi medida quantitativamente,

em pixels, utilizando-se o software Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Inc)
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Figura 4. Método de quantificacdo da cartilagem articular.

4.3.7 Imunoensaio

A avaliacdo das citocinas pré-inflamatorias IL1-beta e IL-6 foi feita por
meio do teste ELISA de captura. Os niveis dessas foram avaliados no sobrenadante
apos a trituracao e extragdo celular.

Para este teste, foram utilizadas placas de 96 pogos, as quais foram
cobertas com 100uL/poco com anticorpo de captura para IL-6 (100ug/mL,
Peprotech Inc.) ou anticorpo de captura para IL1-beta (200ug/mL, Peprotech
Inc.), as quais foram deixadas a temperatura ambiente overnigth. No dia seguinte,

as placas foram lavadas em solugdo de Tween-20 a 0,05% em PBS (tampao
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fosfato em salina, Sigma®) trés vezes com tampao de lavagem apropriado, e
entdo foram adicionados 300uL de tampdo de bloqueio 1% BSA (albumina sérica
bovina, Sigma®) em PBS para cada poco. As placas foram incubadas com esse
tampao por 1 hora, em temperatura ambiente para bloqueio de sitios de ligacao
inespecificos.

Apds este procedimento, as placas foram novamente lavadas, sendo
acrescentados 100uL das amostras (diluidas 1:2) ou de uma solucdo-padrao
(1ug/mL, Peprotech Inc.), a qual era diluida em nove concentracdes (10, 5, 2,5,
1,25, 0,62, 0,31, 0,15, 0,07, 0,03, Ong/mL) por poco. As placas foram incubadas
em temperatura ambiente por 2 horas. Apds este periodo, as mesmas foram
lavadas como descrito anteriormente e foram adicionados 100uL dos anticorpos de
deteccdo nas concentragdes de 0,25 pug/mL para a IL-6 e 0,5ug/mL para IL1-beta
em cada poco, sendo que as placas foram incubadas em temperatura ambiente
por mais 2 horas.

Em seguida, as placas foram novamente lavadas, acrescentados 100uL da
solucao de avidina-peroxidase conjugada em cada poco e incubadas por 30
minutos. Apos nova lavagem, foram adicionadas 100 uL de solucao para substrato
— ABTS (solugdo de 2,2'-azino-bis-3-etilbenzitiazolina-6-acido sulfonico, Sigma®)
para ELISA. A placa foi mantida em temperatura ambiente para o desenvolvimento
de cor e, em seguida, a reacao colorimétrica foi lida em espectrofotdbmetro no

comprimento de onda de 405nm com corregao de 650nm.
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A Figura 5 mostra as curvas de calibragdo obtidas em funcao das
interleucinas pro-inflamatodrias utilizadas no estudo. Na figura é possivel observar

as equagcdes e os indices de correlacdo linear (R?) das retas de regresséo.

18 6

16 y=12.562x - 1.1245
R?=0.9952

o

y = 0.0933¢35%1x
R2=0.9859

IS

Concentragéo IL 6 (ng/mL)
N

Concentragao IL 1 beta (ng/mL)
= w

[0 05 1 1.5 0 0.2 04 06 0.8 1
Absorbancia Absorbancia

Figura 5. Curvas de calibracao do imunoensaio (ELISA) das citocinas proé-

inflamatdrias IL.1-beta (direita) e IL-6 (esquerda).

As curvas apresentaram uma correlagdo satisfatéria (R*> > 0,95) indicando

que as relagdes foram confiaveis.

4.4 - ESTUDO 2
Este estudo observou o efeito dos anti-inflamatoérios parecoxibe e
dexametasona sobre a ATM de ratas ovariectomizadas, e sem e com deslocamento

posterior funcional da mandibula.
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4.4.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizadas 36 ratas, as quais foram ovariectomizadas (OVX) e
divididas em dois Grupos (Grupos sem-DPFM+QOVX e com-DPFM+0VX) com 18
animais cada. A inducao do DPFM no grupo com-DPFM+QOVX foi feita da mesma

forma ja relatada para o Grupo com-DPFM.

4.4.2 Ovariectomia (OVX)

Apods a analise do ciclo estral, dentre as ratas apresentando ciclos estrais
regulares a OVX foi feita bilateralmente, sob anestesia geral via intraperitoneal,
utilizando quetamina (Dopalen) 90mg/kg e xilazina (Anasedan) 10mg/kg, e teve
como finalidade eliminar a produgao gonadal de esteroides, produzindo um estado
permanente de insuficiéncia estrogénica.

Foi realizada analgesia, no periodo pds-operatério imediato, com a
administracdo de cloridrato de meperidina em dose Unica de 2mg/kg/animal, por

via intramuscular (Latt, 1976).

4.4.3 Exame colpocitologico

Para a verificacdo do estado hormonal apds a cirurgia, as ratas foram
submetidas a colheita de secrecao vaginal, foi realizado o exame colpocitoldgico
nos 15 dias que sucederam a cirurgia. Somente as ratas que apresentaram
esfregacos vaginais de padrao atréfico por 15 dias consecutivos foram incluidas no

experimento.
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4.4.4 Peso dos Animais

As ratas do grupo sem-DPFM+QVX foram pesadas no dia da OVX (peso
inicial) e 28 dias apds a OVX no final do tratamento (peso final). As ratas do grupo
com-DPFM+DPFM foram pesadas no dia da OVX (peso inicial) e 35 dias apds a

OVX no final do tratamento (peso final).

4.4.5 Tratamentos

Apds 21 dias da castracdo e sete dias da instalacdo do dispositivo oclusal,
todos os animais dos Grupos sem-DPFM+OVX e com-DPFM+0OVX foram
submetidos ao tratamento com os farmacos em estudo, sendo as administracdes
também feitas pelas mesmas vias e periodos de tempo descritos anteriormente.
Apds o periodo descrito, as ATM foram submetidas aos mesmos procedimentos

descritos anteriormente e todos os animais foram mortos no mesmo tempo.

4.5 - ANALISE DOS DADOS

Os testes da normalidade dos dados (teste de Shapiro-Wilks) e a da
equivaléncia das variancias (teste de Levene) mostraram que nenhuma variavel
apresentou normalidade e algumas das varidncias ndao mostraram
homocedasticidade, mesmo apds transformacao dos dados. Assim, os dados foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn (post hoc). O nivel de
significancia adotado foi de 5% (a=0,05). Todos os calculos foram realizados com
0s pacotes estatisticos BioEstat 5.0 (Fundagdo Mamiraua Belém, PA) e Prism 5.0

(GraphPad Software Inc).
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5 RESULTADOS

Massa corporal

A alteracdo da massa corporal dos animais em estudo é mostrada na

Grafico 1.

com-DPFM+OVX - Dexa-{ : <l ia.B

sem-DPFM+OVX - Dexa{ @ = {_ T _Hb,A
com-DPFM -Dexa+ @ +HillaB !
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sem-DPFM+OVX - Pare-{ : : | : : —{ [ — HbA
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Grafico 1. Alteracao da massa corporal (em porcentagem). A linha central

representa a mediana; a caixa, os quartis e as suicas, os valores maximo e minimo. As letras
minuUsculas representam diferencas estatisticamente significantes (Kruskal-Wallis, p<0,05) entre os
GRUPOS. Letras maiusculas representam diferencas estatisticamente significantes (Kruskal-Wallis,
p<0,05) entre os TRATAMENTOS considerando um mesmo Grupo. Cont= Controle;

Pare=Parecoxibe; Dexa=Dexametasona.

Foi possivel observar que houve tendéncia para as ratas ovariectomizadas
em ganhar mais peso do que aquelas nao submetidas a ovariectomia. Dentre as
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ratas nao ovariectomizadas, a dexametasona causou redugao do peso corporal,
quando comparada com 0S animais que receberam parecoxibe ou do Grupo
controle. As ratas submetidas ao deslocamento posterior funcional da mandibula
que receberam dexametasona e foram submetidas a ovariectomia, perderam peso

em relagdo aquelas ovariectomizadas que receberam parecoxibe ou controle.

Morfometria

Um espécime de cada grupo € mostrado na prancha (Anexo2),
considerando a coloragao com hematoxilina-eosina, para os grupos estudados.

O Grafico 2 mostra as medianas obtidas para a area da cartilagem articular.

Nos animais do grupo sem-DPFM, o parecoxibe e a dexametasona
diminuiram significativamente (p<0,05) a area da cartilagem articular em relacao
ao controle. No Grupo com-DPFM, a dexametasona diminuiu a area quando
comparada ao parecoxibe, nao havendo diferencas estatisticamente significantes
entre a dexametasona ou parecoxibe em relacdo ao controle. Nao houve
diferencas estatisticamente significantes entre os tratamentos em relacao a area,
considerando os Grupos sem-DPFM+QOVX e com-DPFM+OQVX. Além disso, ndo
foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre as areas da
cartilagem articular dos grupos quando considerados os animais tratados com
dexametasona e controle separadamente. Entretanto, nos animais tratados com o
parecoxibe foi possivel observar aumento da area no Grupo com-DPFM, em

relacao aos Grupos sem-DPFM, sem-DPFM+0QVX e com-DPFM+QVX.
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Grafico 2. Medianas (desvio interquartilico) obtidas pela morfometria da

area da cartilagem articular. As letras minGsculas representam diferencas estatisticamente

significantes entre os GRUPOS. Letras mailsculas representam diferencas estatisticamente
significantes entre os TRATAMENTOS considerando um mesmo grupo.Cont= Controle;

Pare=Parecoxibe; Dexa=Dexametasona.

Imunoensaio
Os Graficos 3 € 4 mostram, respectivamente, as medianas (desvio
interquartilico) das citocinas pré-inflamatdrias IL1-beta e IL-6, obtidas por meio do

teste ELISA de captura.
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Grafico 3. Concentracdao de IL1-beta (mediana e desvio interquartilico) de

acordo com 0s grupos em estudo e tratamentos. As letras mindsculas representam

diferencas estatisticamente significantes entre os GRUPQOS. Letras mailsculas representam
diferengas estatisticamente significantes entre os TRATAMENTOS considerando um mesmo grupo.

Cont= Controle; Pare=Parecoxibe; Dexa=Dexametasona.

A concentracao de IL1-beta no Grupo sem-DPFM nao apresentou diferencas
estatisticamente significantes entre os tratamentos (controle x parecoxibe x
dexametasona). Entretanto, considerando isoladamente o Grupo com-DPFM, a
concentracdo desta interleucina foi maior (Kruskal-Wallis, p<0,05) nos animais
tratados com dexametasona quando comparados com 0s animais tratados com
parecoxibe e controle, sendo que entre esses dois tratamentos nao houve

diferenca. Nos Grupos sem-DPFM+0VX e com-DPFM+0OVX nao houve diferencgas
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(p>0,05) entre os tratamentos realizados considerando cada grupo isoladamente.
A comparacao entre os Grupos mostrou que aquele sem-DPFM apresentou a
menor concentracao e os Grupos com-DPFM e com-DPFM+QVX apresentaram a
maior concentracao desta interleucina, considerando o controle. Para os animais
tratados com parecoxibe, o Grupo sem-DPFM mostrou menor concentragao que os
demais Grupos, sendo que o com-DPFM apresentou maior nivel de IL1-beta que o
Grupo sem-DPFM+0VX, mas nao houve diferencas estatisticamente significantes
entre os Grupos sem-DPFM+0VX e com-DPFM+0VX, e hem entre 0S grupos com-
DPFM e com-DPFM+OVX controle. Nos animais submetidos a dexametasona, os
Grupos sem-DPFM e com-DPFM apresentaram, respectivamente, a menor e a
maior concentracao de IL1-beta que os demais Grupos, os quais nao mostraram
diferencas estatisticamente significantes entre si.

A concentracdo de IL-6 nao foi afetada pelos tratamentos (controle,
parecoxibe e dexametasona) em nenhum dos quatro grupos. Entretanto, a
comparagao entre os grupos revelou que o Grupo com-DPFM apresentou maior
concentragao de IL-6, considerando todos os tratamentos. Nao houve diferencas
estatisticamente significantes entre os Grupos sem-DPFM, sem-DPFM+QVX e com-
DPFM, considerando os tratamentos “controle” e “parecoxibe”. O tratamento
“dexametasona” mostrou menor nivel da interleucina para o Grupo sem-
DPFM+0OVX em relacao ao Grupo com-DPFM, mas nao houve diferencas
estatisticamente significantes entre os Grupos com-DPFM+0OVX e sem-DPFM e

nem entre os Grupos sem-DPFM e sem-DPFM+QVX.
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Grafico 4. Concentracao de IL-6 (mediana e desvio interquartilico) de acordo

com os Grupos em estudo e tratamentos. As letras minlsculas representam diferencas

estatisticamente significantes entre os GRUPOS.
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6 DISCUSSAO

MASSA CORPORAL

Modelos de estudo sobre alteragbes oclusais em animais, particularmente
em ratos, a associacdo da maloclusao e massa corporal sao descritos na literatura
(Ulgen et al., 1997; Kiliaridis et al.,, 1999; Rabie et al, 2001; Fuentes et al., 2003;
Muto et al., 2003; Rabie et al., 2003; Stockistill et al., 2010; Li et al., 2010). No
presente estudo, foi utilizado o modelo experimental adaptado daquele descrito
originariamente por Cholasueksa et a/. (2004). Este modelo utiliza o deslocamento
posterior funcional da mandibula como indutor da DTM. Li et a/, 2010 também
descreveram um modelo de DTM baseado no aumento bilateral da dimensao
vertical. Estes autores observaram que nao houve diminuicao do peso dos ratos
submetidos ao modelo. Entretanto, Kerins et a/. (2005) mostraram reducao no
numero e duracao das refeicdes em animais submetidos a DTM utilizando outro
método diferente por nds utilizado, possivelmente mais agressivo (injecdo de CFA).

No presente estudo, os animais do Grupo com deslocamento posterior
funcional da mandibula (com-DPFM) ndo tiveram seu peso corporal alterado em
relacdo ao grupo sem-DPFM, provavelmente porque a funcao dos dentes
posteriores e a dimensao vertical foram preservadas. Este fato foi observado por
Farias-Neto et a/. (2011) tendo utilizado o mesmo dispositivo adotado no presente
estudo. Cholasueksa et a/. (2004) também nado encontrou diferencas no peso dos

animais, sendo que estes autores nao verificaram o atrito das bordas incisais dos
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incisivos durante os 14 dias da utilizagao do dispositivo oclusal e os animais foram
capazes de ocluir os dentes posteriores, além de abrir e fechar a mandibula. Uma
vez que os movimentos mandibulares estavam preservados, a adaptacao
fisioldgica nos animais do presente estudo, bem como naqueles relatados por
Farias-Neto et a/. (2011) e Cholasueksa et a/. (2004), foi rapida, colaborando para
que os animais nao perdessem peso. Além disso, Simoni¢-Kocijan et a/. (2009)
observaram que o stress cronico e a maloclusao ndo seriam capazes de alterar o
comportamento nociceptivo de animais, sendo a dor uma das causas de limitacao
no ganho de peso (Kerins et al., 2005).

A insuficiéncia de estrogénio, como aquela induzida nas ratas do Grupo
sem-DPFM+QOVX, pode provocar um aumento de até 25% no peso dos animais,
com o consequente estimulo da funcao mastigatdria, o que pode proteger a
mandibula da perda de sua integridade estrutural (Elovic et a/, 1995). Este
aumento de peso seria um mecanismo de compensacao frente a supressao de
estrogénio, causando aumento do apetite nas ratas. Assim, como esperado, houve
aumento de peso nos animais do Grupo sem-DPFM+QOVX, em relacao ao Grupo
sem-DPFM. Este dado estd em acordo com aqueles descritos na literatura, os quais
mostram maior ganho de peso em ratas ovariectomizadas (Wronski et al., 1987;
Wronski et a/,, 1988; Eckel, 2011).

Os animais do Grupo com-DPFM+QVX apresentaram peso semelhante
aquele do Grupo sem-DPFM+0OVX, mostrando que o deslocamento posterior

funcional da mandibula teve pouca influéncia no peso frente a ovariectomia.
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Além dos efeitos metabdlicos, varios estudos observaram uma diminuigao
do peso corporal, dose-dependente, em animais tratados com glicocorticoides
sintéticos (De Vries et al, 2002; Komamura et al, 2003; Rhee et al, 2004;
Ahtikoski et al., 2004; Coderre et al., 2007; Kaasik et al, 2007; Menezes et al.,
2007). Tem sido também identificado um aumento da sintese e secrecdao de
leptina (substancia que regula a ingestdao de alimentos e o gasto energético,
ativando o centro de saciedade do hipotalamo) em seres humanos com sindrome
de Cushing (Masuzaki et al, 1997), o que poderia estar ligado a diminuicdo de
peso em sujeitos com Aipercortisolismo ou com uso cronico de medicamentos que
contenham dexametasona.

A perda de peso é, normalmente, acompanhada por atrofia muscular e
diminuicdo de uma série de proteinas na musculatura esquelética, que acabam por
comprometer a funcao muscular (De Vries et al., 2002; Komamura et al., 2003;
Ahtikoski et al, 2004, Lumbers et al.,, 2005; Kaasik et al., 2007, Menezes et al.,
2007). No presente estudo, os Grupos sem-DPFM, com-DPFM e com-DPFM+0VX,
que receberam tratamento com a dexametasona tiveram reducao significativa de
peso, sendo que este efeito foi neutralizado no Grupo sem-DPFM+QOVX. O ganho
no peso nos animais deste grupo pode ter sido induzido pela insuficiéncia
estrogénica que poderia ter neutralizado o efeito da dexametasona. Curiosamente,
o tratamento com este corticoide nos animais submetidos a combinacdo entre
deslocamento posterior funcional da mandibula e a ovariectomia levou a perda de

peso nas ratas. Nao existem dados na literatura a respeito deste achado. Assim, o
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tratamento com a dexametasona durante sete dias foi determinante na perda de

peso corporal, sendo que a ovariectomia causou aumento no peso dos animais.

ALTERAGOES MORFOLOGICAS NA ATM

A cabeca da mandibula tem papel funcional importante durante a dinamica
da mastigacao, recebendo cargas mecanicas decorrentes dos esforcos oclusais. A
cartilagem da cabeca da mandibula ndo tem relacao com o peso corporal, mas
resulta da carga de forcas aplicadas aos dentes durante a oclusao (Boyd et al.,
1990), a qual varia de acordo com a consisténcia da dieta alimentar (Kiliairidis et
al, 1999). No presente estudo, a dieta alimentar foi padronizada para todos os
animais, diminuindo, assim, a influéncia desta variavel, embora tenham sido
verificadas diferencas no ganho de peso nas ratas submetidas aos diversos
procedimentos.

Além disso, estudos em animais mostraram que a ATM é uma estrutura
dindmica, a qual é capaz de se adaptar ao estresse biomecanico (Milam & Schmitz,
1995), sendo que esta capacidade adaptativa é individual e provavelmente
causada por variacdes genéticas. Essa caracteristica permite ao sistema
mastigatdrio continuar funcionando quando ocorre perda ou dano tecidual (Gelb &
Gelb, 1989; Imirzalioglu et a/., 2005) e poderia explicar a auséncia de alteracdes
morfoldgicas significativas, verificada neste estudo nos animais submetidos ao
deslocamento posterior funcional da mandibula quando em comparacdo com os

animais que nao tinham alteragdes oclusais. No entanto, os animais que sofreram
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a inducdo do deslocamento posterior funcional da mandibula e receberam
tratamento com parecoxibe (com-DPFM+pare) tiveram um aumento na espessura
da cartilagem articular quando comparados aos animais tratados com
dexametasona ou controle no mesmo grupo. Esse resultado é similar aqueles
observados por Mastbergen et al. (2006). Esses autores observaram /n vitro que a
inibicdo seletiva da COX-1 causava efeitos adversos diretos sobre o tecido da
cartilagem articular humana, inibindo a sintese de proteoglicanos. Ja os AINEs
seletivos para COX-2, além de nao produzirem efeitos adversos sobre a cartilagem
articular, apresentaram propriedade reparadora da cartilagem, aumentando a
sintese de proteoglicanos e normalizando sua liberacao.

A fungdo mastigatdria prejudicada pode resultar na diminuicdo do tamanho
da cabeca da mandibula, em mudangas na espessura da cartilagem articular e/ou
outras alteracdes morfolégicas e histoldgicas (Kiliaridis et a/, 1999). O
deslocamento posterior funcional da mandibula diminui a espessura da cartilagem
articular (Fuentes et al., 2003) e a camada de células proliferativas (Cholasueksa
et al., 2004), enquanto que o deslocamento protrusivo prolongado da mandibula
aumentaria o numero de replicacdes celulares na ATM (Rabie et al, 2003).
Cholasueksa et al. (2004) observaram, de modo similar ao presente estudo, que
no 14° dia apds a instalagdo do dispositivo havia uma adaptacdo do tecido da
cartilagem, havendo paralisia do processo de remodelacdo na regiao do condilo da
mandibula. O presente estudo avaliou os animais no 14° dia ndo encontrando

diferencas entre os animais sem e com DPFM. A avaliagao dos animais em
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periodos de tempo menores, entre quatro e sete dias, por exemplo, poderia
revelar diferencas na remodelacao, como observado por Cholasueksa et a/. (2004).

Varios estudos tém sido reportado a influéncia da deficiéncia de estrogénio
na ATM (Elovic et al., 1995; Abubaker et a/, 1996; Okuda et al.,, 1996; Yamada et
al., 1997; Fujita et al, 1998; Tanaka et a/., 1998; Yamashiro & Yamamoto, 1998;
Tanaka et al., 1999; Tanaka et al,, 2000; Yasuoka et a/., 2000). Entretanto, ndo ha
um consenso claro na literatura sobre o papel dessa deficiéncia.

Em concentragdes fisioldgicas, o estrogénio tem participacao importante
na remodelacao das ATM, particularmente da cartilagem articular (Yasuoka et al.,
2000). Um aumento na expressao de estrogénio predispde o desenvolvimento das
DTM e sua deficiéncia leva a um aumento da remodelacdo Ossea, com
consequente aumento do desequilibrio do processo de aposicao/reabsorcao dssea
(Abubaker et al,, 1996). Este processo é complexo e depende da interacao entre
reguladores bioquimicos e mecanicos. No presente estudo, a ovariectomia nao
induziu alteracdes significativas na espessura da cartilagem articular e zona
proliferativa da cabeca da mandibula, confirmando os relatos de Abubaker et al.
(1996). Talwar et a/. (2006) mostraram que o estrogénio diminui a espessura da
cartilagem articular pela inibicdo da proliferacado e aumento na maturagao de
condrdcitos. Entretanto, ndo encontramos diferengas na espessura da cartilagem
articular e camada proliferativa entre as ratas dos Grupos sem-DPFM, sem-

DPFM+0OVX e com-DPFM+QVX, mostrando que a ovariectomia e a alteragao
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oclusal nao interferiram no processo adaptativo, preservando a estrutura
morfoldgica da articulagao temporomandibular.

Embora neste estudo tenham sido utilizadas ratas, esses animais
apresentam como vantagem, assemelhando-se aos seres humanos em varios
aspectos, como por exemplo, em relagdo as alteracdbes no tecido désseo apds
ovariectomia (Dustan & Boyce, 1997). Aos trés meses de idade, as ratas ja
alcancam sua maturidade sexual e s3ao capazes de responder a deficiéncia de
hormonios sexuais provocada pela ovariectomia (Omi & Ezawa, 1995).

Os animais do Grupo sem-DPFM+QVX, nao apresentaram diferengas com o
Grupo sem-DPFM, em relacao a espessura da area da cartilagem articular e
camada proliferativa. Uma possivel alteracdao destas estruturas induzida pela
deficiéncia estrogénica pode ter sido compensada pelo aumento da funcdo
mastigatdria, sendo que as ratas ovariectomizadas tiveram aumento de peso e,
consequentemente, maior atividade mastigatéria. Como resultado da funcdo
mastigatdria, em condigdes de carga normal fica garantida a remodelagao do osso
mandibular na ATM (Hill & Orth, 1998). Com base neste conceito, Tanaka et a/.
(2000) demonstraram que a deficiéncia de estrogénio provocou perda dssea em
diferentes regides especificas da ATM, sendo menor na porcdao que recebia maior
carga oclusal, resultado da acdao da carga mastigatéria mais intensa e,
consequentemente, supressao da reabsorcao e reducao do efeito provocado pela

deficiéncia do estrogénio, confirmando os achados do presente estudo.
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INTERLEUCINAS

As citocinas predominantemente envolvidas nos processos degenerativos
intra-articulares sdo IL1-beta e IL-6 (Milam et a/, 1998). No presente estudo
houve um aumento no nivel das interleucinas IL1-beta e IL-6 no Grupo com-DPFM
em relacdo ao Grupo sem-DPDM, mostrando que o deslocamento posterior
funcional da mandibula teve um papel importante no aumento da concentragdo
dessas interleucinas. Algumas interleucinas foram previamente associadas com a
destruicdo do tecido conjuntivo da ATM, a disfuncao desta estrutura e aos
sintomas clinicos da disfungdo (Emshoff et al, 2000). O estimulo mecanico
patoldgico poderia causar aumento no nivel de IL1-beta (Nishimura et a/.,, 2002),
sendo esta a principal interleucina pro-inflamatéria, a qual pode acentuar a
atividade catabdlica de muitas células, tais como condrdcitos e fibroblastos (Livne
et al.,1997). Algumas citocinas sao também capazes de estimular a proliferagao de
sinovidcitos (van Leeuwen et al, 1995; Kacena et al, 2001). Lai et al. (2006)
observaram que o aumento da expressao de IL1-beta na ATM de camundongos
adultos causou disfuncao e dor articular.

A IL-6 é produzida pela acdo da TNF-alfa e IL1-beta, as quais sao
secretadas pelos sinovidcitos (Kacena et al., 2001). E uma interleucina com
atuacao tanto na resposta imune-inata como na resposta adaptativa, sendo
sintetizada por mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e outras células em
resposta a microrganismos (Souza et a/, 2008). Esta interleucina € normalmente

expressa em niveis baixos, exceto durante infeccdo, trauma ou outros fatores
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estressantes (Ersheler & Keller 2000). A IL-6 estava presente mesmo nos animais
do Grupo sem-DPFM, indicando que outros fatores, além da disfuncao oclusal,
como o estresse, por exemplo, podem ter influenciado na concentragao da mesma.

Esta interleucina pré-inflamatdéria também é correlacionada com a
degradacdo da cartilagem e remodelacdo/reabsorcao Ossea, podendo ativar
diretamente osteoclastos (van Leeuwen et al., 1995; Kacena et al., 2001). Embora
estivesse aumentada nos animais do Grupo com-DPFM, nestes animais nao foram
observadas degradagOes significativas da cartilagem e nem processos de
remodelacao/reabsorcao intensos, indicando, que o aumento desta interleucina
possa ter sido ocasionado por outros fatores.

Nao houve diferengas significativas entre os Grupos sem-DPFM, sem-
DPFM+QVX e com-DPFM+0QVX, em relacdo a IL-6. Entretanto, houve aumento
significativo do nivel da IL1-beta, nas ratas dos Grupos sem-DPFM+QVX e com-
DPFM+0VX, em relacdo aquelas do Grupo sem-DPFM, confirmando que a
deficiéncia de estrogénio pode aumentar o nivel desta interleucina. Existem
evidéncias de que o estrdgeno atuaria sobre os mondcitos promovendo a reducao
dos niveis de IL-1 (Pacifici et a/, 1989) e TNF-alfa (Pacifici et a/, 1990). Além
disso, a ligacao da TNF-alfa ao receptor p55-TNF-alfa de células T, induziria a
liberagdo de M-CSF (fator estimulador de col6nia de macréfagos) e RANKL (ligante
do receptor ativador de fator nuclear-kB), sendo que estes fatores promovem a
fusdo dos progenitores de osteoclastos (Cenci et al, 2000). O aumento da IL1-

beta, em ratas ovariectomizadas, também observado no presente estudo, estimula
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a producao de outros fatores, tais como o GM-CSF, os quais promovem a fusao de
células precursoras dos osteoclastos, apesar do aumento das interleucinas, nao
foram observadas alteracdes morfoldgicas .

Desta forma, o estrdgeno inibiria, de forma indireta, a formacdo de
osteoclastos (Pacifici, 1996). Embora os niveis de M-CSF e GM-CSF (fator
estimulador de col6nias de granuldcitos/macréfagos) ndao tenham sido medidos, é
possivel que a atividade osteoclastica estivesse preservada nos animais dos grupos
sem-DPFM, sem-DPFM+0OVX e com-DPFM+QVX. Curiosamente, o nivel da IL-6 nao
mostrou diferenca significativa entre os Grupos sem-DPFM+OVX e com-
DPFM+QVX, indicando que o deslocamento posterior funcional da mandibula nao
foi capaz de causar um aumento ainda maior no nivel desta interleucina,
confirmando que a deficiéncia de estrogénio induzida pela ovariectomia atenuou
esse aumento no grupo com-DPFM+0VX; o deslocamento posterior funcional da
mandibula foi o fator mais importante para aumentar a concentracao desta
interleucina. Entretanto, a principal interleucina pré-inflamatdria (IL1-beta) teve
sua concentragao aumentada no Grupo com-DPFM+QVX em relagao ao grupo
sem-DPFM+QVYX, indicando efeito adicional do deslocamento posterior funcional da

mandibula sobre esta interleucina.

50



INFLUENCIA DOS TRATAMENTOS

E indicado para o tratamento das sinovites e capsulites, particularmente da
forma aguda, aliviando os efeitos da inflamacao de maneira imediata, prevenindo o
desenvolvimento de fibrose na capsula articular e também prevenindo ou
minimizando o desenvolvimento da osteoartrite. Nestes quadros ocorre diminuigao
do movimento e da capacidade de absorver choques, induzindo maior dano aos
tecidos envolvidos (Mcllwraith, 2002). Desta forma, este farmaco foi escolhido no
presente estudo, pois € uma alternativa terapéutica considerada para o tratamento
de DTM. Além disso, é apresentado na forma injetavel, diminuindo as possiveis
interferéncias de outras vias de administracao no efeito do farmaco, além de
permitir uma melhor comparacdo com a dexametasona, a qual também foi
utilizada de forma injetavel neste estudo.

No tratamento das inflamac0es articulares, varios tipos de corticosteroides
tém sido utilizados, tais como a prednisolona, metilprednisolona e betametasona,
mas com maior preferéncia pela dexametasona (El-Hakim et a/,, 2005) e, por isso,
a dexametasona foi escolhida no presente estudo.

Os niveis de IL-6 ndo foi afetado pelos tratamentos realizados com
parecoxibe e dexametasona, indicando que, de uma maneira geral, estes farmacos
nao foram capazes de interferir com o processo de formagao dessa interleucina.
Entretanto, nos animais do Grupo com-DPFM, o nivel dessa interleucina teve um

aumento significativo, independentemente do tratamento a que era submetido.
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Nesses animais do Grupo com-DPFM, tratados com a dexametasona, os niveis de
IL1-beta eram ainda maiores quando comparados aos outros tratamentos.

Um estudo, realizado por Kerins et al. (2005), mostrou que a
dexametasona, (via i.p), atenuou os efeitos nocivos da inflamagao na ATM de ratos
(induzida pela injecdo de CFA). Nao existem evidéncias na literatura de que a
administracao oral ou intramuscular de dexametasona possa interferir com os
niveis de interleucinas na ATM, mas animais medicados com este farmaco, em
injecdo Unica intra-articular sofrem reabsorgao com atividade osteoclastica ativa na
superficie do condilo mandibular, a partir da sexta semana, piorando o estado
inflamatdrio (El-Hakim et al, 2005). Além disso, o relato de Hata et a/ (2009)
mostrou que a administracao de altas doses (60mg/dia) de prednisolona em uma
paciente com trombocitopenia idiopatica causou sérios danos a sua ATM. Assim, é
possivel que a dexametasona possa induzir alteracdes na articulacdo quando
administrada durante sete dias. Entretanto, nos animais ovariectomizados, estes
anti-inflamatorios foram capazes de diminuir os efeitos do deslocamento posterior
funcional da mandibula sobre os niveis de IL1-beta.

Os animais tratados com parecoxibe ou dexametasona sofreram alteracoes
na morfologia articular (diminuicdo da espessura da cartilagem articular) no grupo
sem-DPFM em comparagao ao controle do mesmo grupo. Esta diminuicao nos
animais tratados com dexametasona pode estar associada a perda de peso e
consequentemente uma diminuicao da carga mastigatoria. Nos animais tratados

com parecoxibe nao encontramos na literatura algo que possa justificar essa

52



diminuigdo e ao associarmos o DPFM+PARE os animais desse grupo tiveram um
aumento na area de cartilagem articular, sendo que os AINEs seletivos para COX-
2, além de nao produzirem efeitos adversos sobre a cartilagem articular,
apresentaram propriedade reparadora da cartilagem, aumentando a sintese de

proteoglicanos e normalizando sua liberacdao (Mastbergen et al., (2006).
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8 CONCLUSOES

Com base nos achados do presente estudo, foi possivel concluir que:

1) A area da cartilagem articular ndo foi influenciada pelo deslocamento

2)

3)

posterior funcional da mandibula, mas exibiu um aumento quando
houve associagao entre o deslocamento posterior funcional da
mandibula e o parecoxibe;

Os anti-inflamatdrios parecoxibe e dexametasona nao interferiram com
o0s niveis de concentracdes das IL1-beta e IL-6;

O deslocamento posterior funcional da mandibula causou um aumento
das concentragdes das interleucinas pré-inflamatérias IL1-beta e IL-6,
sendo que nas ratas com o deslocamento, mas ovariectomizadas, foi

observado uma atenuacao das concentracoes dessas interleucinas.
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ANEXO 2
Prancha 1. Laminas das ATMs coradas (hematoxilina-eosina) para todos os
grupos.

Ovariectomia| Tratamento | Grupo sem-DPFM | Grupo com-DPF

Controle

SEM Parecoxibe

Dexametasona

Controle

COM Parecoxibe

Dexametasona
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