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RESUMO

A inflamacdo da articulagdo temporomandibular (ATM) induzida por Artrite
Reumatoide (AR) é conhecida por causar dor persistente e desconforto. Este estudo
teve como objetivo avaliar a hipernocicepgéo inflamatoria persistente induzida pela
artrite reumatéide na ATM de ratos. Ratos machos da raga Wistar foram
sensibilizados com uma injecgcdo subcutanea de albumina de soro bovino metilado
(mBSA, 500 ug) na regidao cervical, em uma emulsdo contendo solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) e CFA (Complete Freund's Adjuvant). Posteriormente
foi injetado mMBSA dissolvido em uma emulsdo de PBS e IFA (Incomplete Freund's
Adjuvant) em locais diferentes na regido do quadril do rato 7 e 14 dias ap6s a
primeira imunizagéo. Vinte e um dias apds a injec¢ao inicial, a artrite reumatdide foi
induzida na ATM dos animais imunizados através de uma injecgao intra-articular de
mBSA (10ug/ATM/semana) durante 3 semanas. A hipernocicepc¢ao induzida pela AR
na ATM foi avaliada por um comportamento nociceptivo dos animais através de uma
injeccao intra-articular com dose sublimiar de formalina (0,5%) 24 horas, e 7 e 14
dias apos a ultima injecao intra-articular de mBSA. Apds os testes comportamentais,
0s animais foram anestesiados terminalmente e seus tecidos periarticulares
removidos para andlise de migracao de leucécitos e anadlise bioquimica (Western
blot e ELISA) para medir a liberacdo de IL-12, IL-18 e da expressdo do ICAM-1. A
hipernocicepgao persistente foi induzida pela AR na ATM de ratos 24h e 7 e 14 dias
apos a ultima injecao intra-articular de mBSA (p <0,05 ANOVA, teste de Tukey). A
liberagdo de IL-12, IL-18 e a expressao de ICAM-1 nos tecidos periarticulares foram

significativamente mais elevados no dia 14 quando comparada com a de 24 horas



apds a ultima injecgao intra-articular de mBSA (p <0,05 ANOVA, teste de Tukey ).
Este novo modelo permite estudar o mecanismo envolvido na iniciagdo e

manutenc¢ao da dor induzida pela artrite reumatdide na ATM.

Palavras Chave: Inflamacao, Artrite Reumatdide, Hiperalgesia, Articulagéo

Temporomandibular



Abstract

Inflammation of the temporomandibular joint (TMJ) induced by Rheumatoid
Arthritis (RA) is known to cause persistent pain and distress. This study aimed to
evaluate persistent inflammatory RA-induced hypernociception into the TMJ of rats.
Male Wistar rats were sensitized with an subcutaneously injection of Methylated
Bovine Serum Albumin (mBSA, 500ug) in an emulsion containing phosphate buffered
saline (PBS) and Freund’s Complete Adjuvant (CFA). mBSA dissolved in Freund’s
Incomplete Adjuvant (IFA) was injected in different sites in the back of the rat 7 and
14 days after the first immunization. Twenty-one days after the initial injection, TMJ-
arthritis was induced in the immunized animals by an intra-articular injection of mBSA
(10pg/TMJ/week) during 3 weeks. RA-induced TMJ hypernociception was assessed
by the animals’ nociceptive behavior induced by an intra-articular injection of a low
dose of formalin (0.5%) 24h, and 7 and 14 days after the last intra-articular mBSA
injection. After behavioral assays, animals were terminally anesthetized and their
periarticular tissue removed for leukocytes migration analysis and to biochemical
analysis (Western Blot and ELISA) to measure the release of IL-12, IL-18 and
expression of the ICAM-1. RA induced hypernociception into TMJ of rats 24h and 7
and 14 days after the last intra-articular injection of mBSA (p<0.05: ANOVA, Tukey’s
test). The release of IL-12, IL-18 and the expression of ICAM-1 in periarticular tissue
were significantly higher at day 14 when compared to that at 24h after the last intra-
articular injection of mBSA (p<0.05: ANOVA, Tukey’s test). This new model allows to
study the mechanism involved in the initiation and maintenance of pain induced by

Rheumatoid Arthritis in the TMJ.



Keywords: Rheumatoid Arthritis, Temporomandibular Joint, Hyperalgesia,

Inflammation
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Introducao e Revisao de Literatura

A artrite reumatoide (AR) é uma desordem degenerativa das articulagbes de
etiologia que se manifesta perifericamente e simetricamente em multiplas
articulacées causando deformacéao e destruicao articular devido a erosao de 0ssos e
cartilagens (Cunha et al., 2007). Esta lesao ocorre inicialmente de forma simétrica
nas articulagées periféricas, méaos e pés, estendendo-se com probabilidade para
articulagdes maiores, como joelhos, quadril, ombro, pescogo, punhos, cotovelos e
tornozelos. O processo inflamatério inicia-se pela membrana sinovial e, devido ao
seu carater progressivo, estende-se até as superficies articulares. Ainda que a
etiologia da AR permaneca desconhecida, a literatura sugere que fatores genéticos,
fatores ambientais, acdo hormonal, desordens autoimunes e quadros infecciosos
podem estar relacionados com o desenvolvimento da doenca (Scott et al., 2010). E,
portanto, uma afec¢éo sistémica do tecido conjuntivo, com origem desconhecida que
se manifesta, predominantemente, com dano repetido e crénico das estruturas
articulares, pararticulares e tendinosas, inflamando o substrato anatémico
principalmente da membrana sinovial, que pode ocorrer em todas as idades. A AR
esta sempre associada com significante estado de dor e, por isso, mostra-se como
fator importante na limitacdo do dia-a-dia dos pacientes e em suas habilidades
laborais. Neste sentido, as mulheres também sofrem mais que os homens, uma vez
que, demonstram queda em sua produtividade no trabalho, declinio progressivo em
sua funcionalidade, dor e estresse psicolégico maior do que nos homens (Cunha et

al., 2007).
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Varias evidéncias indicam uma participagdo crucial de citocinas pro-
inflamatérias em sua patogénese, particularmente o TNF-a. A IL-17 desempenha
importante papel na inflamacgdo sinovial, aumentando a formagdo do pannus
(interface entre a cartilagem e o sitio com erosdo ativa), e estd associada a
destruicdo de cartilagem osso, além de manter um mecanismo de autoregulagéo da
expressao da IL-27, responsavel pela regulacdo da resposta imune mediada por
células T, devido a potencializar a expressado da IL-27 nos macréfagos sinoviais
(Baek et al., 2012).

Os neutréfilos sdo abundantes no fluido sinovial, além de serem encontrados
na cartilagem e no pannus de pacientes com AR, particularmente nos estagios
iniciais da doenca (Mohr et al., 1995). Estes polimorfonucleares sao atraidos para as
articulacdes por quimioatraentes freqlientemente detectado no fluido sinovial da AR,
como o LTB4, Cbha, IL-8 e TGF-B. Uma vez recrutados para as articulacoes, os
neutrofilos ficam expostos a uma grande variedade de citocinas pro-inflamatérias
como a IL-1B, TNF-a, GM-CSF e IL-6 (Feldman et al., 1998).

Evidéncias mais diretas do envolvimento dos neutréfilos na patogénese da
AR tém sido demonstrado em modelo animal K/BxN (Wipke & Allen, 2001). Neste
modelo, foi investigado o papel dos neutréfilos na resposta inflamatéria em resposta
ao soro de animais K/BxN transgénico. Os animais foram pré-tratados com um
anticorpo monoclonal para a deplecao de neutréfilos anteriormente a transferéncia
do soro artritogénico, e avaliado as condi¢ées clinicas e de inflamacdo nas
articulacoées. Na auséncia dos neutrofilos, os animais se mostraram resistentes aos
efeitos inflamatérios do soro de animais K/BxN. Interessante que a deplecdo dos

neutréfilos apds 5 dias da transferéncia do soro reverteu a reagéo inflamatéria das
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articulagdes. Estes resultados demonstram o papel fundamental que os neutréfilos
possuem na iniciacdo e manuteng¢ao do processo inflamatério nas articulagées.
Considerando que a severidade das disfungdes temporomandibulares na AR
pode levar a sequelas graves e que a magnitude do envolvimento da ATM esta
relacionado a severidade da AR (Yoshida et al., 1998; Celiker et al., 1995; Liu et al.,
2003), o desenvolvimento do trabalho proposto contribui para um melhor
entendimento das alteragées na ATM decorrentes do processo inflamatério induzido
pela AR, auxiliando em diagndsticos mais precisos e condutas terapéuticas mais

eficazes.

Proposicao

O presente estudo teve como objetivos quantificar a hiperalgesia inflamatéria
induzida pela AR em diferentes intervalos de tempo através de analises
comportamentais do teste da formalina na ATM, caracterizando o0 processo
inflamatério induzido pela AR através da avaliagdo da migracdo de neutréfilos e
extravasamento plasmatico, expressao da molécula de adeséo intercelular (ICAM) e

analises histoldgicas para avaliacdo da degeneracao tecidual.

Metodologia

Animais: Para realizacao deste trabalho foram utilizados ratos Wistar pesando entre
150 a 250 g. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas (5 por gaiola)

contendo maravalha, em ambiente com controle de luminosidade (ciclos
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claro/escuro de 12h) com alimentacé&o e agua, ad libitum. Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com os protocolos de ética em experimentagédo animal, e
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal — UNICAMP (#2731-1)

(ANEXO 1).

Procedimentos gerais: Para administragdo de drogas na regidao das ATMs, uma
agulha calibre 30, conectada a uma seringa de microlitro Hamilton (50 ul) por um
tubo de polietileno P50, foi inserida na porcéo inferior da borda péstero-inferior do
arco zigomatico, sendo avancada em direcao anterior até contactar a regiao péstero-

lateral do condilo.

Protocolo de imunizacao com mBSA: Os animais foram imunizados com mBSA
por meio do seguinte protocolo: cada animal recebeu uma injecao subcutanea de
0,2ml de uma emulsao contendo 100 ug de mBSA diluida em volumes iguais de
PBS e CFA. Os animais receberam doses de reforco (100 ug de mBSA animal) sete
e quatorze dias ap6s o inicio da imunizacao, porém para isto foi utilizado IFA no
lugar do CFA. Os animais controle receberam o mesmo tratamento aplicado aos
demais, porém sem a administracdo de mBSA. Sete dias ap6s a terceira imunizacao
(21¢ dia), os animais receberam como desafio uma injecao intra-articular de mBSA.
Teste da formalina na ATM

Teste da formalina na ATM: Uma injecéo intra-articular de formalina em

concentracédo sublimiar (0.5%; Fisher et al., 2007) foi utilizada como recurso
para demonstrar a hiperalgesia inflamatéria induzida pela AR na ATM de

ratos. As sessoes de teste foram realizadas durante a fase clara entre 9h e
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17h em sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25°C (Rosland,
1991). Durante o teste os animais n&do tiveram acesso a agua ou a comida.
Para a realizagdo das andlises comportamentais uma caixa de observacao
medindo 30x30x30 cm com base e 3 laterais espelhadas e frente de vidro foi
utilizada. Cada animal foi inicialmente colocado e mantido na caixa por 10
minutos para habituar-se ao ambiente de experimentagdo e minimizar o

estresse (Abbott et al. 1986).

Injecées na regido da ATM: Para administragdo de drogas na regiao
da ATM direita os animais foram brevemente anestesiados por inalagdo de

Isoflurano.

Teste comportamental: Imediatamente apds a injecao intra-articular o animal
ja consciente, foi recolocado na camara de observagdo 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 cabecga foram
quantificadas durante 45 min., divididos em 15 blocos de 3 min. O tempo em
segundos que o animal permanecerd cocando a regidao orofacial foi
quantificado através da utilizacao de um cronémetro, € 0 niumero de vezes
que o animal levantar reflexamente a cabeca foi quantificado por um contador
de células (Roveroni et al.,, 2001). Considerando que o ato de levantar
reflexamente a cabega segue um padréo uniforme de 1 s de duragao, a

intensidade da resposta nociceptiva foi quantificada somando-se esse
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comportamento ao ato de cocar a regido injetada, como previamente

padronizado (Roveroni et al., 2001).

Eletroforese e Western Blot para avaliacao da expressao da molécula de
adesao celular (ICAM): Amostras do homogeneizado do tecido periarticular foram
trituradas em tampao PBS, pH 7.4, contendo inibidores de protease:
etilenodiaminatetracetato de sodio (EDTA) 10 mM, Benzamidina 1 mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF) 0,3 mM, Aprotinina 0,3 uM e B-mercaptoetanol 2 mM, em
banho de gelo. 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 foram incubadas "overnight" a 4°C com tampao de bloqueio [PBS 5%
(p/v) de leite desnatado e 0,1% Tween 20]. As membranas foram lavadas trés vezes
com PBS 0,1% Tween 20. Em seguida foram incubadas em solugcdo de PBS
contendo 5% de leite desnatado e 0,1% Tween 20 contendo anticorpo anti-ICAM ou
anti-a-tubulin (Santa Cruz). Ap6s a lavagem, as membranas foram incubadas com
anticorpo secundario conjugado HRP e novamente lavadas. As membranas foram
entdo reveladas com kit de quimioluminescéncia (ECL, Amershan Pharmacia
Biotech, Little Chalfont, U.K.) como descrito no manual de instrugées. O controle
negativo foi obtido pela omiss&o do anticorpo primario
ELISA: de acordo com instru¢des dos fabricantes foi utilizada para quantificacao da

liberagé@o das citocinas IL12 e IL18 do tecido periarticular.
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Extravasamento Plasmatico:

Procedimentos Gerais: Os animais foram anestesiados com uma mistura de
uretano e a-cloralose (100mg/kg e 50mg/kg, respectivamente), injetada
intraperitonealmente. Uma dose de anestésico suplementar de uretano
(metade da dose inicial) foi administrada quando necessario (Hu et al., 1990).
Apos a anestesia, o animal foi submetido a entubacdo da traquéia e
canulagdo da veia femural esquerda.

Injecoes na regido da ATM: Para realizacao das injecées na regiao da ATM
direita, uma agulha calibre 30, conectada a uma seringa de microlitro
Hamilton (50 pl) por um tubo de polietileno P50, foi inserida na porgéo inferior
da borda postero-inferior do arco zigomatico, sendo avangada em direcao
anterior até contactar a regiao péstero-lateral do céndilo.

Averiguacdo da inflamacdo: Para averiguacao da inflamacdo, todos os
animais receberam 6mg/kg do corante Azul de Evans a 0,1% (Fiorentino et
al., 1999), endovenosamente através da veia femural esquerda, 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
injecao foi identificado visualmente, de acordo com a aparéncia do corante
extravasado (Haas et al., 1992), permitindo assim remocado adequada dos
tecidos periarticulares e posterior analise do extravasamento plasmatico
através de técnicas espectrofotométricas. O animal foi submetido a perfusao
cardiaca com soro fisiolégico, o tecido periarticular foi removido e
armazenado a —20°C para posterior analise. Para a extracdo do corante, o

tecido periarticular de cada animal foi pesado e imerso em diferentes tubos de
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eppendorffs contendo 1 ml de formamida mantidos a 60°C por 24 h
(Fiorentino et al.,, 1999). Apbés a extracdo, a quantidade de corante
extravasada no tecido foi determinada em um leitor de microplacas que
medira a absorbancia das diferentes solu¢gdes de formamida (v=620 nm)
simultaneamente. Os resultados dessas leituras foram posteriormente
comparados com os resultados de leituras correspondentes a solugdes com
quantidades conhecidas do corante Azul de Evans (curva de calibragdo com
4ug, 2ug, 1ug e 0,5ug de corante por ml de formamida). Finalmente, a
quantidade de corante extravasada (ug) em cada solugédo foi dividida pelo
peso (g) do respectivo tecido incubado. Dessa forma, o extravasamento foi

calculado em micrograma de corante por grama de tecido dissecado.

Quantificacao da migracao leucocitaria: Para a avaliagdo da migracao de
neutréfilos, os animais foram mortos e um lavado intra-articular (2x) com 5 ul de PBS
contendo EDTA (1 mM) foi realizado. Este lavado foi diluido em 90 uL de PBS/EDTA
e a partir deste, realizadas a contagem total e diferencial dos leucécitos.

Contagem total dos leucocitos: Aliquotas de 10 uL do lavado

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

contagem total dos leucécitos 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.

Contagem diferencial dos leucdcitos: As |laminas para contagem
diferencial foram preparadas por citocentrifugacdo de uma aliquota do lavado

intra-articular e coradas pelo corante panético rapido. As células foram
18



examinadas em microscopio Optico através da objetiva de imersdo em dleo
(aumento de 1000 x), sendo contadas 100 células por lamina, diferenciando-
se quatro tipos celulares: neutrofilos, eosinéfilos, mononucleares e
mastocitos. A quantificacdo de cada tipo celular presente na cavidade
articular foi calculada pela porcentagem dessas células contadas nos
esfregacos e pela quantidade de células totais obtidas na contagem total. Os

resultados foram expressos como niimero de neutréfilos x 10%/cavidade.

Andlise histologica da degeneracao tecidual induzida pela AR na ATM de ratos:
Foi realizada uma analise histolégica dos tecidos articulares para avaliagdo da
degeneracdo tecidual induzida pela artrite reumatéide na ATM de ratos. Para isto
foram feitos cortes histolégicos das ATMs os quais receberdo coloracdo com
hematoxilina e eosina. Os cortes foram analisados de forma qualitativa de acordo
com as células inflamatoérias, intensidade do infiltrado e degeneracao tecidual. As

andlises foram mensuradas por um examinador cego as condi¢des experimentais.

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

foi utilizado para a realizagdo dos célculos estatisticos.
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Discussao

A AR é uma doencga inflamatoria cronica e progressiva caracterizada por sinovite e
destruicdo articular severa (Di Paola e Cuzzocrea, 2008). Particularmente, nos
ultimos anos, estudos tem demonstrado uma alta prevaléncia de disfungdes
temporomandibulares (DTMs) em pacientes com AR produzindo dor, rigidez
articular e limitagdo de abertura comprometendo as fungcbes estomatognaticas (Lin
et al., 2007; Goupille et al., 1993; Akerman et al., 1988).

Sendo uma desordem sistémica a qual pode envolver varias articulagdes do
corpo incluindo a articulagdo temporomandibular (ATM). A ATM quando afetada
pela artrite reumatoide pode produzir dor, rigidez articular e limitagdo de abertura
comprometendo as fungbes estomatognaticas (Lin et al., 2007; Goupille et al., 1993;
Akerman et al., 1988).

Estima-se que a prevaléncia global de adultos com AR esta perto de 1%,
sendo que as mulheres sao afetadas de trés a quatro vezes mais do que homens,
apresentando os sintomas entre 35 a 50 anos de idade (Symmons et al., 2002).
Apesar da severidade das DTMs na AR, estas sao frequentemente ignoradas pelos
reumatologistas ou pelos préprios pacientes, uma vez que, os tratamento sdo
centrados em outras articulagdes, além das limitacées das técnicas de diagndstico
(Arabshahi et al., 2006).

Apesar das discrepancias relatadas nos estudos sobre a prevaléncia do
envolvimento da ATM nas condicdes da AR (5 a 88%) (Twilt et al., 2008; Lin et al.,
2007) é claro o envolvimento da ATM nesta patologia e suas complicacées. Tem

sido relatado que a incidéncia de rigidez muscular mastigatéria é de 17,8%; ruidos
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na ATM, 14,3%; dor de cabecga, 7,2%; dor no pescogo, 13,5%; bruxismo, 8,4%, e
apertamento, 9,9%. Relatos de associacdo ao estresse ocorreram em 12,8% (Choi
et al, 2002). A literatura justifica esta discrepancia de resultados entre os estudos de
prevaléncia devido a uma ndo padronizagao os critérios e técnicas de diagnostico
(Twilt et al., 2008; Lin et al., 2007).

O desenvolvimento do presente estudo viabilizou padronizar um novo modelo
experimental de hiperalgesia inflamatoria persistente induzida pela AR na ATM de
ratos. Este novo protocolo experimental ira permitir uma série de estudos para
melhor compreensao da progressdo da doenga e caracterizar as DTMs vinculadas a

esta.

Resultados

Em um prévio com o modelo experimental de indu¢do de AR na ATM de ratos
proposto neste projeto foi demonstrado que 24 horas ap6s a injecao intra-articular de
diferentes doses do desafio (MBSA 1, 3 e 10 ug/ATM) ou solucéo controle (PBS), os
animais imunizados receberam uma injecéo intra-articular de uma dose sublimiar de
formalina (0.5%, Fisher et al., 2007) para avaliar a hiperalgesia inflamatéria induzida
pela AR. Os resultados demonstraram que a injecao intra-articular de mBSA (10,
mas nao 0, 1 e 3ug/ATM; Fig. 1) induziu uma resposta nociceptiva significativamente
maior (p<0.05) em relacdo aos demais grupos (Quinteiro et al.,, 2012). Estes
resultados sugerem que a AR na ATM induz a um processo de hiperalgesia
inflamatéria. Para confirmar o pico de acdo desta resposta inflamatéria os

experimentos foram refeitos em diferentes tempos apés a injecdo do desafio (MBSA
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10 ug/ATM). O desafio com mBSA (10 pg/ATM) induziu resposta comportamental
nociceptiva significativamente maior que o grupo controle a partir de 12 horas
(p<0.05), mantendo um patamar de respostas até 24 horas e mostrando um declinio

na resposta nociceptiva com 48 horas (Fig. 1).

Immnized Immunized + mBSA (10pg)
300- | * * |
300- * -
0 ] 200
w g ]
S 2
‘E’ 200+ I
S g
S — ‘% 100
§ 100+ S
.5 Z
o
P4 0-
0 T PBS 6 12 24 48 hours
PBS 1 3 10 ng (MBSA) ' '

' ' 0.5% Formalin
0.5% Formalin

Figura 1. Hiperalgesia inflamatoria induzida pela artrite reumatéide na ATM — (A) Injecéo
intra-articular de Albumina Bovina (mBSA; 10ug) induziu resposta nociceptiva
significativamente maior que os demais grupos (p<0,05: ANOVA, Tukey test). (B) Injecdo intra-
articular de mBSA (10ug) induziu resposta nociceptiva significativamente maior que o grupo
controle (PBS) entre 12 e 24 horas (p<0,05: ANOVA, Tukey test) apresentando um declinio
depois de 48 horas. Os valores estdo expressos pela Média + EPM. O simbolo (*) indica

resposta nociceptiva significativamente maior em relagao ao grupo controle (PBS).

Baseados nestes resultados, o presente estudo avaliou as caracteristicas e a
progressdo do processo inflamatério induzido pela AR na ATM de ratos. Sendo

assim, todos os animais foram submetidos ao seguinte protocolo experimental:
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mBSA

MBSA (S00ig) + CFA mBSA (SO0Kg) + IFA mBSA (SOORg) +IFA (15 0. Formalina 0,5%;

+PBS; s.c. +PBS; s.c. +PBS; s.c.

"YI ) ™)
I I I I
i | | | |
Dia0 Dia7 Dia14 Dia21 Experimento
Desafio

Nos dias 1, 3, 7, 14, 21 ou 30 dias apdés o desafio, os animais receberam
uma injecao intra-articular de uma dose sublimiar de formalina 0,5% e submetidos a
analise comportamental para avaliacao da hiperalgesia inflamatéria. A hiperalgesia
inflamatéria foi observada apenas 1 dia apés o desafio (Figura 2), conforme
previamente observado (Quinteiro et al., 2012). Nao foi observada hiperalgesia

inflamatéria nos demais tempos testados ap6s o desafio.

[ Nao imunizados
B nunizados
2501+

200+

150+

100+

504

Comportamento nociceptivo (s)

id 3d 7d 14d 21d 30d

Formalina 0,5%
Figura 2. Avaliacdo da progressdo da hiperalgesia inflamatéria induzida pela artrite
reumatoide na ATM - Injecao intra-articular de mBSA (10 pg) induziu resposta nociceptiva
significativamente maior que o grupo controle (n&o imunizados) apenas 01 dia apds o desafio
(p<0,05, ANOVA: Tukey test). Nao houve diferenca estatistica entre o grupo controle e os

grupos os demais grupos (p>0,05: ANOVA, Tukey test). Os valores estdo expressos pela
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Média £+ EPM. O simbolo (*) indica resposta nociceptiva significativamente maior em relagéo

ao grupo controle.

Estes resultados sugerem que o0 modelo utilizado é apropriado apenas para o
estudo da inducdo da hiperalgesia inflamatéria induzida pela AR. Apenas um
desafio na ATM gera a hiperalgesia inflamatoria, no entanto, o organismo consegue
reverter este quadro. Sendo assim, propomos uma adequacdo no modelo. Os
animais foram imunizados conforme previamente previsto, porém, receberam
injecdes intra-articulares do desafio (MBSA 10 pg/ATM/ semana) durante 3
semanas. O objetivo foi utilizar o desafio mimetizando microtraumas para induzir no
animal uma hiperalgesia inflamatoria persistente e assim viabilizar a progressao da
doenca na ATM. Sendo assim, em uma nova etapa do projeto todos os animais

foram submetidos ao seguinte protocolo experimental:

mBSA mBSA mBSA
+PBS; s.c. +PBS; s.c. +PBS; s.c. ™ ™ ™ ™
| | | r 0 | |
I | | l | | I
Dia0 Dia7 Dia14 Dia21 Dia28 Dia3s Experimento
Desafio Desafio Desafio

A andlise da hiperalgesia inflamatéria persistente, considerando este novo
modelo experimental foi realizada 7 e 14 dias ap6s o ultimo desafio na ATM. Os
resultados demonstraram que sendo realizadas 03 injecdes de mBSA (10

ug/ATM/semana) durante 03 semanas, foi possivel induzir uma hiperalgeisa
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inflamatoria persistente observada 7 e 14 dias apds a ultima injecdo (desafio)

(Figura 3).

1 Na&o imunizados

. 250- Imunizados
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7d 14d

Formalina 0,5%

Figura 3. Hiperalgesia inflamatoria persistente induzida pela artrite reumatoide na ATM.
O desafio com 03 injecdes de mBSA (10 ug) induziu uma hiperalgesia inflamatéria persistente
observada 07 e 14 dias apoés o ultimo desafio quando comparado ao grupo controle (p<0,05,
ANOVA, Tukey test). Os valores estao expressos pela Média + EPM. O simbolo (+) indica

resposta nociceptiva significativamente maior em relagédo ao grupo controle.

Para confirmar se esta a hiperalgesia inflamatéria persistente é decorrente da
progressao do processo inflamatério induzido pela AR na ATM, foi realizado a
contagem total e diferencial de leucdcitos do lavado intra-articular (Figura 4), assim
como a quantificacdo de proteinas plasmaticas extravasadas no tecido periarticular
(Figura 5), liberacdo das citocinas pré-inflamatérias IL-12 e IL-18 (Figura 6) e a

expressao da molécula de adesao celular ICAM 1 (Figura 7).
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Os resultados demonstraram que o protocolo utilizado induziu uma migracao
de células inflamatdrias significativamente maior em relagdo ao grupo controle que
se manteve até 14 dias apos os tratamentos. Através da contagem diferencial foi
possivel demonstrar que este aumento de leucdcitos presente 7 e 14 dias apds os

tratamentos se deve principalmente a linfécitos (Fig. C) e macrofagos (Fig. E).
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15 1 Néo imunizados
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Macréfagos x 10*/cavidade

7d 14d

Formalina 0,5%

Figura 4. Avaliacdao da migracao leucocitaria na hiperalgesia inflamatéria induzida
pela AR na ATM. (A) O desafio com 03 injecoes de mBSA (10 ug; animais imunizados)
induziu uma migragdo leucocitaria observada 07 e 14 dias ap6és o Ultimo desafio
significativamente maior quando comparado ao do grupo controle (ndo imunizados)
(p<0,05: ANOVA; Tukey test). (B) Nao houve diferenca estatistica (p>0,05: ANOVA, Tukey
test) entre os grupos imunizados e controle em relagdo a migragéo de neutrdfilos. (C) Os
animais imunizados apresentaram uma migracao de linfécitos significativamente maior em
relagdo ao grupo controle (p<0,05: ANOVA, Tukey test) 07 e 14 dias apo6s os tratamentos.
(D) Os animais imunizados apresentaram uma migragdo de mastoécitos significativamente
maior em comparagao ao grupo controle (p<0,05: ANOVA, Tukey test) apenas 07 dias apds
os tratamentos. (E) Os animais imunizados apresentaram uma migracdo de macréfagos
significativamente maior em relacédo ao grupo controle (p<0,05: ANOVA, Tukey test) 07 e 14
dias apos os tratamentos. Para todos os graficos, os valores estao expressos pela Média
EPM. O simbolo (+) indica resposta nociceptiva significativamente maior em relagéo ao

grupo controle.

27



A anadlise do extravasamento de proteinas plasmaticas demonstrou que os
animais imunizados apresentam um maior extravasamento de proteinas plasmaticas
em relagdo ao grupo controle que se mantém até 14 dias apds os tratamentos

(Figura 5).

1 Nao imunizados
20- B imunizados

154

104 ——

ug/g tecido

7d 14d

Formalina 0,5%

Figura 5. Avaliacdo do extravasamento de proteinas plasmaticas na hiperalgesia
inflamatoria induzida pela AR na ATM. O desafio com 03 injegdes de mBSA (10 pg) induziu
um extravasamento de proteinas plasmaticas observado 07 e 14 dias ap6s o Ultimo desafio
significativamente maior quando comparado ao grupo controle (ndo imunizados) (p<0,05,
ANOVA, Tukey test). Os valores estdo expressos pela Média + EPM. O simbolo (+) indica

resposta nociceptiva significativamente maior em relagéo ao grupo controle.

Tendo em vista que a hiperalgesia persistente no modelo prosposto de
inducéo de artrite esta vinculada a um aumento expressivo de linfécitos, foi realizado
a quantificagdo das Interleucinas IL-18 e IL-12 através do método ELISA. A IL-12
esta envolvida no favorecimento da diferenciagéo de células T helper 1 (T (H) 1) em
um modo de amadurecimento de ambas as células T CD8 + CD4 + além de formar

um elo entre a resisténcia inata e imunidade adaptativa. As células dendriticas (DCs)

e fagécitos produzem IL-12 em resposta a patdégenos durante a infeccédo (Trinchieri
28



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trinchieri%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12563297

, 2003). Ja a IL-18, na artrite reumatoide, tem sua expresséao relacionada a IL-1(3
e TNF-a e esta correlacionada com a resposta da fase aguda, indicando que a IL-18
€ uma importante citocina que conduz a producao de IL-1B e TNF-a (Joosten et al.,
2003) e também contribui para o desenvolvimento e manutengéo da resposta imune
adiquirida na AR pela promocgao da diferenciagéo de células T (Dai et al., 2007). A
IL-18 e TNF-a estdo sado considerado as citocinas principais do desenvolvimento da
cascata da hiperalgesia inflamatéria (Verri et al., 2009). Corroborando estes estudos,
os resultados demonstraram a hiperalgesia inflamatéria persistente esta envolvida

com o0 aumento das citocinas pro-inflamatérias IL-12 e IL-18 (Figura 5).
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Figura 6. Quantificacao da liberacao das citocinas IL-12 e IL-18 do tecido periarticular. O
desafio com 03 injecdes de mBSA (10 pg) induziu uma liberacao da citocina IL-12 (Fig. 5A) e
IL-18 (Fig. 5B) significativamente maior 14 dias apds os tratamentos quando comparado ao
grupo controle (ndo imunizados) (p<0,05: ANOVA, Tukey test). Os valores estdo expressos
pela Média £+ EPM. O simbolo (+) indica resposta nociceptiva significativamente maior em
relagédo ao grupo controle.

As interacbes adesivas entre leucocitos e células endoteliais sé&o
desencadeadas e moduladas por moléculas de adesdo. A aderéncia leucocitaria
ocorre apos a ligacdo de integrinas leucocitarias a membros da superfamilia de
imunoglobulinas, dentre eles destaca-se proteina transmembrana denominada de
molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) expressa em células endoteliais
(Campbell et al., 1996, 1998). Considerando que o mecanismo do processo
inflamatoério envolve adesdo de leucdcitos e sua transmigracdo mediados pelas
integrinas do tipo B2, os quais se interagem com a ICAM, foi avaliado a expressao
desta molécula. Corroborando os dados demonstrados referente a migracdo de
células inflamatérias, a expressdao da ICAM-1 aumentou significativamente nos

animais imunizados quando comparados ao grupo controle (Figura 7).
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Figura 7. Expressao da ICAM-1 no tecido periarticular. O desafio com 03 injegbes de
mBSA (10 pg) induziu uma expressao da ICAM-1 significativamente maior 07 e 14 dias depos
dos tratamentos quando comparado ao grupo controle (ndo imunizados) (p<0,05: ANOVA,
Tukey test). Os valores estdo expressos pela Média £ EPM. O simbolo (+) indica resposta

nociceptiva significativamente maior em relagao ao grupo controle.
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