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Resumo

Sabe-se que as condi¢des dolorosas da articulagcao temporomandibular (ATM),
em pacientes com disfuncbes temporomandibulares (DTM), estdo relacionadas a
episodios inflamatorios caracterizados pela liberacdo de mediadores inflamatorios e
aminas simpatomiméticas que resultam na sensibilizacado dos nociceptores causando
hipernocicepcao. Como a dor é a principal reclamacéo dos pacientes com DTM, e as
estratégias para o controle da dor relacionada com as DTMs sé&o insatisfatorias, o
desenvolvimento de novas condutas terapéuticas mais eficazes para o controle da dor
€ de grande interesse para pacientes e clinicos. Neste sentido, tem sido demonstrado
0 uso em potencial da nanotecnologia no aumento da eficacia e disponibilidade de
farmacos, em particular, o sistema de carreadores micelares. Dentre os constituintes
dos sistemas micelares, destacam-se o0s co-polimeros de bloco da classe dos
poloxamers (PL), especialmente o PL407 devido sua alta biocompatibilidade com
aprovacdo pela Food and Drug Administration (FDA) para uso clinico. (p. ex.
poloxamers - PL). Sendo assim, considerando estudos prévios onde foi demonstrado
que a ativagao dos receptores PPAR-y na ATM pelo agonista sintético 15d-PGJ2 induz
um potente efeito antinociceptivo e antiinflamatoério periférico através da co-
participacdo dos receptores k/d opiddies mediado pela ativacdo da via intracelular L-
Arginina/NO/GMP/ K*atp, 0 objetivo deste estudo é avaliar a eficacia analgésica e
antiinflamatdria da aplicacdo do sistema poloxamer-prostaglandina Jz2 (PL-PGJ2) na
articulacdo temporomandibular. Para isto os animais serdo pré-tratados com o PL-
PGJ:z e posteriormente receberdo uma injecéo intra-articular do agente inflamatorio
formalina. O efeito analgésico e antiinflamatorio sera avaliado através de andlises
comportamentais, avaliacdo da migracao de neutrdfilo, formacdo de edema, liberacéo
dos mediadores TNF-q, IL-18 e KC e expressao das moléculas de adesao ICAM. O
desenvolvimento do trabalho proposto vem auxiliar no desenvolvimento de uma nova

conduta terapéutica para pacientes com DTM.

Palavras chave: ATM, dor, 15d-PGJ2, carreadores micelares



Abstract

Pain resulting from temporomandibular joint dysfunctions (TMD) is known to
be caused by the release of inflammatory mediators and sympathomimetic amines
leading to the sensitization of nociceptors and, consequently, to a phenomenon
called hypernociception. Since pain is the primary complaint of patients with TMD

and strategies for the control of pain related to the TMD are unsatisfactory, the
development of more effective therapeutic approaches for pain control is of great
interest to patients and clinicians. The potential use of nanotechnology to enhance
micelle drug delivery system (MDDS) as well as the effectiveness and availability of
drugs has been investigated. Among the constituents of the MDDS are the block
copolymers of the poloxamer class (PL) and, in particular, the PL407, the latter of
which is highly biocompatible and has been approved by the Food and Drug

Administration for clinical use (e.g. poloxamers-PL). The activation of PPAR- y
receptors in the temporomandibular joint (TMJ) by the 15d-PGJ2 synthetic agonist
has been reported to induce anti-inflammatory and anti-nociceptive effects through
the co-patrticipation of peripheral receptors (k/d opioids) mediated by the activation of
the intracellular pathway (L-arginine/NO/GMP/K+ ATP). Therefore, the aim of this
study is to assess the anti-inflammatory and analgesic efficacy of the poloxamer-
prostaglandin J2 (PL-PGJ2) injected in the TMJ. The animals will be pretreated with
PL-PGJ2 and, subsequently, receive an intra-articular injection of formalin, an
inflammatory agent. A behavioral analysis, an evaluation of the neutrophil migration,
the formation of edema,the release of mediators (TNF-a, IL-1 8 and KC) and
expression of adhesion molecules will be considered to assess the anti-inflammatory
and analgesic effects. This proposed work is intended for helping develop a new

therapy for patients with TMD.

Key words: TMJ, pain, 15d-PGJ2, micelle drug delivery.
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Introducéo

As disfuncbes temporomandibulares (DTMs) compreendem um grupo de
diversas condigbes que resultam em dor na articulagéo temporomandibular e/ou dor
na musculatura mastigatoria, fatores comuns para o desenvolvimento de dor cronica
orofacial (Cairns, 2010). A dor € um dos sinais classicos de processo inflamatorio
apresentando como denominador comum a sensibilizacdo dos receptores
nociceptivos aferentes primarios. Decorrente de estimulos inflamatérios ou lesées
teciduais, a liberacao de citocinas e quimiocinas pro e antiinflamatérias desencadeiam
a liberacdo de prostandides e aminas simpatomiméticas que por sua vez atuam
diretamente nos nociceptores causando a hipernocicepcao, resultado da reducéo do
limiar de excitabilidade devido a modulacéo de canais de sodio voltagem-dependentes
(Khasar et al. 1999, Verri et al, 2006). Em particular, a dor da ATM é resultado de
episodios inflamatdrios envolvendo mediadores inflamatérios como PGEz2, 5-HT, TNF-
a, IL-1B e aminas simpatomiméticas (Kopp, 2001; Rodrigues et al., 2006). Como a dor
€ a principal reclamacao dos pacientes com DTM, e as estratégias para o controle da
dor relacionada com as DTMs sdo insatisfatorias, o desenvolvimento de novas
condutas terapéuticas mais eficazes para o controle da dor é de grande interesse para
pacientes e clinicos (Cairns, 2010).

O receptor de ativacdo de proliferacdo do peroxissomo-y (PPARy) é um
receptor da superfamilia de receptores hormonais que ativam fatores de transcricao
nuclear (Escher and Wabhli, 2000). O isétopo do PPAR-y tem recebido consideravel
atencdo pelo seu papel como sensor lipidico. Agonistas sintéticos do PPAR-y da
classe dos thiazolidinedione (TZD), como o rosiglitazone, agem como sensibilizadores
de insulina demonstrando um importante tratamento na diabetes tipo 2 (Morgenweck
etal., 2010, Lehrke and Lazar, 2005). Além do mais, em adicao a diabetes, os ligantes
do PPAR representam uma promissora estratégia terapéutica para outras doencas
incluindo aquelas associadas com desordens inflamatoérias tais como artrite, sepse,
dor inflamatéria e colite (Cuzzocrea et al., 2003; Shan et al., 2004; Kaplan et al., 2005;
Chima et al., 2008; Napimoga et al., 2008; Pena-dos-Santos et al., 2009).



Outro aspecto a ser considerado € que agonistas do PPAR-y apresentam
potente efeito neuroprotetor em modelos animais com injarias agudas no SNC
(Sundararajan et al., 2005; Zhao et al., 2005; Pereira et al., 2006; Collino et al., 2006;
Tureyen eta |., 2007; Park et al., 2007; McTigue et al., 2007; Hyong et al., 2008). A
literatura sugere que a ativacdo farmacolégica dos PPAR-y no cérebro e na medula
inibe rapidamente a transmissdo dos estimulos nociceptivos induzidos pelos
mediadores inflamatérios, sugerindo que os PPAR-y sao importantes modulares da
dor (Morgenweck et al., 2010). Baseado nestes dados, em um estudo prévio foi
demonstrado que a ativacdo dos PPAR-y na ATM pela 15d-PGJz induz um potente
efeito antinociceptivo e antiinflamatorio periférico através da co-participacdo dos
receptores «/d opiodies mediado pela ativagéo da via intracelular L-Arginina/NO/GMP/
K*atp. (Pena-dos-Santos, 2009).

A nanomedicina, um novo campo emergente criado pela fusdo da
nanotecnologia e a medicina, € um dos mais promissores caminhos para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas (Huynh et al., 2009). Estudos recentes
tém demonstrado que a nanoencapsulacdo de drogas prolongam sua atividade
farmacoldgica e diminui sua toxicidade (Bernardi et al., 2009; Elron-Gross et al., 2009;
Grillo et al., 2010; Alves et al., 2011). Em particular, uma publicacao recente de nosso
grupo demonstrou o potencial uso da nanotecnologia através da administracédo
sistémica da 15d-PGJ: encapsulada (15d-PGJ2-NC) que possibilitou utilizar uma
guantidade consideravelmente menor da dose, assim como, prolongou a
disponibilidade da 15d-PGJz no soro, consequentemente aumentando a efetividade
em comparagdo ao uso da 15d-PGJ2 ndo encapsulada (Alves et al., 2011). Neste
sentido nos interessou o estudo dos sistemas micelares como carreadores de
farmacos.

Micelas sdo dispersdes coloidais, com diametro entre 5 e 100 nm, que se
formam espontaneamente, a partir de moléculas anfifilicas, sob certas condi¢cdes
como concentracao e temperatura (Jones e Leroux, 1999; Torchlin, 2007). Devido ao
seu tamanho reduzido, os carreadores micelares apresentam alta capacidade de
penetracdo nos mais diferentes tecidos como endotélio vascular, mucosas oral, bucal,
nasal e ocular (Torchlin, 2007).

Entre os constituintes de sistemas micelares, destacam-se os co-polimeros

de bloco da classe dos poloxamers. Poloxamers (PL) (Lutrol®, Pluronic®, Synperonic®,
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Tetronic®) sdo co-polimeros constituidos por unidades de 6xido de etileno (OE) e 6xido
de propileno (OP) organizados em uma estrutura basica do tipo A-B-A, ou seja, OEx —
OPy — OEx (ou polietilenoglicol-propilenoglicol-polietilenoglicol, PEG — PPG — PEG)
sendo possivel a alteragdo do numero de unidades hidrofilicas (x para o numero de
unidades de OE) e hidrofdbicas (y para o numero de unidades de OP). Essas unidades
determinam o carater anfifilico desses moléculas caracterizando-as, também, por
diferentes valores de balanco hidrofilico-lipofilico (Kabanov et al., 2002).

As propriedades fundamentais para aplicacdo dos PL como sistemas
carreadores sao: i) a alta massa molecular, podendo interagir por ligacdes covalentes
e ndo-covalentes com farmacos, resolvendo problemas relacionados a solubilidade,
estabilidade e permeabilidade; ii) a capacidade de, dependendo do tipo de PL,
apresentarem funcdes bioldgicas (como a aplicacéo do Pluronic® L61 como inibidor
de glicoproteina P, um transportador de efluxo) e, iii) a capacidade de responderem a
estimulos no préprio local de contato com o organismo ou no sitio de a¢do (Kabanov
et al., 2002; Dumortier et al., 2006).

Dentre os tipos de PL mais estudados encontra-se o poloxamer 407 (PL 407),
comercialmente denominado Lutrol® F127 ou Pluronic® F127 (Basf Chem. Corp.). O
PL 407, considerado um dos mais hidrofilicos da classe, é constituido por unidades
de OE e OP arranjadas em OE100-OP70-OE100, apresentando massa molar média de
12600, balanco hidrofilico-lipofilico de 22 e CMC de 2,8 uM (Kozlov et al., 2000;
Kabanov et al., 2002; Dumortier et al., 2006).

Uma das principais motivacdes para a ampla utilizacao dos PL, especialmente
o PL 407, reside em sua alta biocompatibilidade, sendo aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) para uso clinico (Kabanov et al., 2002, Singh-Joy e McLain,
2008). Além disso, ha descricdes de algumas propriedades farmacoldgicas atribuidas
ao uso de PL 407 como imunomodulacdo (reduzindo a ativacdo de neutréfilos e
impedindo o reconhecimento de nanoparticulas pelo sistema reticulo-endotelial)
(Jackson et al., 2000), a inducéo de crescimento de fibroblastos e a cicatrizacao apos
procedimentos cirargicos odontologicos (Hokett et al., 2000).

As propriedades farmacologicas da administracdo periférica da 15d-PGJ2
previamente demonstradas (Pena-dos-Santos et al.,, 2009), destaca o uso em
potencial deste agonista de receptores PPAR-y nas condi¢fes inflamatorias da ATM.
Considerando que a dor é a principal reclamacédo dos pacientes com DTM e as
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estratégias para o controle da dor relacionada com as DTMs sé&o insatisfatorias, o
desenvolvimento do trabalho proposto vem auxiliar no desenvolvimento de uma nova

conduta terapéutica para estes pacientes.

Proposicéo

O objetivo deste estudo é avaliar a eficacia do efeito analgésico e
antiinflamatério da 15d-PGJ2 em carreadores micelares (sistema poloxamer-

prostaglandina Jz2 — PL-PGJ2) na dor inflamatoria induzida na ATM de ratos.

Metodologia

Para realizagéo deste estudo foram utilizados ratos Wistar pesando entre 150
a 250 g mantidos sob condi¢des experimentais controladas. Todos os procedimentos
foram realizados foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagcdo Animal — UNICAMP (#2541-1 — ANEXO 1) e estéo de acordo com as
diretrizes determinadas pela Associagéo Internacional para Estudo da Dor (IASP), em
animais conscientes (Zimmermann, 1983) e do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal

1.2.1. Teste comportamental: Imediatamente apds a injecao intra-articular o
animal ja consciente, foi recolocado na camara de observacdo e as respostas
comportamentais caracterizadas pelo ato de cocar a regido injetada com a pata
dianteira ou traseira e pelo ato de levantar reflexamente a cabeca foram quantificadas
durante 45 min., divididos em 15 blocos de 3 min. O tempo em segundos que o animal
permaneceu co¢ando a regido orofacial foi quantificado através da utilizacdo de um
crondbmetro, e o numero de vezes que o animal levantou reflexamente a cabeca foi
quantificado por um contador de células (Roveroni et al., 2001). Considerando que o
ato de levantar reflexamente a cabeca segue um padrdo uniforme de 1 s de duracéao,
a intensidade da resposta nociceptiva foi quantificada somando-se esse
comportamento ao ato de cocar a regido injetada, como previamente padronizado

(Roveroni et al., 2001). Apds andlise comportamental os animais foram mortos por
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aprofundamento de anestesia para realizacdo do lavado intra-articular e remoc¢ao do
tecido periarticular para analises posteriores.

1.2.2. Quantificacdo da migracdo leucocitéria: O lavado periarticular (10 pl)
realizado com PBS contendo EDTA (1mM) foi diluido em 90 uL de PBS/EDTA e a
partir deste, realizadas a contagem total e diferencial dos leucécitos.

1.2.2.1 — Contagem total dos leucécitos: Aliquotas de 10 ulL do lavado

articular foram diluidas em liquido de Turk, na proporcdo de 1:2, sendo a

contagem total dos leucdcitos realizada em camara de Neubauer, com o auxilio

de microscopio optico (aumento de 100x) e contador manual e expressa como
nimero de células x 10%/cavidade articular.

1.2.2.2 — Contagem diferencial dos leucocitos: As laminas para
contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugacdo de uma aliquota
do lavado intra-articular e coradas pelo corante panoético rapido. As células
foram examinadas em microscopio Optico através da objetiva de imersdo em

O0leo (aumento de 1000 x), sendo contadas 100 células por lamina,

diferenciando os grupos celulares.

1.2.3. Eletroforese e Western Blot para avaliacdo da expressdo da
molécula de adeséo celular (ICAM) e CD55: Amostras do tecido periarticular foram
homogeneizados com tampédo RIPA (Santa Cruz Biotechnology). Uma aliquota do
homogeneizado foi separada para dosagem de proteinas. Em seguida as proteinas
foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% e
transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas devidamente tratadas
com anticorpos apropriados para cada analise, submetidas a uma reacdo de
guimioluminescéncia (ECL, Amershan Pharmacia Biotech, Little Chalfont, U.K.) para
revelacao do filme para analise da densitometria das bandas.

1.2.4. ELISA: As citocinas, quimiocinas e PGJz foram quantificados através do

homogeneizado das amostras seguindo as instru¢des do fabricante de cada Kkit.
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1.2.5. Extravasamento Plasmético: Os experimentos foram replicados e apés
o periodo os tratamentos os animais foram anestesiados com uma mistura de uretano
e a-cloralose (100mg/kg e 50mg/kg, respectivamente), injetada intraperitonealmente.
Para averiguacgéo da inflamacéo, todos os animais receberam 6mg/kg do corante Azul
de Evans a 0,1% (Fiorentino et al., 1999), endovenosamente através da veia penina,
vinte minutos antes do sacrificio do animal (tempo necessario para o efeito do
corante). Como o corante Azul de Evans se liga as proteinas plasmaticas, o local da
injecdo foi identificado visualmente, de acordo com a aparéncia do corante
extravasado (Haas et al., 1992), permitindo assim remocdo adequada dos tecidos
periarticulares e posterior analise do extravasamento plasmatico através de técnicas

espectrofotométricas.
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Resultados

No desenvolvimento deste projeto demonstrou-se que a injecao intra-articular
de Formalina 1,5% induz uma resposta nociceptiva significativamente maior quando
comparada a resposta induzida pela injecéo intra-articular de uma solucado de NacCl
0,9% (p<0,05: T test, Fig. 1A). O pré-tratamento com o polimero sem a 15d-PGJ2 nédo
alterou a reposta nociceptiva induzida pela injecao intra-articular de Formalina 1,5%
(p>0,05: T test, Fig. 1A). O pré-tratamento com o PL-PGJz (0,3; 3 e 1 ng/2ul/ATM)
reduziu significativamente a resposta nociceptiva induzida pela inje¢éo intra-articular
de formalina (p<0,05: ANOVA, Tukey test, Fig. 1A). Para os proximos testes foi
selecionado o PL-PGJ2 na dose de 1 ng/ATM, pois nesta dose o efeito antinociceptivo
foi estritamente periférico.

ApGs ter sido padronizada a dose de trabalho do PL-PGJz, foi avaliado o tempo
de disponibilidade e atividade antinociceptiva da 15d-PGJ. através destes
carreadores micelares. Os resultados demonstraram que o efeito antinociceptivo da
15d-PGJ: através do sistema PL-PGJ2 € maior nos primeiros 15 minutos de pré-
tratamento da ATM. O efeito antinociceptivo do PL-PGJ2 diminui significativamente

depois de 24 horas, no entanto, se mantém por 10 dias (Fig. 1B).

1A
250~

200+
150+
100~

50+

Comportamento Nociceptivo (s)

NaCl 0 0,3 1 3 3ct 1lct (ng/ATM)
0,9%

PL-PGJ,

Formalina 1,5%
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Comportamento Nociceptivo (s)
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15min 24hs 48hs 72hs 7d 10d 14d

PL-PGJ, 1Ing/ATM

Formalina 1,5%
Figura 1 — Efeito do PL-PGJ2 na nocicepcdo induzida pela formalina na

ATM. (A) O pré-tratamento do PL-PGJz (0.3, 1 e 3 ng/ATM) reduziu significativamente a
resposta nociceptiva induzida pela inje¢do intra-articular de formalina na ATM de ratos. A
injecdo contra-lateral de PL-PGJ: (3 ng) reduziu significativamente a resposta nociceptiva
induzida pela formalina (p>0,05: ANOVA, Tukey test). Pendltima coluna: A inje¢&@o contra-lateral
de PL-PGJ2 (1ng) ndo modificou a resposta nociceptiva induzida pela inje¢céo intra-articular de
formalina (p>0,05: ANOVA, Tukey test). O simbolo (+) indica resposta nociceptiva
significativamente maior que o grupo NaCl 0,9% (p<0,05: t test). O simbolo (*) indica resposta
nociceptiva significativamente menor que a do grupo Formalina 1,5% (p<0,05: ANOVA, Tukey
test). (B) O pré-tratamento com o PL-PGJ2 (1 ng/ATM) em diferentes intervalos de tempo (15
minutos, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias, 10 dias mas ndo 14 dias) reduziu
significativamente a resposta nociceptiva induzida pela inje¢éo intra-articular de formalina 1,5%
na ATM. O simbolo (*) indica reposta nociceptiva significativamente menor quando comparada
a do grupo Formalina 1,5% (p<0,05: ANOVA, Tukey test). O simbolo (+) indica resposta
nociceptiva significativamente maior quando comparada a do grupo PL-PGJ2 15 min +
Formalina 1,5% (p<0,05: ANOVA, Tukey test).

O desenvolvimento de novos compostos quimicos e biologicos para terapéutica

vem sendo um grande desafio para pesquisadores do mundo todo (Huynh et al.,

2009). Neste sentido, os novos sistemas carreadores de drogas estao sendo utilizados

para melhorar a especificidade de liberacdo das drogas nos seus respectivos tecido-

alvos (Couvreur et al., 2002; Couvreur e Vauthier, 2006). Dentre os diferentes

sistemas de carreadores de drogas estao os sistemas micelares, particularmente, os
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co-polimeros de bloco da classe dos poloxamers. No presente estudo, foi utilizado o
Poloxamer 407 (PL-407) por sua alta biocompatibilidade, sendo aprovado pela Food
and Drug Administration (FDA) para uso clinico (Kabanov et al., 2002; Singh-Joy e
McLain, 2008).

Os resultados demonstraram que a inje¢éo intra-articular do sistema PL-PGJ2
(1ng/ATM), uma dose 100 vezes menor que a dose efetiva da 15d-PGJ2 sem sistemas
carreadores (100 ng/ATM; Pena-dos-Santos et al., 2009), aumentou o efeito
antinociceptivo periférico na ATM, mantendo este efeito por um periodo de 10 dias. A
utilizacdo do sistema micelar PL-407 aumentou a eficacia e a biodisponibilidade da
15d-PGJ:2 resultando em uma maior especificidade de agéo da 15d-PGJ2 no sistema
trigeminal, aumentando seu efeito periférico antinociceptivo. Considerando a
biocompatibilidade do PL-407 utilizado neste estudo, o sistema PL-PGJ2 pode vir a
ser uma opcéo terapéutica em potencial deste composto como uma nova estratégia
farmacoldgica para o controle da dor na pratica clinica.

Em outra etapa do projeto foi avaliado se o sistema PL-PGJz, além de aumentar
a eficacia antinociceptiva da 15d-PGJz, também aumenta seu efeito anti-inflamatorio
previamente descrito (Pena-do-Santos et al., 2009; Quinteiro et al., 2012). Para isto,
novos experimentos foram realizados para avaliar o efeito do sistema PL-PGJ2 no
extravasamento plasméatico, migracdo de células inflamatérias e liberacdo de
citocinas.

O pré-tratamento com PL-PGJ2 (1ng/ATM) reduziu significativamente o
extravasamento plasmatico (Fig. 2) e migracdo de células inflamatérias (Fig. 4)
induzidos pela Formalina 1,5% mantendo este efeito por 7 dias apds o tratamento da
ATM. Como foi realizada a contagem diferencial da migracéo de células inflamatorias,
atendendo ao questionamento do assessor, o grafico e os resultados estdo descritos

no item 2 deste relatério.
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Figura 2 — Efeito do PL-PGJ2 no extravasamento plasmatico induzido pela

formalina na ATM. O pré-tratamento com o PL-PGJ:z (1 ng/ATM) em diferentes intervalos
de tempo (15 minutos, 24 horas, 7 dias mas nédo 10 e 14 dias) reduziu significativamente o
extravasamento plasmatico induzido pela inje¢do intra-articular de formalina 1,5% na ATM. O
simbolo (+) indica extravasamento plasmético significativamente maior quando comparado ao
grupo veiculo (p< 0,05: t test). O simbolo (*) indica extravasamento plasméatico
significativamente menor quando comparada a do grupo Formalina 1,5% (p<0,05: ANOVA,
Tukey test). O simbolo (#) indica extravasamento plasmatico significativamente maior quando
comparada a do grupo PL-PGJz 15 min + Formalina 1,5% (p<0,05: ANOVA, Tukey test).

A citocina Fator de Necrose Tumoral - alpha (TNF-a), um dos principais

mediadores da cascata de hiperalgesia inflamatéria (Verri et al., 2009) estimula uma

outra via bioldgica dependente da liberacdo das quimiocinas CINC-1/CXCL1, as quais

sao responsaveis pela ativacdo do componente simpatico da hiperalgesia inflamatoria,

promovendo a liberagdo de aminas simpaticas. O pré-tratamento com PL-PGJ2

(1ng/ATM) reduziu significativamente a liberagdo da quimiocinas CINC-1, mantendo

este efeito por 7 dias (Fig. 3).
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Figura 3 — Efeito do PL-PGJ2 na liberagdo da quimiocinas CINC-1 induzida
pela formalina na ATM. O pré-tratamento com o PL-PGJz (1ng/ATM) em diferentes

intervalos de tempo (15 minutos, 24 horas, 7 dias mas ndo 10 e 14 dias) reduziu liberagéo de
CINC-1 induzida pela injecao intra-articular de formalina 1,5% na ATM. O simbolo (+) liberacao
de CINC-1 significativamente maior quando comparado ao grupo veiculo (p< 0,05: t test). O
simbolo (*) indica liberacdo de CINC-1 significativamente menor quando comparada a do grupo
Formalina 1,5% (p<0,05: ANOVA, Tukey test). O simbolo (#) indica liberacdo de CINC-1
significativamente maior quando comparada a do grupo PL-PGJ2 15 min + Formalina 1,5%
(p<0,05: ANOVA, Tukey test).
O pré-tratamento da ATM com PL-PGJ2 (1 ng/ATM) reduziu significativamente

a migracao de células inflamatérias induzida pela formalina (Fig 4). Considerando a
contagem diferencial das células inflamatorias, a injecdo intra-articular de formalina
induziu o aumento significativo de neutréfilos (Fig.4B), linfocitos (Fig. 4C), monécitos
(Fig. 4D), mastécitos (Fig. 4E) e macrofagos (Fig. 4F). O pré-tratamento com PL-PGJ2

reduziu a migracéo de todos os tipos celulares:
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Figura 4 - Efeito do PL-PGJ2 na migracdo de células inflamatorias induzida pela

formalina na ATM. (A) O pré-tratamento com o PL-PGJz (1 ng/ATM) em diferentes intervalos de tempo

(15 min, 24 h, 7, 10 mas nado 14 dias) reduziu significativamente a migracéo de células inflamatdrias induzida
pela injecao intra-articular de formalina 1,5% na ATM. (B) O pré-tratamento com o PL-PGJ> (1 ng/ATM) em
diferentes intervalos de tempo (15 min, 24 h, 7, 10 e 14 dias) reduziu significativamente a migracédo de
neutréfilos induzida pela injecao intra-articular de formalina 1,5% na ATM (p<0,05: ANOVA, Tukey test). (C)
O pré-tratamento com o PL-PGJ2 (1 ng/ATM) em diferentes intervalos de tempo (15 min, 24 h, 7, 10 mas nédo
14 dias) reduziu significativamente a migracéo de linfécitos induzida pela injecéo intra-articular de formalina
1,5% na ATM (p<0,05: ANOVA, Tukey test). (D) O pré-tratamento com o PL-PGJ2 (1 ng/ATM) em diferentes
intervalos de tempo (15 min, 24 h, 7 mas ndo 10 e 14 dias) reduziu significativamente a migracédo de
mondcitos induzida pela inje¢éo intra-articular de formalina 1,5% na ATM (p<0,05: ANOVA, Tukey test). (E)
O pré-tratamento com o PL-PGJ2 (1 ng/ATM) em diferentes intervalos de tempo (15 min, 24 h, 7, 10 mas néo
14 dias) reduziu significativamente a migracéo de mastécitos induzida pela inje¢éo intra-articular de formalina
1,5% na ATM (p<0,05: ANOVA, Tukey test). (F) O pré-tratamento com o PL-PGJz (1 ng/ATM) em diferentes
intervalos de tempo (15 min, 24 h, 7, 10 e 14 dias) reduziu significativamente a migracdo de macréfagos
induzida pela injecéo intra-articular de formalina 1,5% na ATM (p<0,05: ANOVA, Tukey test). Para todos os
graficos o simbolo (+) indica migracdo de células significativamente maior quando comparado ao grupo
veiculo (p<0,05: t test). O simbolo (*) indica migracao de células significativamente menor quando comparada
a do grupo Formalina 1,5% (p<0,05: ANOVA, Tukey test). O simbolo (#) indica migracdo de células
significativamente maior quando comparada a do grupo PL-PGJz 15 min + Formalina 1,5% (p<0,05: ANOVA,

Tukey test).

O pré-tratamento com o PL-PGJ2 promoveu significativa reducdo do
extravasamento plasmatico e migracdo de células inflamatdérias, particularmente de
neutrofilos, induzidos pela formalina na ATM, corroborando dados anteriores onde foi
demonstrado o efeito antiinflamatorio da 15d-PGJ2 na ATM (Pena-dos-Santos et al.,
2009; Quinteiro et al., 2012) . E importante enfatizar que através deste sistema de
carreadores micelares foi possivel manter, ndo sé o efeito antinociceptivo, como
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também o efeito antiinflamatoério efetivamente por até 7 dias apds o tratamento.
Levando em conta que os neutréfilos sdo as células predominantes no exsudato
articular na fase aguda da inflamacdo, esse efeito antiinflamatério mantido pelo
sistema PL-PGJ2 mostra efeito protetor para as lesdes articulares. De fato, a inibicdo
da migracdo de neutrofilos é direta e positivamente associada com o beneficio
terapéutico em artropatias inflamatorias (Lefkowtz et al., 1999). O recrutamento de
neutréfilos em um tecido inflamado é uma cadeia complexa de interacbes de
sequéncias adesivas entre leucdcitos e células endoteliais e/ou componentes da
matriz extracelular.

Essas interacfes adesivas entre leucdécitos e células endoteliais séo
desencadeadas e moduladas por moléculas de adesdo. A aderéncia leucocitaria
ocorre apés a ligacdo de integrinas leucocitarias a membros da superfamilia de
imunoglobulinas, dentre eles destaca-se proteina transmembrana denominada
demolécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) expressa em células endoteliais
(Campbell et al., 1996, 1998). Considerando que 0 mecanismo do processo
inflamatoério envolve adesdo de neutréfilos e sua transmigracdo mediados pelas
integrinas do tipo 2, os quais se interagem com a ICAM, levantamos a hipotese de
que o efeito antiinflamatério da PL-PGJ2 se deve, pelo menos em parte, pela
diminuicdo da expressao da ICAM. No entanto nossos resultados demonstraram que
a PL-PGJ: nao interfere na expressdao da ICAM durante o processo inflamatério
induzido pela formalina na ATM de ratos (Fig. 5A).

Apesar da ICAM-1 estar presente na maioria das células endoteliais e estar
diretamente envolvida na adesdo e transmigracdo de células durante o processo
inflamatorio, outros mediadores como o Fator de Aceleracdo de Decaimento (também

conhecido como CD55) também interferem neste processo. Ao contrario da ICAM-1,
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o CD55 é uma molécula anti-adesiva que promove a depuracdo da ligacdo dos
leucocitos com as células endoteliais. Tem sido demonstrado que existe uma
interacdo entre o CD55 e a ICAM-1 (Shafren et al., 2000), e esta interacdo limita a
ligacdo de leucécitos com a ICAM-1. Os resultados demonstraram que 0 pré-
tratamento da 15d-PGJ2 (1 ng/ATM) aumentou significativamente a expressao da
CD55. Estes dados corroboram um estudo recente onde foi demonstrado que a 15d-
PGJ2 foi capaz de aumentar a expressdo da molécula CD55 no tecido gengival
(Napimoga et al., 2012). Sendo assim é possivel sugerir que na ATM, a reducédo da
migracao de células inflamatdrias pelo sistema PL-PGJ2 € mediado pelo aumento da

expressao da molécula CD55 (Fig. 5B).
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Figura 5 — Efeito do PL-PGJ2 na expresséo da ICAM e CD55 na ATM de

ratos. (A) O pré-tratamento com o PL-PGJz (1 ng/ATM) em diferentes intervalos de tempo

ndo reduziu a expressdo da ICAM (p>0,05: ANOVA, Tukey test) induzida pela injecdo de
formalina na ATM de ratos. O simbolo (+) indica expressao da ICAM significativamente maior
guando comparada ao grupo veiculo (p<0,05: t test). (B) O pré-tratamento com o PL-PGJ:
(Ing/ATM) em diferentes intervalos de tempo (15 mi, 24 h, 7, 10 e 14 dias) aumentou
significativamente a expressao da molécula CD55 (p<0,05: ANOVA, Tukey test). O simbolo (+)
indica expressdo da molécula CD55 significativamente maior quando comparada ao grupo

veiculo (p<0,05: t test).
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