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RESUMO

Entre as patologias que acometem a articulagdo
temporomandibular (ATM), a doenga articular degenerativa, ou
osteoartrite (OA), constitui-se a mais comum. Estima-se que 10% da
populacdo mundial com idade acima de 60 anos sofre de algum tipo de
dor associada a OA, sendo considerada uma doenca relacionada a
idade. Entre géneros, sua prevaléncia apresenta proporg¢des acima de
2:1 para mulheres. Dessa maneira, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar comportamental e farmacologicamente a eficacia do
composto iodoacetato monossddico (MIA) injetado na ATM de ratos. A
injecdo bilateral (50 ul) de MIA foi aplicada no compartimento superior
da ATM dos animais. Para avaliar altera¢des nociceptivas e funcionais,
procederam-se testes de observagao comportamental nociceptiva
(OCN) e ingesta alimentar (IA). Inicialmente, realizou-se uma curva
dose-resposta do MIA (doses de 0,5; 1; 2 e 3 mg) para padronizagdo da
dose capaz de reproduzir alteragdes nociceptivas e funcionais na
articulagdo durante 21 dias. A dose de 0,5 mg de MIA foi a menor dose
responsiva capaz de sustentar as alteragdes durante todo o protocolo e
demonstrar caracteristicas crénicas do modelo. Para validacdo
farmacolégica do modelo, tratamentos utilizando farmacos mais
comuns para dor da OA temporomandibular foram realizados no
sétimo dia apds injecdo do MIA: dexametasona (2,5; 4 e 6 mg/kg, i.p.);
naproxeno (30,9 e 61,8 mg/kg, v.0.); celecoxibe (6,3; 12,6 e 25,1 mg/kg,
v.0.); paracetamol (30 e 45 mg/kg, v.0.); morfina (1, 2 e 4 mg/kg, i.p.);
amitriptilina (1,5 e 10,8 mg/kg, i.p.). Além destes, como proposta
experimental, avaliou-se a tripsina (0,75; 1,5; 2,95 e 6 mg/kg, v.0.). Os
mesmos foram testados quanto a sua capacidade analgésica nos testes
de OCN e IA. Os farmacos dexametasona (4,6 mg/kg), paracetamol (30
mg/kg), morfina (4 mg/kg), amitriptilina (10,8 mg/kg) e tripsina (1,5
mg/kg) foram capazes de alterar para padrdes positivos todos os
comportamentos observados (cocar com a pata traseira, chacoalhar de
cabeca, repousar/dormir e mastigar). Contudo, os AINES celecoxibe
(12,6 mg/kg) e naproxeno (30,9 mg/kg) foram capazes de reduzir
apenas o tempo do comportamento de mastigar e o numero de
chacoalhadas de cabeca. Em relagdo ao teste de IA, somente a
dexametasona e o paracetamol ndo elevaram a quantidade de ragdo
ingerida pelos animais. Ainda, a vagotomia subdiafragmatica foi capaz



de inibir a agdo da tripsina (1,5 mg/kg, v.0.) sobre os testes
nociceptivos, sugerindo uma relacdo entre nervo vago e a atividade da
protease. Em suma, a injecdo de MIA na ATM levou a alteragGes
comportamentais nociceptivas, bem como prejuizo funcional da
articulagdo durante 21 dias, além de responder a abordagem
farmacoldgica comum da OA, revelando perfil semelhante a patologia
humana e, dessa forma, constituindo-se promissor e consistente
modelo para estudo da OA na ATM.

Palavras-chave: Comportamento nociceptivo, ingesta alimentar,
tripsina, vagotomia.



ABSTRACT

The degenerative joint disease, also known as osteoarthritis
(OA), is among the most common pathologies affecting the
temporomandibular joint (TMJ). Around 10% of worldwide people over
60 years suffer from some pain related to OA and, therefore, it is
considered an age-related disease. Among genders, its prevalence
shows ratios over 2:1 for women. Therefore, this study aimed to
evaluate pharmacological and behaviorally the effectiveness of
monosodium iodoacetate compound (MIA) injection into TMJ of rats.
Bilateral MIA-injection (50 ul) was applied into the TMJ upper
compartment. To assess nociceptive and functional changes,
nociceptive behavioral observation (NBO) and food intake (FI) tests
were conducted. Initially, to evaluate the lowest dose capable of
reproducing joint nociceptive and functional changes, a dose-response
curve (0.5, 1, 2 e 3 mg/kg) was performed throughout 21 days. MIA 0.5
mg dose was the lowest responsive dose, holding the changes
throughout entire protocol and demonstrating chronic features of the
model. Thus, for pharmacological validation of the MIA model as TMJ-
OA inducer, the most common drugs to OA pain treatment were
assessed on day 7" after MIA injection: dexamethasone (2.5, 4 e 6
mg/kg, i.p.); naproxen (30.9 e 61.8 mg/kg, p.o.); celecoxib (6.3, 12.6 e
25.1 mg/kg, p.o.); paracetamol (30 e 45 mg/kg, p.o.); morphine (1,2 e 4
mg/kg, i.p.); amitriptyline (1.5 e 10.8 mg/kg, i.p.). Addition to these, as
an experimental proposal, trypsin (0.75, 1.5, 2.95 e 6 mg/kg, p.o.) was
assayed. The drugs were assessed regarding their analgesic power in
the NBO and Fl tests. The drugs dexamethasone (4.6 mg/kg)
paracetamol (30 mg/kg), morphine (4 mg/kg), amitriptyline (10.8
mg/kg) and trypsin (1.5 mg/kg) were able to change to positive
patterns all observed behaviors (scratching, head flinching, rest/sleep
and chewing-like). However, NSAID celecoxib (12.6 mg/kg) and
naproxen (30.9 mg/kg) were able to reduce only chewing-like behavior
and the number of head flinchings. Regarding the Fl test, only
acetaminophen and dexamethasone did not improve the amount of
food taken by animals. Furthermore, the subdiaphragmatic vagotomy
was capable of inhibiting the trypsin action on nociceptive tests,
suggesting a relationship between vagus nerve and trypsin activity. In
summary, TMJ MIA-injection led to nociceptive behavioral changes, as



well as joint functional impairment throughout 21 days, besides of
answering to common pharmacological approach of OA, revealing
similar profile to human pathology and, thereby, becoming a promising
and consistent model for TMJ-OA study.

Keywords: Nociceptive behavior, food intake, trypsin, vagotomy.
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1 INTRODUGCAO
1.1 ARTICULACAO TEMPOROMANDIBULAR

A articulagdo temporomandibular (ATM) comp&e o aparelho
estomatognatico e representa uma articulacdo diartrodial bilateral
formada pela capsula articular, disco articular, eminéncia articular,
fossa temporal e condilo da mandibula (EMBREE et al., 2011; MURPHY,
2011) (Fig. 1). Embora a ATM seja formada por articulagdes bilaterais
distintas, as mesmas nao realizam movimentos independentes, ou seja,
participam de maneira coordenada nos movimentos mandibulares
(INGAWALE; GOSWAMI, 2009).

Figura 1: Esquema anatdmico da articulagao temporomandibular.

Osso Temporal 1

Mandibula .

(1) Fossa temporal; (2) Eminéncia articular; (3) Disco articular; (4)
Capsula articular; (5) Condilo mandibular; (6) Musculo pterigoideo
lateral; (7) Compartimento superior; (8) Compartimento inferior.
Fonte: adaptado de Servier Medical Art e Murphy, 2011.

Classificada como articulagao do tipo sinovial, a ATM distingue-
se das demais articulagcOes desse grupo por apresentar as superficies
articulares revestidas por fibrocartilagem (contendo
predominantemente colageno tipo 1), e ndo por cartilagem hialina (ou
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articular) como nas demais articulages sinoviais. Tal caracteristica
permite a ATM suportar estresses mecanicos de niveis elevados, além
de possibilitar uma reparacdo e remodelacdo mais efetiva das
superficies articulares (ISHIDA; YABUSHITA; ONO, 2013; RANDO;
WALDRON, 2012).

As principais fun¢des da ATM estdo relacionadas com os
movimentos de fala, degluticdo e mastigacdo. Assim, esta articulagdo
revela-se uma das mais complexas e usadas do corpo humano
(INGAWALE; GOSWAMI, 2009). Devido sua importancia funcional, o
estudo das patologias que acometem tal articulacdo é frequente na
literatura médica, a fim de melhor compreender a etiologia e
estabelecer tratamentos mais eficazes para as doengas que acometem
a ATM (RANDO; WALDRON, 2012).

Em estudo anatdmico visual, radiografico e com tomografia
computadorizada da ATM de ratos, Orset (2013) verificou que ha
poucas diferengas anatdmicas entre a ATM desses animais e de
humanos, sendo estas somente na angulagdo com o plano sagital (150°
contra 125° em humanos) e com o plano transversal (140° contra 180°
em humanos). Além disso, observou-se a auséncia de eminéncia
articular na fossa temporal. Desta forma, o estudo da ATM e suas
patologias em ratos revela-se uma alternativa vidvel e confidvel, em
termos anatomo-funcionais.

1.2 FISIOANATOMIA DA ATM
1.2.1 Disco Articular

O disco articular encontra-se no interior da capsula articular
dividindo a mesma em compartimento superior (ou supradiscal) e
compartimento inferior (ou infradiscal). Estrutura fibrocartilaginosa
biconcava, o disco articular, juntamente com os ligamentos articulares,
auxilia nos movimentos mandibulares, protegendo as superficies
articulares do atrito e estresse excessivos (TOMAS et al., 2006).

No sentido anteroposterior, o disco articular apresenta uma
zona anterior, uma zona intermediaria (mais delgada e avascular) que
acompanha o condilo mandibular durante os movimentos prevenindo
danos articulares, e uma zona posterior. Juntamente com sua camada
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retrodiscal superior e inferior e estruturas vasculares e nervosas da
regido, a zona posterior forma a zona bilaminar que apresenta
importante papel na manutencdo fisiolégica e funcional do disco
articular (FILHO; PEGO; FERREIRA, 2010; TOMAS et al., 2006).

A regido inferior do disco articular estd sujeita a 3,3 vezes mais
chances de alteracdes degenerativas quando comparada a regido
superior do mesmo. Dessa forma, o compartimento inferior e o céndilo
mandibular estdo mais propensos a episédios degenerativos quando ha
uma patologia desse grau instalada na ATM (SHAFFER et al., 2014).

Ainda, o desarranjo interno do disco articular, ou seja, quando o
mesmo assume uma posicao anormal em relagdo ao coOndilo
mandibular e a eminéncia articular, causando dor e limitagdo dos
movimentos mandibulares, estd entre as patologias mais comuns que
afetam a ATM (FARRAR; MCCARTY, 1979; STEGENGA et al., 1993).

1.2.2 Membrana Sinovial

A membrana sinovial da ATM reveste vdrias estruturas intra-
articulares dessa articulacdo, com excecdo da cartilagem articular da
eminéncia articular, fossa e condilo mandibular e disco articular
(NOBLE, 1973; PIETTE, 1993; POIGNONEC et al., 1990). Formada por
duas camadas, a membrana sinovial apresenta uma camada conjuntiva
superficial denominada camada intima, que esta apoiada sobre uma
segunda, mais densa e vascularizada, a camada subintima. Formada
por tecido conjuntivo frouxo, a camada subintima é densamente
vascularizada e inervada. Ja a camada intima apresenta esparsas fibras
coldgenas envoltas por matriz extracelular, apresentando de um a
quatro estratos de células com intensa atividade metabdlica e
capacidade regenerativa apds trauma. A camada intima pode ser
diferenciada em dois tipos celulares principais: células A e células B
(DIJKGRAAF et al., 1996b).

A membrana sinovial, juntamente com o liquido sinovial, exerce
um papel importante de manutencgao da fisiologia e fungdo normais da
ATM. Ela é responsavel pela nutricdo e remocdo dos produtos
metabdlicos dos condrdcitos da cartilagem articular, além de produzir
os componentes do fluido sinovial. O fluido ou liquido sinovial consiste
de um dialisado do plasma sanguineo que, através de capilares
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fenestrados da camada subintima, atinge a camada intima, onde sdo
adicionados outros componentes ao fluido (DIJKGRAAF et al., 1996a).
Acido hialurdnico, proteoglicanos, glicosaminoglicanas e glicoproteinas
sdo alguns dos componentes adicionados. Estes sdo sintetizados e
excretados pelas células B da camada intima. Contudo, as células da
camada A sdo responsaveis pela eliminagdo de produtos de degradagéo
do liguido sinovial que preenche o espago articular (DIJKGRAAF et al.,
1996a; DIJKGRAAF et al, 1996b).

1.2.3 Sistema muscular e Biomecanica da ATM

Para que os movimentos mandibulares acontecam, é necessaria
a participagao de um conjunto de musculos localizados na cabega, face
e cervical. A biomecanica estd relacionada diretamente com a
interagao entre musculos, estruturas articulares e elementos dentais.
Dessa forma, os movimentos mandibulares e seus componentes ativos
podem ser classificados em cinco eventos principais: movimento de
rotacdo e translagdo (elevacdo e depressio da mandibula),
lateralidade, protrusdo e retrusao.

e Elevagao e depressao mandibular

O movimento de abertura (depressdao da mandibula) inicia com a
rotacdo do condilo (em torno do eixo da articulagdo) até uma abertura
maxima de 20 mm. Apds, o movimento de abertura da boca continua
concomitante com o movimento de translagdo (movimento latero-
lateral para anterior) até atingir a abertura maxima (em torno de 35 a
45 mm), acompanhado pelo disco articular. Os musculos participantes
desse evento s3o os pterigoideos laterais, principalmente, com a
participacdo dos musculos digastrico, génio-hioideo e milo-hioideo
(ALOMAR et al., 2007; MADEIRA, 2001).

Assim como o movimento de depressao, a elevagdao mandibular
(fechamento da boca) apresenta tanto o movimento de rotacdo quanto
de translagdo. Estes movimentos sdao acompanhados pelo disco
articular em uma dire¢do anteroposterior, tendo também participacdo
dos musculos masseter, temporal e pterigoideo medial (KOOLSTRA,
2002; SHAFFER et al., 2014).
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e Lateralidade, protrusao e retrusao mandibular

No movimento de lateralidade o céndilo se desloca lateralmente
com o auxilio do musculo pterigoideo lateral. Na lateralidade
mandibular, a guia canino é a referéncia para o movimento, pois se a
mandibula desloca-se para o lado direito, ha contato dessa guia no
referido lado, configurando o lado de trabalho. J4 o lado esquerdo nao
apresentard (em condi¢des normais de oclusdo) contato da guia
canino, configurando-se como lado de balanceio (MADEIRA, 2001).

O movimento de protrusao mandibular tem como referéncia a
guia incisivo, ou seja, nesse tipo de movimento a ATM movimenta-se
anteriormente até que ocorra o contato dos incisivos superiores e
inferiores em condi¢des normais de oclusdo. Neste movimento ha a
participagao ativa dos musculos pterigoideos laterais. J4 no movimento
de retrusdo mandibular, a ATM recebe a¢do dos musculos digdstrico e
porgdo posterior do temporal, principalmente, para retornar a posicdo
de repouso ou de oclusdo central (MADEIRA, 2001).

1.2.4 Inervagao da ATM

Em ratos, estudos tém demonstrado que a ATM desses animais
possui terminagdes nervosas sensitivas e autondmicas inervando a
membrana sinovial (capsula articular), a por¢do anterior e posterior do
disco articular, ligamentos articulares e peridsteo do coéndilo
mandibular (ICHIKAWA et al., 1989; KIDO et al., 1991, 2001; UDDMAN
et al., 1998).

Utilizando-se de um marcador neuronal retrégrado (TB, do inglés
“True Blue”), Uddman e colaboradores (1998) mostraram que os
corpos celulares das terminagGes nervosas da ATM de ratos sdo
provenientes, na sua maioria, do ganglio trigeminal e ganglio cervical
superior e, um numero moderado desses corpos celulares localiza-se
nos ganglios: ético, nodoso, esfenopalatino, estrelado e no ganglio da
raiz dorsal em nivel de segunda a quinta vértebra cervical (de C2 a C5).

As terminagdes sensoriais sdo descritas, basicamente, como
terminagGes nervosas livres compostas por fibras do tipo C (fibras
amielinicas, com didmetro menor que 1 um) e A (fibras mielinicas com
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diametro entre 1 e 3 um) (ICHIKAWA et al., 1990) e estdo relacionadas
com a mediacdo de sensacBes dolorosas e/ou proprioceptivas
(ICHIKAWA et al., 1989; ICHIKAWA 1990). Estudos imuno-histoquimicos
revelaram a presenca de neuropeptideos nas terminacdes nervosas
livres - substancia P (SP) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP) - tanto na ATM de humanos (ALSTERGREN et al., 1995) quanto
de ratos (CARLESON et al., 1997; ICHIKAWA et al., 1990; SHINODA et
al., 2003).

Além da funcdo aferente, a inervagdo sensorial nociceptiva da
ATM apresenta uma funcdo eferente, a qual consiste na liberacdo de
neuromediadores, mediadores do processo inflamatorio,
neuropeptideos, aminodacidos excitatorios e fatores de crescimento nos
tecidos articulares (ALSTERGREN et al., 1995; CAIRNS; SESSLE; HU,
2001). Em casos patoldgicos, como na artrite temporomandibular, por
exemplo, essa liberagdo de neuropeptideos é alterada (ALSTERGREN et
al., 1995; CARLESON et al., 1997).

A ATM de ratos apresenta, ainda, inervagao autondmica
composta tanto por fibras simpaticas (em maior numero e
provenientes de corpos celulares alojados nos ganglios cervical
superior e estrelado) quanto parassimpdticas (em menor contingente e
provenientes do ganglio oOtico e nodoso). Essas terminagGes
autondmicas encontram-se, principalmente, circundando pequenos
vasos sanguineos e na capsula articular e tém como principal fun¢do a
regulagdo da vasomotricidade (vasoconstricdio e vasodilatagdo)
(ICHIKAWA et al., 1989; UDDMAN et al., 1998).

O neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo intestinal vasoativo (VIP)
sdo utilizados como marcadores para fibras simpaticas e
parassimpdticas, respectivamente. Assim, estudos com estes
marcadores demonstraram a presencga de fibras auton6micas na ATM
tanto de ratos (CARLESON et al., 1997; ERVOLINO, 2009; ICHIKAWA et
al., 1989, 1990; UDDMAN et al., 1998) quanto de humanos
(ALSTERGREN et al., 1995). Ainda, esses neuropeptideos também tém
sua liberacdo alterada em estados patoldgicos, participando do
processo inflamatério através de sua liberagdo concomitante com
neuropeptideos das terminacdes nervosas livres. Sabe-se que o NPY
tem seus niveis aumentados, concomitantemente com a SP, em
doencas inflamatérias da ATM em humanos, quando comparado a
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doengas degenerativas do complexo articular em questdo
(ALSTERGREN et al., 1995).

e Nocicep¢ao e ATM

As fibras do tipo C comp&em no total em torno de 52.8% da
inervacdo da ATM. Classificadas como fibras tipo C polimodais (C- POLI:
39,4%) e ainda fibras C mecanonociceptoras de alto limiar - do inglés,
“high threshold mechanonociceptor (HTM)” - (C-HTM: 12,1%). Fibras
polimodais apresentam maior sensibilidade as substancias quimicas
ditas algdgenas produzidas e liberadas durante o processo inflamatdrio
gue aumentam a excitabilidade dos nociceptores (como por exemplo a
bradicinina) . As fibras A8 compdem 47,2% da inervagdo da articulagdo.
Divididas entre fibras A8 polimodais (A8-POLI: 36,4%) e/ou fibras A&
mecanonociceptoras de alto limiar (AS-HTM: 12,1%). Dessa forma, as
unidades polimodais s3ao predominantes e representam 75,8% da
inervacdo da ATM, o que poderia explicar porque reagdes inflamatdrias
podem evocar respostas dolorosas facilmente no complexo
temporomandibular (TAKEUCHI; TODA, 2003; TAKEUCHI et al., 2004).

O nervo trigémeo (quinto par de nervos cranianos) apresenta
trés ramos: oftdlmico, maxilar e mandibular. Seu ganglio abriga a maior
parte dos corpos celulares de neurbnios nociceptivos primarios que
inervam a ATM (ERVOLINO, 2009; UDDMAN et al., 1998). O complexo
trigeminal apresenta-se dividido em nucleos: mesencefalico (Me5),
supratrigeminal (Su5), principal (Pr5), motor (Mo5) e espinal (Sp5). O
Sp5 é subdividido ainda em trés subnucleos: oral (Sp50), interpolar
(Sp51) e caudal (Sp5C) (MASCARO et al.,, 2008; PAXINQOS, 1994). O
subndcleo espinal caudal normalmente é considerado uma extensdo do
corno dorsal da medula espinal e, como este, também apresenta uma
divisdo laminar (MASCARO et al., 2008; SESSLE, 2006).

As informagdes nociceptivas faciais e da ATM sdo transmitidas
ao Sp50 e Sp5l, mas principalmente ao Sp5C, com evidéncias
apontando para esse subnucleo como sendo a principal estrutura
responsavel pelo processamento da informacdo nociceptiva (MASCARO
et al., 2008; SESSLE, 1999; SESSLE, 2006; TSAI et al., 1999; WANG et al.,
2012; YAMAZAKI et al., 2008). Neurdonios desse subnucleo expressam
mais receptores associados a nocicepgdo, tais como: neurocinina 1
(NK1), N-metil-D-aspartato (NMDA), opioides, serotoninérgicos (5-HT),
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acido gama-aminobutirico (GABA); quando comparados a neurdnios
das regiGes mais rostrais do nucleo trigeminal espinal (CAIRNS, 2010).

Os neuronios do Sp5C podem ser classificados como de ampla
faixa dindmica (do inglés “wide dynamic range” — WDR), podendo
receber impulsos ndo sé de fibras C e A6 de pequeno didmetro
(respondendo a estimulos nocivos), mas também de fibras de maior
didametro ndo relacionadas com estimulos nociceptivos. Ou ainda como
neurdnios nociceptivos especificos (do inglés, “nociceptive-specific (NS)
neurones”), os quais recebem impulsos de fibras Ad ou C de pequeno
diametro que respondem somente a estimulos nocivos (SESSLE, 2000,
2006; YAMAZAKI et al., 2008).

As informagBes nociceptivas faciais e da ATM sdo transmitidas
ao Sp5l, mas principalmente ao Sp5C, com evidéncias apontando para
esse subnucleo como sendo a principal estrutura responsavel pelo
processamento da informacdo nociceptiva (MASCARO et al., 2008;
SESSLE, 1999; SESSLE, 2006; WANG et al., 2012; YAMAZAKI et al.,
2008). Neurdnios desse subnulcleo expressam mais receptores
associados a nocicepgdo, tais como: neurocinina 1 (NK1), N-metil-D-
aspartato (NMDA), opioides, serotoninérgicos (5-HT), acido gama-
aminobutirico (GABA); quando comparados a neurdOnios das regides
mais rostrais do nucleo trigeminal espinal (CAIRNS, 2010). Os neurdnios
do Sp5C podem ser classificados como de ampla faixa dindmica (do
inglés “wide dynamic range” — WDR), podendo receber impulsos ndo so
de fibras C e A5, mas também de fibras de maior didametro nao
relacionadas com estimulos nociceptivos (SESSLE, 2000; YAMAZAKI et
al., 2008).

Estudos demonstram, ainda, que o Sp5C possui projecdes
nervosas de segunda ordem para outras estruturas, como talamo e
cortex cerebral. Além disso, a informagdo nociceptiva que atinge o
Sp5C estd sujeita a modulagbes por projecGes de outros ntcleos que
constituem o sistema enddgeno de modulagdo da dor (SESSLE, 1999;
SESSLE 2006). Sabe-se que a substancia cinzenta periaquedutal (PAG)
age de maneira inibitéria sobre o Sp5C, diretamente ou através da area
rostral ventromedial do bulbo (RVM). O RVM também pode agir
diretamente sobre o Sp5C ou, ainda, através de projecdes localizadas
no locus coeruleus (LC) (MORGAN; GEBHART, 2008). Estudos ainda
relatam conexdes com outros nucleos da via descendente inibitdria,
como: o nucleo do trato solitario (NTS), a area caudal ventrolateral do
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bulbo (CLVM), nucleo reticular ventral (NRV) e ndcleo parabraquial
(PBN) (TAVARES et al., 1996; TAVARES; LIMA, 1994; TAVARES; LIMA,
2002; YAMAZAKI et al., 2008; ERVOLINO, 2009).

Alguns eventos podem sensibilizar as terminacdes nervosas
livres da ATM e acionar mecanismos periféricos e, consequentemente,
sensibilizar neurdnios do Sistema Nervoso Central (SNC) pertencentes
as vias ascendentes de dor. Uma sobrecarga excessiva das estruturas
articulares pode desencadear dor por estimulacgdo de fibras
mecanonociceptoras, bem como aumentar a liberacdo de mediadores
inflamatérios (fator de necrose tumoral alfa [TNF-a] e interleucinas, em
particular) e neuropeptideos (como CGRP e SP), ou ainda, levar a
episodios de hipoxia (CAIRNS, 2010; KANEYAMA et al., 2005a).

A inflamagdo aumenta a pressdo intra-articular e, quando esta
excede a pressao de perfusao capilar, induz a hipdxia localizada. A
mitigacdo desse evento leva a producdo de radicais livres de oxigénio
que promovem a degrada¢do do acido hialurénico, prejudicando a
viscosidade do fluido sinovial e aumentando, assim, o estresse
mecanico da articulacdo, extrapolando a capacidade de remodelacdo
adaptativa da mesma e, dessa forma, agravando o quadro
degenerativo (MILAM, 1998; TANAKA et al., 2008).

O quadro inflamatério promove a liberagdo de citocinas proé-
inflamatédrias que contribuem na degeneracdo da cartilagem. Estas por
sua vez, auxiliam na liberagdo de varios outros compostos proé-
nociceptivos, como: serotonina, leucotrienos B4, prostaglandina E,
(PGE;), bradicinina, histamina, glutamato e trifosfato de adenosina
(ATP) (CAIRNS, 2010). Estes componentes mostraram-se excitadores de
nociceptores da ATM e do Sp5, além de desencadearem dor em
modelos animais (CAIRNS et al., 2001; FLAKE; GOLD, 2005; OLIVEIRA et
al., 2005; TAKEUCHI et al., 2001; TAKEUCHI et al., 2004).

1.3 NERVO VAGO

Décimo par dos nervos cranianos, o nervo vago emerge do sulco
lateral posterior do bulbo (de onde se originam as fibras eferentes do
nervo) e, através do forame jugular, inerva autonomicamente (como
elemento do Sistema Nervoso Parassimpatico) a regido tordacica e
abdominal. Possui dois ganglios de onde se originam as fibras
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sensitivas, o ganglio superior (ou jugular) e o ganglio inferior (ou
nodoso) (MACHADO, 2000).

A descri¢do anatémica vagal tem sido feita em diversas espécies,
principalmente em ratos, e se assemelha a anatomia humano do nervo.
Dessa maneira, o nervo vago apresenta dois ramos, o ramo cervical e
toracico e o ramo abdominal. Deste ultimo, a por¢do subdiafragmatica
é dividida em ramo subdiafragmatico ventral e dorsal. A porcdo
subdiafragmatica ventral acompanha longitudinalmente a superficie
ventral do es6fago e da origem aos ramos hepatico, celiaco acessorio e
gastrico anterior. Todavia, a por¢do subdiafragmatica dorsal separa-se
em ramo celiaco e ramo gastrico posterior (BERTHOUD; NEUHUBER,
2000; PRECHTL; POWLEY, 1985; PRECHTL; POWLEY, 1990) (Fig. 2).

Figura 2: Esquema anatOmico da porgdao subdiafragmatica do
nervo vago e seus ramos no rato.

Diafragma <

» Porgdo Subdiafragmatico
vagal ventral

Ramo Hepatico

Porgdo Subdiafragmatico » Ramo Cellaco acessério

vagal dorsal
> Ramo Gastrico anterior

Ramo Celiaco dorsal <——

Estémago

> Porgéo ventral
> Porgao dorsal

Fonte: adaptado de Prechtl, 1990.

As aferéncias vagais que inervam o trato gastrointestinal (TGl),
envolvidas no controle de secre¢do, motilidade e sensibilizagdo imune
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do mesmo, podem ser ativadas de trés maneiras: 1) diretamente pela
abertura de canais i6Gnicos nos terminais nervosos; 2) por
sensibilizagdo, que normalmente envolve um episédio de
hiperexcitabilidade aferente, seja por estimulos quimicos ou
mecanicos; 3) e pela alteracdo do ambiente ou fendtipo das fibras
aferentes, através da manipulacdo da expressdo de canais, mediadores
e receptores ou de seus ligantes e sitios de ligagdo (KIRKUP et al.,
2001).

Os aferentes vagais possuem uma ligacdo estreita com o sistema
imune. Respostas a enfermidades (incluindo hiperalgesia e dor) sdo
provocadas por estimulos patogénicos nas visceras. Produtos de
patdgenos, como o lipolissacarideo (LPS), ativam células imunes e estas
secretam mediadores (citocinas proé-inflamatdrias). Esses mediadores
ativam os aferentes vagais do ramo hepatico da porgao
subdiafragmatica do nervo vago, de maneira direta ou de maneira
indireta através de paraganglios vagais. Uma vez sensibilizado, o nucleo
do complexo vagal dorsal ativa neurdnios de segunda ordem no NTS,
responsdvel pela ativacdo de vias de respostas imunes a infecgbes
(ativacdo do eixo hipotaldmico-pituitario-adrenal) (GOEHLER et al.,
2000; VAN DER ZANDEN et al., 2009).

Ainda, na revisdo de van der Zanden (2009) relata-se outra
possivel forma de participacdo do nervo vago no controle da
inflamacdo através da ativacdo de receptores nicotinicos em
macréfagos. O estimulo do nervo vago (componente do sistema
parassimpdtico e consequentemente classificado como parte do
sistema colinérgico) proporciona um reflexo anti-inflamatodrio
colinérgico durante episddios inflamatdrios. A liberagdo de acetilcolina
inibe a liberacdo de citocinas por macréofagos de maneira direta,
através da ativagdao do receptor nicotinico de acetilcolina a7 expresso
na superficie dessas células.

1.3.1 Nervo Vago e nocicepgao

Os mecanismos pelos quais a estimulagdo do nervo vago modula
a nocicep¢dao ainda nado sdo claros. No entanto, estudos vém
demonstrando as vias pelas quais esse nervo desempenha func¢do
facilitatéria ou inibitéria da dor (BOHOTIN et al., 2003; RANDICH;
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GEBHART, 1992). Exemplo do exposto sdo estudos em ratos
demonstrando que o efeito analgésico decorrente da ativacdo do nervo
vago parece depender da intensidade de estimulagdo de fibras C. Ou
seja, estimulacdo de baixa intensidade de aferentes vagais cervicais
facilita o reflexo nociceptivo, como em movimentos de abertura bucal
e no teste de retirada de cauda (do inglés, “tail flick”). Contudo,
estimulacdo de alta intensidade promove a inibicdo do reflexo
nociceptivo nessas duas situagdes citadas (REN et al., 1988).

A transmissdo sensorial dos aferentes viscerais vagais até
centros superiores do SNC é sustentada pelo NTS, uma vez que este se
revela como uma ponte entre o sistema autonOmico e o sistema
sensorial. O estimulo deste nucleo pode produzir antinocicepgao. Desta
forma, suas projecdes neurais de segunda ordem para outros nucleos
do SNC participam de uma rede efetiva no controle da dor, a via
descendente inibitéria (para revisdo, ler Millan, 2002). Dentre as
conexdes realizadas pelo NTS estdo o hipotalamo, PBN, PAG e nucleos
monoaminérgicos do tronco cerebral: o LC (origem de neurdOnios
noradrenérgicos) e nucleo da rafe (cujos neurénios sdo em sua maioria
serotoninérgicos) (BERTHOUD; NEUHUBER, 2000; CLAVIER, 1979;
DUBNER; REN, 2004; JANIG et al., 2000; MILLAN, 2002).

A estimulagao vagal em modelos animais corrobora o papel do
nervo vago em eventos nociceptivos. Por exemplo, a estimulagdo
cardiopulmonar de aferentes vagais é capaz de modular a resposta
neuronal a estimulos nocivos de calor e elétricos na polpa dental
(BOSSUT; MAIXNER, 1996). Ainda, a estimulacdo fisiologica de
aferentes vagais pela expansao de volume vascular inibiu a transmissao
nociceptiva pulpar (TAKEDA et al.,, 2002). Verificou-se que a
estimulacdo do nervo vago foi capaz de modular a atividade de
neurdnios do Sp50 e ativar vias noradrenérgicas e serotoninérgicas e,
dessa maneira, inibir a transmissdo nociceptiva pulpar (TANIMOTO et
al., 2002). Ainda, a estimulacdo vagal reduziu comportamentos
nociceptivos em modelos de nocicepcdo orofacial induzida por
formalina (BOHOTIN et al., 2003).

Estudos com vagotomia (sec¢do do nervo vago), principalmente
com a porg¢do subdiafragmatica do mesmo em ratos, tém demonstrado
a relagdo entre aferéncia vagal e nocicep¢do. A vagotomia
subdiafragmatica foi capaz de reduzir o limiar mecéanico de retirada de
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pata em ratos (KHASAR et al., 1998a), bem como aumentar a
hiperalgesia desencadeada pela bradicinina (KHASAR et al., 1998b).

Em modelos inflamatérios da ATM induzidos por dleo de
mostarda, a vagotomia cervical foi capaz de impedir a reducdo de Fos-
LI induzida por morfina no Sp5 de ratos (BEREITER et al., 2002). Em
modelo de inflamag¢do da ATM induzida por adjuvante completo de
Freund (CFA), o procedimento de transec¢do do ramo vagal cervical foi
capaz de reduzir limiares de resposta frente ao estimulo térmico de frio
e mecanicos, e a estimulacdo elétrica do mesmo foi capaz de inibir a
resposta nociceptiva de neurdnios do subnucleo caudal do trigémeo
(YAMAZAKI et al., 2008).

Com as evidéncias citadas acima, a manipulagdo vagal revela-se
um alvo consistente no estudo da dor e de novas formas de analgesia.
Corroborando sua relagdo com a ATM e centros da via descendente
inibitéria da dor, novas formas de modula¢do do nervo vago podem
constituir ferramenta farmacoldgica de promissor uso clinico.

1.4 DESORDEM TEMPOROMANDIBULAR

Em 1996, a Associacdo Americana de Pesquisa Odontoldgica
(AADR — do inglés, “American Association of Dental Research”)
reconheceu que toda condicdo que desencadeia desarranjo da funcdo
fisiolégica normal da ATM, musculos mastigatérios e estruturas
musculoesqueléticas associadas, pode ser classificada como um
subgrupo de dores craniofaciais, sendo denominada de Desordem
Temporomandibular (DTM) (SCRIVANI; KEITH; KABAN, 2008; SHAEFER
et al.,, 2013). Estas desordens temporomandibulares podem levar a
danos na mastigacdo e/ou outra fun¢do oral, dor aguda ou crénica,
prejuizo a interacdo social ou capacidade de trabalho, ou seja,
detrimento da qualidade de vida do paciente (AADR REPORTS, 1996;
GREENE, 2010).

Estima-se que no minimo 10% da populacdo adulta e 50% da
populagdo idosa é afetada por algum tipo de dor orofacial (MADLAND;
NEWTON-JOHN; FEINMANN, 2001). Ainda, estudos epidemiolégicos
sugerem que 25% da populagdo pode apresentar algum sintoma de
DTM (DE KANTER et al., 1993) e que 10% dela (com idade acima de 18
anos) convive com episddios de dor na regido temporomandibular
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(EGERMARK; CARLSSON; MAGNUSSON, 2001; LERESCHE, 1997). No
entanto, deste percentual, apenas uma pequena parcela de individuos
procura tratamento (MURPHY, 2011), e destes pacientes com quadros
de dor temporomandibular que buscam tratamento, 80 a 90% sao
mulheres (CAIRNS, 2010; SCRIVANI; KEITH; KABAN, 2008). Embora haja
varias razbes para as diferencas relacionadas ao sexo, a mais
sustentada é a participagdo de hormonios sexuais femininos na dor
musculo-articular facial. A flutuacdo dos niveis hormonais antes e
durante do ciclo menstrual influencia na percepc¢do dolorosa de
mulheres (ABUBAKER; HEBDA; GUNSOLLEY, 1996; LANDI et al., 2005;
LERESCHE et al., 2003), bem como os niveis de estradiol e progesterona
durante o ciclo estral em ratas (FISCHER et al., 2008; TORRES-CHAVEZ
etal., 2012).

Com o avango nas pesquisas envolvendo as DTMs, uma melhor
compreensdo da etiologia dessa condicdo foi possivel. As causas da
DTM podem ser consideradas multifatoriais, incluindo fatores
biolégicos, sociais, emocionais, ambientais e cognitivos que, em
conjunto, contribuem para o aparecimento dos sinais e sintomas das
DTMs (DE LEEUW, 2008; SCRIVANI; KEITH; KABAN, 2008). A Tabela 1
traz a classificacdo das DTMs.



Tabela 1: Classificagdo das DTMs.

Desordens Articulares
Congénitas ou de desenvolvimento

Desordens de desarranjo interno de disco
Desarranjo com redu¢do
Desarranjo sem redugdo

Perfuragdo

Desordens articulares degenerativas
Inflamatérias: capsulite, sinovite, poliartrites (artrite reumatoide, artrite
psoridtica, espondilite anquilosante, sindrome de Reiter, gota).
Nao-inflamatorias: osteoartrite
Trauma
Contusdo
Hemorragia intracapsular
Fratura
Hipermobilidade temporomandibular
Luxagdo articular
Subluxagdo

Deslocamento

Hipomobilidade temporomandibular
Trismo
Fibrose pos-tratamento de radiagdo
Anquilose

Infecgdes

Neoplasias

Desordens dos misculos mastigatérios
Dor miofacial

Mialgia local

Miosite

Mioespamos

Contratura miofibrotica

Neoplasia

Fonte: adaptado de Scrivani, 2008.
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Uma abordagem multifatorial e individual revela-se imperativa
para um correto diagndstico da DTM. O diagndstico diferencial deveria
incluir desde exames para causas de dor facial de principios
odontogénicos (carie, doenca periodontal ou endodoéntica, maloclus&o)
e/ou ndo-odontogénicos (tumores, neuralgia do trigémeo, sindromes
de dores de cabeca, doencas sistémicas e/ou autoimunes, diabetes)
para se excluir quaisquer desordens com origens diferentes das DTMs e
qgue acometem o aparelho estomatognatico (SCRIVANI; KEITH; KABAN,
2008).

Os sinais e sintomas de DTMs, apesar de apresentarem grande
variabilidade, diferem de acordo com manifestacdes aguda e/ou
cronicas. Nas DTMs ditas agudas, os principais sinais e sintomas
observados sdo: sons articulares (estalidos, crepitacdo); alteracdo e
limitagdo de movimentos mandibulares; dor, rigidez e perda de forga
muscular na ATM e estruturas adjacentes (incluindo cabeca, pescoco e
ombros); e zumbidos e otalgia (DE BONT; DIJKGRAAF; STEGENGA, 1997,
DURHAM, 2008). Em DTMs ditas cronicas, os sintomas apresentam,
ainda, altera¢des mais pontuais do SNC, adicionando ao quadro
doloroso que se torna mais amplo e persistente: disturbios do sono,
depressdo, fadiga cronica, decréscimo de produtividade e prejuizos
psicossociais (AUVENSHINE, 2000).

Ainda, individuos com DTM exibem sintomas de
hiperexcitabilidade do SNC. Dessa forma, uma grande porcentagem dos
pacientes apresenta alguma comorbidade condizente com essa
abrangente sensibilizacdo central, sendo associada a DTM (CAIRNS,
2010; SHAEFER et al., 2013; YOUNGER et al., 2010). Estudos tém
demonstrado a relacdo e prevaléncia de varias comorbidades
coexistentes com DTM em humanos, onde o desenvolvimento destas
comorbidades revela-se mais comum apds a instalagdo de alguma DTM
(HOFFMANN et al., 2011; KORSZUN et al., 1998; SHAEFER et al., 2013).

1.5 OSTEOARTRITE

Entre as patologias que acometem a ATM, a doenca articular
degenerativa ou osteoartrite constitui-se a mais comum (TANAKA et
al., 2008). Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, 10% da
populagdo mundial acima de 60 anos sofre de algum tipo de dor
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associada a OA, sendo, por esta razdo, considerada uma doenca
relacionada a idade (NELSON et al.,, 2014; SANO et al.,, 2007; WHO,
2003). Ainda, entre géneros, sua prevaléncia apds os 65 anos revela-se
de 60% em homens e 70% em mulheres (SARZI-PUTTINI et al., 2005),
sendo considerada uma das principais doengas articulares que leva a
instalacdo de dor cronica e prejuizo da funcgdo articular (BEYREUTHER;
CALLIZOT; STOHR, 2007).

N3o ha consenso sobre o fator predisponente primario da OA na
ATM (MOHAN et al., 2011), apresentando origem idiopatica na maioria
dos casos (DE BONT; DIJKGRAAF; STEGENGA, 1997; SARZI-PUTTINI et
al., 2005). Contudo, devido a sua etiologia multifatorial, pode resultar e
ter sua progressao acelerada por traumas, infecgdes, disturbios
metabdlicos, estresse mecanico e cirurgias articulares prévias (DE
LEEUW, 2008; MOHAN et al., 2013; STRASSLE et al., 2010). Os pacientes
normalmente relatam dor e limitagdo nos movimentos mandibulares e
desvio da mandibula para o lado afetado. Além disso, também ha
presenca de ruidos articulares (crepitagdo) e sensibilidade aguda a
palpacdo (DIJKGRAAF et al., 1996b; MACHON et al., 2011; SCRIVANI et
al.2008). Dessa forma, o tratamento da OA normalmente tem por
finalidade aliviar os sintomas de dor e/ou melhorar a fun¢do articular
(BEYREUTHER et al., 2007).

Ao contrario da artrite reumatoide, a OA caracteriza-se por
possuir origem ndo-inflamatéria. Ainda, as alteragGes morfoldgicas
acometem, também, o osso subcondral e ndo somente a cartilagem
articular. Esta sofre abrasdo e erosdo, enquanto aquele apresenta
remodelacdo e esclerose o¢ssea (com formagdo de ostedfitos)
(GUINGAMP et al., 1997; TANAKA; DETAMORE; MERCURI, 2008) (Fig.
3). A area atingida pela osteoartrite apresenta, também, fibrilacdo da
superficie cartilaginosa, perda de volume e proliferagao de condrdcitos
(incapazes de sintetizar matriz de qualidade) (CEVIDANES et al., 2010;
HASHIMOTO et al., 2008). As alteragGes dsseas ocorrem precocemente
e perduram até os estagios mais tardios da OA (BOYD et al., 2005).
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Figura 3: Representagdo esquematica das alteragdes morfoldgicas provocadas
por doenga inflamatdria e degenerativa em complexos articulares.

Articulacao normal Artrite' Reumatoide Osteoartrite

O envolvimento do osso subcondral, com formagdo de ostedfitos e
consequente remodelagdo déssea sdo caracteristicas da osteoartrite. Fonte:
adaptado de Servier Medical Art.

Quando o equilibrio homeostatico de condrécitos da cartilagem
articular é rompido, ou seja, quando os eventos de catabolismo e
anabolismo sdo alterados, ha instalacdo de desordem do tipo
osteoartritica na articulagdo (HASHIMOTO et al., 2008). Normalmente
esse processo é acompanhado pela instalagdo de alteragdes
inflamatérias secundarias no liquido sinovial e detrimento da
biomecanica articular e do disco articular (DE BONT; DIJKGRAAF;
STEGENGA, 1997).

Estudos tém demonstrado diferengas morfolégicas associadas
com severidade e duragdo da dor em pacientes com OA em
comparagdo com pacientes assintomaticos (CEVIDANES et al., 2010;
KIM et al., 2012). Além disso, a avaliacdo da ATM de pacientes com OA
revelou a expressdo de citocinas pro-inflamatérias (interleucina -1, -2, -
12p35, -12p40, -17; fator de necrose tumoral —a e —; e interferon
gama [IFNy]) e sua relagdo com a patogenia (HONDA, 2011; VERNAL et
al., 2008), e o mesmo foi mensurado em camundongos (NEDAJ et al.,
2011) e em ratos (LAl et al.,, 2006), demonstrando semelhanga na
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expressdo de tais citocinas. Ainda, varios mediadores inflamatdrios e
metaloproteinases tém sido relacionados como possiveis marcadores
da OA temporomandibular (PGE,; éxido nitrico sintase induzida [iNOS];
ligante ativador do receptor para fator nuclear kappa B [NF-kB]
[RANKL]; osteoprotegerina; metaloproteinase-2 e -9; e agrecanase-1 e -
2) (HASHIMOTO et al., 2008; KANEYAMA et al., 2005b; KUBOTA et al.,
1998; TANAKA et al., 2001; YOSHIDA et al., 2005).

Sugere-se que a OA temporomandibular apresenta quatro
estagios. A fase inicial ou estagio de reparagdo é caracterizado pela
proliferacdo de condrdcitos, aumento na sintese de componentes da
matriz extracelular (CME) e da sintese de DNA. Os eventos dessa fase
sdo mediados, principalmente, por fatores de crescimento e
conseguem compensar a degradacdo da cartilagem. Esta fase pode
manter-se assintomatica durante anos (DIJKGRAAF et al., 1995;
HAWKER et al., 2008).

A segunda fase ou estagio precoce apresenta a sintese de CME
excedida pela sintese e atividade de proteases (responsaveis por sua
degradacdo), dando inicio a cascata de degeneracdo e perda da
cartilagem. Nesse estdgio observa-se inicio de irregularidades na
superficie da cartilagem com a trama de coldgeno mostrando sinais de
desorganizacdo (DIJKGRAAF et al., 1995). Nessa fase a dor é previsivel,
normalmente desencadeada por algum episddio especifico, como uso
da articulagdo (HAWKER et al., 2008).

A terceira fase ou estdgio intermedidrio caracteriza-se pela falha
na sintese dos CME e manutenc¢do do aumento da atividade e sintese
de proteases, com progressao da degradagdo cartilaginosa. A fibrilagao
(com intensa desorganizacdo das fibras colagenas), degeneracdo e
necrose de condrécitos e aumento de fibras elasticas estdo presentes
nesse estdgio. Ainda, desarranjo interno do disco articular pode
acontecer devido a presenca de uma superficie articular irregular e ndo
mais lisa. Além disso, a membrana sinovial pode apresentar-se
hipervascularizada e hipertrofica ou fibrdtica. Clinicamente pode haver
manifestacdo de sintomas dolorosos mais constantes e limitacdo de
movimentos mandibulares; as atividades diarias comecam a ser
afetadas (DIJKGRAAF et al., 1995; HAWKER et al., 2008).

J4 a quarta fase ou estagio tardio da OA mostra-se com
progressiva degradacao dos CME e atividade de proteases, necrose de
condrdécitos mais pronunciada e completa desorganizagio e
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desintegracdo da rede de colageno. Contudo, a sintese de proteases
pode ser reduzida se a cartilagem articular apresentar-se
extremamente fina e/ou quase destruida por completo (resultando na
chamada OA residual). Clinicamente, verifica-se dor macgante constante
caracterizada por imprevisiveis episddios curtos de dor intensa, que
levam o paciente a exaustdo; e detrimento dos movimentos
mandibulares como principais sintomas, podendo, ainda, ocorrer
desarranjo do disco articular e perfuracdo do mesmo, levando a ruidos
articulares. No caso de OA residual da fibrocartilagem articular, os
sinais e sintomas podem cessar nessa fase (DIJKGRAAF et al., 1995;
HAWKER et al., 2008).

1.6 ABORDAGEM FARMACOLOGICA DAS DESORDENS
TEMPOROMANDIBULARES

As DTMs podem apresentar estagios agudos e cronicos. Assim, a
terapia farmacoldgica revela-se como coadjuvante no tratamento
dessas disfungdes, tendo como principal objetivo o alivio da dor, o
conforto e a reabilitacdo do paciente, desde que componha um
programa mais amplo de tratamento (como acompanhamento
fisioterdpico, cirurgico e manutencdo odontoldgica) (DIONNE, 1997;
HERSH et al, 2008). Como as DTMs apresentam carater de
sensibilizacdo central além de eventos periféricos, a abordagem
farmacolégica pode envolver desde analgésicos e anti-inflamatdrios
ndo-esteroidais (AINES) (farmacos de primeira escolha), até farmacos
com ac¢do no SNC. Sendo assim, continua-se dependendo de um
diagnéstico diferencial no que tange as DTMs e uma avaliagdo
individualizada do paciente para indicagao da melhor terapia, levando-
se em consideracdo os possiveis efeitos adversos, téxicos, possivel
dependéncia e desfecho desejado (LIST et al., 2003).

No tratamento da OA a terapia farmacoldgica apresenta um
papel paliativo devido a natureza cronica dessa patologia. O objetivo é
a redugdo da dor, a manuteng¢do ou melhora da mobilidade articular e
reducdo do prejuizo funcional, mas ndo a promoc¢do da remissdo ou
paralizagdo da doenca (BOBACZ, 2013; HERSH et al., 2008; MACHON et
al., 2011; COMBE et al, 2004). Ndo ha um “padrdo ouro” em relacdo ao
tratamento farmacolégico da osteoartrite.
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Dessa forma, segundo a Sociedade Internacional de Pesquisa da
Osteoartrite (do inglés, “Osteoarthritis Research Society International —
OARSI”), a abordagem farmacolégica da OA, assim como em DTMs
cronicas, inicia com analgésicos como paracetamol nos estagios iniciais
da doencga, seguido de AINES seletivos ou ndo-seletivos via oral ou
tépicos (Uteis para pacientes com problemas gastrointestinais),
podendo abranger o uso de capsaicina tdpica e inje¢do intra-articular
de corticosteroides (BLOCK, 2014; MCALINDON et al., 2014). Estas
abordagens citadas sdo considerados agentes de “acdo rapida” no
controle da dor da OA (BOBACZ, 2013).

Ainda, tratamento envolvendo o uso oral de diacereina, sulfato
de condroitina e glicosamina, bem como injecao intra-articular de acido
hialurénico sdo utilizados como agentes de “acdo lenta” (BOBACZ,
2013). Contudo, o sulfato de condroitina e glicosamina ndo apresentam
resultados satisfatérios em relacdo a efeito analgésico e
condroprotetor, principalmente em pacientes com OA de joelho e
quadril (WANDEL et al., 2010).

Segundo a OARSI, o uso de opioides e antidepressivos pode
compor o quadro de farmacos para tratamento da dor na OA. Indicados
nos casos de OA com ou sem comorbidades associadas e como op¢ao
de tratamento caso as abordagens iniciais ndo tenham resposta. O
antidepressivo dual duloxetina é o mais citado para terapia, bem como
opioides ditos fracos, como tramadol e codeina, que normalmente sdo
associados a algum AINE ou analgésico, como paracetamol (BLOCK,
2014; MCALINDON et al., 2014; MCCARBERG et al., 2013).

1.6.1 Corticosteroides

Corticosteroides sdo farmacos de poderosa acdo anti-
inflamatéria que podem ser administrados tanto oralmente, em
injecOes intra-articulares ou topicamente no tratamento de DTMs
(ALSTERGREN et al., 1996; KOPP et al., 1991; WENNEBERG et al., 1991).
Apresentam eficdcia no controle da dor da OA em humanos, por meio
de aplicagdo intra-articular (BJORNLAND et al., 2007) ou administracdo
via oral de baixas doses de corticoides (ABOU-RAYA et al., 2014). Em
ratos os corticoides também tém demonstrado eficdcia no controle da
dor em modelos de ATM (KERINS et al.,, 2005) e em modelos
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ortodonticos (HAN et al.,, 2010). Ainda, observou-se controle na
liberacdo e producdo de mediadores inflamatérios em modelo de
inflamacdo na ATM de coelhos (SWIFT et al., 1998a).

Sua eficacia deve-se a multipla acdo dessa classe de farmacos,
pois modulam, por meio da sintese de proteinas que promovem a
inibicdo da enzima fosfolipase A,, a producdo de PGs e leucotrienos e,
ainda, modulam a atividade e numero de células pré-inflamatdrias
(como eosindfilos, linfécitos, basdéfilos e macréfagos) e citocinas
(interleucinas, TNF-a, fatores de adesdo celular), além de aumentar a
sintese de fatores anti-inflamatérios como IL-10 e anexina-1 (HERSH et
al., 2008; RANG et al., 2011).

A limitagdo para o uso de corticosteroides como terapia de DTM
e OA é o uso crénico e seus efeitos adversos. A injecdo intra-articular
frequente pode desencadear destruicdao da cartilagem, infecgdes e
progressdo da doenga, devendo ser indicada para casos mais severos. A
terapia oral também apresenta limitagdes, uma vez que o uso continuo
por mais de duas semanas pode levar a elevagdo dos niveis de glicose
sanguinea, osteoporose (pela diminuicdo da atividade de osteoblastos
e aumento da ativacdo de osteoclastos), aumento dos riscos a
infeccbes (reducdo da atividade de resposta imunolégica inata e
adquirida) e supressdo do eixo hipotalamico-pituitaria-adrenal (efeito
de retroalimentacdo negativa, resultando em liberagdo reduzida de
glicocorticoides enddgenos) (DIONNE, 1997; HERSH et al., 2008; RANG
et al., 2011).

1.6.2 Opioides

Opioides sdao considerados farmacos mais poderosos no controle
da dor. Ativam receptores opioides acoplados a proteina G
principalmente por meio de proteinas Gi/Go, promovendo redugdo da
liberagcdo de neurotransmissores e da atividade sinaptica (RACHINGER-
ADAM et al., 2011). Os receptores opioides, na sua maioria, distribuem-
se pelo SNC e apresentam eficacia analgésica comprovada em
patologias que envolvem a ATM, como na OA tanto em humanos
(BELTRAN et al., 1998; LIST et al., 2001; THORNE et al., 2008) quanto
em ratos (ALVAREZ et al., 2003; BEREITER et al., 2000; BONJARDIM et
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al., 2009; CHANDRAN et al., 2009; COMBE et al., 2004; HARTWIG et al.,
2003; NAGASE et al., 2012; VONSY et al., 2009).

Na tentativa de minimizar os efeitos colaterais dos opioides,
tem-se investigado o papel de seus receptores periféricos amplamente
expressos por neurdnios sensoriais primarios. O receptor kappa foi
encontrado na ATM de ratos e sua ativagdo mostrou-se efetiva no
controle da dor e do processo inflamatdrio nesta articulacdo,
promovendo controle do extravasamento plasmatico e migracdo
neutrofilica (ARTHURI et al., 2005; CHICRE-ALCANTARA et al., 2012).
Contudo, em estudo da OA temporomandibular em humanos, a inje¢ao
intra-articular de morfina ndao demonstrou relevancia clinica no
controle da dor segundo os pesquisadores (LIST et al., 2001).

O uso de opioides para dores cronicas ndo-cancerosas divide
opinides. O uso cauteloso para este fim atribui-se aos efeitos adversos
de dependéncia e tolerancia desses farmacos, principalmente
(DIONNE, 2001). Desse modo, a maioria dos tratamentos faz uso de
opioides fracos com associagdao a algum analgésico ou AINE, como é o
caso da codeina e do tramadol (THORNE et al., 2008), conhecidos pela
eficdcia analgésica e efeitos colaterais diminuidos (entre eles
dependéncia e constipac¢do), sendo a primeira escolha, dentro dessa
classe de farmacos, na terapia das DTMs.

1.6.3 Anti-inflamatorios nao-esteroidais

AINES s3o farmacos de primeira escolha no tratamento de
DTMs. Devido sua acdo inibidora sobre enzimas cicloxigenases (COX),
principalmente em nivel periférico, tém sua ag¢do analgésica e anti-
inflamatdria no bloqueio da cascata de acido araquidénico (AA) e,
consequentemente, da producdo de prostanoides e leucotrienos
(ambos com agdo pro-inflamatoria). Dessa forma, tanto AINES ndo-
seletivos (inibem as duas isoformas da COX: a cicloxigenase-1 [COX-1] e
cicloxigenase-2 [COX-2]), quanto AINES seletivos para COX-2 (os
coxibes) (HERSH et al., 2008; TA; DIONNE, 2004) sdo utilizados na
terapia farmacoldgica das DTMs, incluindo OA. Estudos tém
demonstrado a presenga de PGE, no liquido sinovial de pacientes com
DTM e OA (ALSTERGREN; KOPP, 2000; AMIN et al., 1997; VOS et al.,
2013, 2014), assim, o uso de AINES no controle da produgdo de
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prostaglandinas (PGs), para modular a dor e inflamagdo, revela-se
medida farmacoldgica util.

A COX-1 é dita constitutiva e participa da protecdo da mucosa
gastrica, funcdo renal e funcdo plaquetaria. Ja a COX-2 é expressa
constitutivamente em muitos tecidos, incluindo o SNC, rins e ossos
(VANEGAS; SCHAIBLE, 2001). Contudo, também se faz presente de
forma indutiva apds injurias teciduais, contribuindo para o processo
inflamatoério e hiperalgesia (SAXENA; RAMACHANDRAN, 2005). Dessa
maneira, os AINES ndo-seletivos tém seu uso crénico limitado no
tratamento das DTMs devido, principalmente, a formacdo de lesdes
gastrointestinais (DIONNE, 1997). Além disso, o uso continuo de
coxibes tem sido relacionado com aumento nos riscos de acidentes
cardiovasculares (SOLOMON et al., 2005).

Estudos comparando agdo analgésica do naproxeno e celecoxibe
(AINE ndo-seletivo e seletivo para COX-2, respectivamente) mostraram
eficacia no controle da dor comparados com placebo em pacientes com
DTM, no entanto, ndo houve diferenga entre eles (DEEKS et al., 2002;
TA; DIONNE, 2004). Ambos o AINES, celecoxibe e naproxeno, também
foram eficazes em reduzir episédios dolorosos em pacientes com OA
de joelho em anadlise durante seis meses, contudo os farmacos ndo
apresentaram diferenca entre eles (ESSEX et al.,, 2012). Estes
compostos mostraram resultados positivos, também, em modelos de
OA em joelho (NAGASE et al.,, 2012), reduzindo comportamentos
nociceptivos em ratos. Contudo, os estudos com coxibes apontam para
uma “fraca eficacia” em relacdo ao controle da dor em comparagao
com placebos, sendo que os resultados seriam sensiveis, na verdade,
aos delineamentos dos estudos (BJORDAL et al., 2004).

O acetaminofeno (denominagdo americana) ou paracetamol
(denominagdo europeia) foi introduzido no mercado ha varias décadas,
mas até hoje seu mecanismo de a¢do permanece incerto. FaArmaco com
acao antipirética e analgésica de eficadcia comprovada revela fraca agao
anti-inflamatéria, contudo, entre os AINES, apresenta a menor
incidéncia de efeitos colaterais (HOGESTATT et al., 2005) e é um dos
farmacos de primeira escolha do tratamento da dor da OA
(MCALINDON et al., 2014). Seu uso pode ser isolado ou em combinagdo
com AINES e opioides, apresentando resultados no tratamento de
dores leves a severas (JOZWIAK-BEBENISTA; NOWAK, 2014).
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O paracetamol mostrou-se eficaz no controle da dor em
pacientes com OA de joelho e quadril (STAM et al., 2012; TOWHEED et
al., 2006; ZHANG et al., 2004) e também na melhora da fungdo articular
(SHEN et al., 2006). Em estudo comparando a eficacia do paracetamol
com o naproxeno durante seis ou doze meses, ambos os farmacos
foram capazes de reduzir a dor, mas sem apresentar diferenca quanto
a eficécia entre os grupos, em pacientes com OA de joelho e/ou quadril
(TEMPLE et al., 2006). Em ratos, o farmaco foi capaz de reduzir o
didametro do joelho e aumentar a mobilidade dos animais, além de
diminuir a expressdo de c-Fos em nivel espinal em modelo de artrite
induzida por carragenina (ARUN et al., 2013).

1.6.4 Antidepressivos

Antidepressivos tém sido usados para controle da dor nos
ultimos trinta anos. Seus efeitos analgésicos independem do seu efeito
antidepressivo devido as baixas doses necessarias para se obter o
desfecho analgésico (DIONNE, 1997). Antidepressivos inibem a
recaptacdo de noradrenalina (NA) e/ou serotonina ou a a¢do da enzima
monoaminoxidase (inibidores da MAO - IMAOs), aumentando a
concentracdo dessas aminas na fenda sindptica e permitindo contato
mais prolongado desses neurotransmissores com seus receptores pos-
sinapticos (COLUZZI; MATTIA, 2005; HERSH et al., 2008). Atribui-se a
acdo analgésica desses farmacos a esse aumento da viabilidade de NA e
5-HT na fenda sindptica (participagdo no sistema descendente inibitério
da dor), a ativacdo dos sistemas opioidérgicos enddgenos, a acdo em
receptores de adenosina, inibicdo de receptores NMDA e nicotinicos,
agindo tanto central quanto perifericamente (MICO et al., 2006;
SAWYNOK et al., 2001; SAWYNOK, 2003).

Assim, segundo a literatura médica, o uso de antidepressivos é
indicado em casos de dor cronica ndo-maligna, quando outros
medicamentos falharam ou, ainda, se o paciente apresenta depressdo
como comorbidade associada a DTM (DIONNE, 1997). Os
antidepressivos mais utilizados na terapéutica de dores cronicas sdo os
antidepressivos triciclicos (ADTs) e inibidores seletivos da recaptagdo
de 5-HT (ISRS). Contudo, a analgesia proporcionada pelos ISRS é menos



46

consiste do que a analgesia proporcionada pelos ADTs (MCDERMOTT et
al., 2006).

Doses de amitriptilina de 25, 50 e 75 mg produziram analgesia
em quadros de dor orofacial cronica (SHARAV et al.,, 1987) e em
pacientes com DTM caracterizada por dor cronica (PLESH et al., 2000;
RIZZATTI-BARBOSA et al., 2003). Em modelos animais a amitriptilina
também se mostrou agente analgésico eficaz. Foi capaz de reduziu a
dor em modelo de OA em joelho de ratos nas doses de 3, 10 e 30
mg/kg no 142, 212 e 282 dia apods inje¢cdo de MIA (IVANAVICIUS et al.,
2007).

Para tratamento da dor relacionada a OA em humanos, os
antidepressivos duais sao os mais indicados. Entre eles, a duloxetina é
indicada para tratamento de OA com ou sem comorbidades associadas,
principalmente depressdo (BLOCK, 2014; MCALINDON et al., 2014). Em
modelo de OA induzida por MIA em joelho de ratos, o antidepressivo
dual milnaciprano demonstrou efeitos antinociceptivos tanto na fase
dita precoce, quanto na fase tardia do modelo (BURNHAM;
DICKENSON, 2013).

1.7 TRIPSINA E RECEPTORES PAR-2

As serino-proteases sdo encontradas em altos niveis no TGl e,
além de sua funcdo de degradacdo e/ou digestdo de proteinas,
também desempenham um papel de moléculas de sinalizacdo através
da regulagdo de fungdes celulares pela ativagdo de receptores
acoplados a proteina G (GPCRs — do inglés, “G protein-coupled
receptors”). Estes receptores ativados por proteases (PARs - do inglés,
“protease-activated receptors”) compreendem o maior grupo de
receptores no sistema de mamiferos (MACFARLANE et al., 2001;
VERGNOLLE, 2004). As proteases clivam o receptor PAR, promovendo a
formagdo de uma nova porgdao N-terminal, que por sua vez age como
um ligante. Esta nova porc¢do interage com a segunda alga extracelular
do receptor clivado, ativando os segmentos transmembrana do
receptor PAR, desencadeando uma cascata de segundos-mensageiros
no interior da célula e alterando a fungdo celular (MIIKE et al., 2001;
ZHAOQ et al., 2014).
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Dentre as serino-proteases, cita-se a tripsina. Produzida pelas
células acinares do péncreas, esta enzima é secretada no lumen do
intestino (duodeno), cuja principal funcdo é a degradagdo de proteinas
da ingesta alimentar. Em condigdes fisioldgicas normais, pouca tripsina
ativa é secretada pelo pancreas, sendo o tripsinogénio (forma inativa
da tripsina) o principal produto excretado pelo 6rgdo em questdo
(DERY et al., 1998). Ha, pelo menos, trés genes distintos da tripsina em
humanos: tripsina | e Il e mesotripsina (a tripsina IV é uma variacdo da
mesotripsina) (OSSOVSKAYA; BUNNETT, 2004). Atualmente, o principal
uso da tripsina é na preparagdo de cultura de queratindcitos
epidérmicos ou para divisdo de células cultivadas in vitro (MEYER-
HOFFERT et al.,, 2004). Além disso, sabe-se que a tripsina ndo é
exclusiva do ambiente do TGI, pois também pode ativar receptores PAR
apos sua liberagdo por células cancerosas (DERY et al., 1998; LAM et al.,
2012).

Atualmente sdo conhecidos quatro membros da familia dos
receptores PAR: PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4. Sabe-se que os
receptores PAR-1, PAR-3 e PAR-4 s3o ativados pela protease trombina
(KWONG et al., 2010). A tripsina, por sua vez, ativa receptores do tipo
PAR-2 e PAR-4, e ainda receptores PAR-1 (MIIKE et al., 2001). Contudo,
para ativagao deste ultimo, doses mais elevadas da protease sdo
necessarias (MEYER-HOFFERT et al., 2004). A tripsina pancreatica
constitui-se o agonista mais potente de receptores PAR-2 (DERY et al.,
1998). A tripsina é capaz de ativar eosindfilos em humanos, modulando
a liberacdo de mediadores inflamatdrios (MIIKE et al., 2001); em ratos
foi capaz de ativar queratindcitos induzindo a proliferagao e inflamagao
epidérmica (MEYER-HOFFERT et al., 2004). Ainda, estudo conduzido em
ratos demonstrou a relagdo da tripsina e ativacdo de receptores PAR-2
na ATM, revelando que o agonismo da protease no referido receptor
induz quadro de alodinia mecanica e promove aumento de
extravasamento plasmatico e influxo de neutrdéfilos (DENADAI-SOUZA
et al.,, 2010).

Receptores PAR-2 sdo expressos em humanos no TGlI,
leucdcitos, endotélio, figado, osteoblastos, sistema nervoso, rins e
pulmdo. J& em ratos, sdo encontrados principalmente em neurénios,
TGI, leucécitos e rins (VERGNOLLE et al., 2001b; MACFARLANE et al.,
2001). Sabe-se que as isoformas do receptor PAR-2 em humanos e
camundongos compartilham 83% de similaridade, diferindo na
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sequéncia do ligante N-terminal: SLIGKV para humanos e SLIGRL para
camundongos (MACFARLANE et al., 2001). Esses peptideos sintéticos
mimetizam a acdo de agonistas PAR-2, com o diferencial de ndo se
fazer necessaria a clivagem do receptor para sua ativacdo (DERY et al.,
1998; VERGNOLLE et al., 2001b). Acredita-se que os receptores PAR-2
tenham funcdo proé-inflamatoéria, como mediadores da nocicepgdo, e
qgue exercam um efeito protetivo de mucosa no TGl (KNECHT et al.,
2007). Podem ainda ser ativados pela triptase secretada por mastdcitos
em resposta a estimulos inflamatérios (DERY et al., 1998; KWONG et
al., 2010).

Sobre sua participagdao em eventos nociceptivos, os receptores
PAR-1 e PAR-2 estao presentes em terminagdes nervosas sensoriais,
onde sua ativacdo tem participacdo substancial na liberacdo de
neuropeptideos (como CGRP, SP e, possivelmente, neurocinina A —
NKA) nessas terminac¢des. Esses neuropeptideos teriam colaboragdo na
formagao do edema pela vasodilatagdo provocada pelos mesmos no
endotélio, devido ao aumento da permeabilidade vascular (VERGNOLLE
et al., 2001b; OSSOVSKAYA; BUNNETT, 2004). 65% dos neurdnios no
ganglio da raiz dorsal de ratos expressam receptores PAR-2
(OSSOVSKAYA; BUNNETT, 2004). A ativacdo de receptores PAR-2
também pode culminar na estimulagdo de vias nociceptivas centrais,
gracas a excitacdo de neurdnios espinais que modulariam a
hiperalgesia observada apds administracdo de agonistas PAR-2
(KNECHT et al., 2007; STEINHOFF et al., 2000). Ainda, os neurdnios
nociceptivos poderiam ser indiretamente sensibilizados pela ativagdo
de receptores PAR-2, pois estes podem estimular outras células (células
inflamatérias, endoteliais, entre outras) que promovem a liberacdo de
mediadores inflamatdrios (citocinas, prostaglandinas, serotonina, etc.)
e a consequente sensibilizagdo da terminagdao nervosa nociceptiva,
possivelmente desencadeando o evento de hiperalgesia (KWONG et al.,
2010; VERGNOLLE et al., 2001b).

1.7.1 Tripsina e Nervo vago
A possivel relagao existente entre tripsina e nervo vago pode

ser sustentada pela presenca dos principais receptores ativados por
essa protease nas terminagdes nervosas aferentes desse nervo no TGI.
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Receptores PAR-2 estdo localizados nos terminais periféricos de
aferentes mesentéricos e mioentéricos (onde ha o estabelecimento de
sinapses simpaticas e parassimpaticas, respectivamente) (KONG et al.,
1997). Receptores PAR-1 e PAR-4 também podem ser encontrados em
neurdnios mioentéricos. Trombina, tripsina e triptase induzem, de
maneira direta, a despolarizacdo lenta e prolongada desse plexo
nervoso, acompanhado por aumento na excitabilidade de suas
terminag¢Ges nervosas (GAO et al., 2002).

A tripsina regula enterdcitos através da clivagem de receptores
PAR-2 na membrana apical dessas células. Tal evento promove a
formacao de inositol-trifosfato e mobilizagao intracelular de célcio, o
que leva a liberagdo de AA e consequente formagao de PGE, e
prostaglandina Fi, (PGFy,), influenciando na motilidade, secrecdo
(ambos efeitos protetivos) e neurotransmissdo do TGl (DERY et al.,
1998; KONG et al., 1997; OSSOVSKAYA; BUNNETT, 2004). Em estudo
realizado em modelo de artrite induzida por CFA em ratos, Sant'ana
(2013) verificou que a tripsina via oral foi capaz de reduzir a dor e a
inflamagdo em animais com o ramo vagal subdiafragmatico intacto,
sugerindo a ativagao de seus aferentes pela tripsina.

Em suma, a maior parte dos estudos envolvendo tripsina e
receptores PAR relatam sua interagdo com o desencadeamento de
eventos nociceptivos e inflamatérios. Todavia, havia no mercado um
farmaco cujo principio ativo era a tripsina, o Parenzyme®. Este
medicamento foi langado na década de 50 propondo uma agao anti-
inflamatodria para a protease em questdo (BARNEY, 1967; INNERFIELD;
ANGRIST; SCHWARZ, 1953), mas foi retirado de circulagdo ha alguns
anos atrds no Brasil. Contudo, na Alemanha ainda persiste uma
combinacdo de tripsina e bromelaina (Phlogenzym) no mercado de
farmacos. A literatura carece de pesquisas atuais sobre essa possivel
funcdo da tripsina. Além disso, a relagdo tripsina-vago também deveria
ser explorada para elucidar a possibilidade de interagdao entre eles e,
talvez, favorecer o desenvolvimento de novos meios analgésicos,
principalmente no tratamento de doencas articulares.

1.8 IODOACETATO MONOSSODICO COMO MODELO EXPERIMENTAL
DE OSTEOARTRITE
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Varios modelos animais tém sido usados para explorar a dor e a
inflamagcdo na ATM. Uma variedade de agentes algégenos compdem
esses modelos como: éleo de mostarda (BONJARDIM et al., 2009),
substancia P (CARLESON et al., 1996), carragenina (RODRIGUES et al.,
2006), CFA (HARPER et al., 2000, 2001; KERINS et al., 2005; KRAMER;
BELLINGER, 2013a; THUT et al.,, 2007) e formalina (ARTHURI et al.,
2005; ROVERONI et al., 2001; TING et al., 2007). LesGes osteoartriticas
podem ser geradas pela inje¢do intra-articular de substancias com ag¢ao
sobre células articulares, como interleucina-1 e TNF-a (O’BYRNE et al.,
1990), colagenase (KIKUCHI et al., 1998), papaina e iodoacetato
monossodico (MIA) (VAN DER KRAAN et al., 1989).

Em busca de um modelo rdpido e confidvel que mimetizasse a
histopatologia e sintomas associados a osteoartrite, o iodoacetato
monossodico foi descrito pela primeira vez como modelo de OA por
Kalbhen em 1987. O MIA caracteriza-se por inibir a enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH — importante enzima na
via glicolitica) e, portanto, a reagdo catalitica, resultando em
desequilibrio entre catabolismo e anabolismo dos condrécitos (COMBE
et al., 2004). Isso leva a morte dessas células, alteragdes nos
componentes da matriz extracelular (redugdo na quantidade de
proteoglicanos) (JANUSZ et al., 2001) e consequente envolvimento e
degeneracdo do osso subcondral, com instalacdo de alteragdes
nociceptivas, além das patoldgicas (CIALDAI et al., 2013; GUZMAN et
al., 2003a; IVANAVICIUS et al., 2007; POMONIS et al., 2005), em
semelhanca as lesGes osteoartriticas humanas (BARVE et al., 2007,
NAVEEN et al., 2014).

Segundo anadlise histoldgica, o MIA apresenta dois estagios. O
primeiro estagio (dito agudo) é representado e mediado pelo infiltrado
inflamatério no interior do fluido sinovial, com expansao da membrana
sinovial devido a migracdo de células inflamatérias para a regido. O
climax desse estagio parece ser no primeiro dia apds a injecao do
algégeno, e comeca a reduzir a partir do terceiro dia. No sétimo dia, a
resposta inflamatdria parece ter resolugdo quase total e espera-se ndo
mais compor a media¢do da dor, representando o segundo estagio
(dito cronico). Nesse estagio, da-se inicio a alteracdes estruturais da
articulagdo, ou seja, comprometimento do osso subcondral (BOVE et
al., 2003; COMBE et al., 2004; GUZMAN et al., 2003; JANUSZ et al.,
2001). Ainda, Rashid e colaboradores (2013) propdem a classificacdo do
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modelo MIA em duas fases: precoce (a partir da primeira semana apds
a injecdo do algogeno) e tardia (entre a 22 e a 42 semana apds injecdo
do MIA).

Ha vdérios estudos comprovando a eficacia do MIA como
modelo de OA em joelho de (AHMED et al., 2012; BOVE et al., 2003;
CHANDRAN et al., 2009; CIALDAI et al., 2013; GUINGAMP et al., 1997;
KALFF et al., 2010; KELLY et al., 2012, 2013; MOHAN et al., 2011, 2013;
MOON et al., 2012, 2013; NAGASE et al., 2012; RAHMAN et al., 2009).
Todavia, uma avaliacdo farmacolodgica do modelo de MIA como indutor
de lesdo osteoartritica na ATM, sob perspectiva de drogas mais usadas
na terapia farmacoldgica clinica para tratamento desta patologia
temporomandibular, ainda se revela necessaria, pois ndo ha estudos
abordando essa tematica.

A literatura traz trés estudos mostrando que a injeg¢do intra-
articular de MIA em compartimento inferior, com ou sem assisténcia
cirdrgica, desencadeou alteragdes histopatoldgicas e radioldgicas
associadas a OA na ATM de coelhos (CLEDES et al., 2006; DUYGU et al.,
2011; GULER et al., 2011). No entanto, seu uso em ratos é relatado
apenas por dois estudos. Wang e colaboradores (2012) avaliaram doses
crescentes do algdégeno no compartimento superior da ATM de ratos,
verificando que a dose de 0,5 mg foi capaz de induzir alteragdes nos
padrdes fisioldgicos (alteracdo molecular e degeneragdo cartilaginosa e
Ossea confirmada por avaliagdo histoldgica e radioldgica) e nociceptivos
(redugdo do limiar de retirada de cabeca), mimetizando a patologia
osteoartritica dessa articulagdo vista em humanos. Em 2013, o mesmo
pesquisador e colaboradores analisaram o papel do estrogénio neste
modelo e, constataram que o hormonio agrava a OA induzida pelo MIA
na ATM pela inducdo da apoptose de condrdcitos, sugerindo possivel
explicagdo para o dimorfismo sexual existente na OA
temporomandibular ou nas DTMs.

Portanto, revela-se importante o estudo e a validagdo
farmacolégica do modelo de OA induzido por MIA na ATM de ratos,
visto que esta espécie é a mais utilizada em estudos experimentais e
farmacoldgicos, além de apresentar grande semelhanga anatémica
(ORSET, 2013) e fisiolégica com a articulagdo humana (BARVE et al.,
2007; NAVEEN et al., 2014). Isso favorece, também, o uso desse
modelo para o desenvolvimento de novas drogas e/ou abordagens de
tratamento, controle ou modificagao da doencga.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Caracterizar e validar farmacologicamente o modelo de
osteoartrite induzida por MIA na ATM de ratos, por meio de drogas
utilizadas na clinica para tratamento da dor relacionada a OA
temporomandibular em humanos, segundo as diretrizes de tratamento
da patologia.

2.2 Objetivos especificos

- Verificar a menor dose de MIA necessdria para instauragdao de
alteragGes nociceptivas relacionadas a ATM de ratos;

- Verificar se o teste de ingesta alimentar pode ser considerado método
de avaliagdo do grau de comprometimento funcional e dor articular da
ATM apods injecao de MIA;

- Avaliar a resposta do modelo de OA induzida por MIA aos diferentes
farmacos utilizados para tratamento da patologia em humanos, bem
como a dose mais efetiva para tal;

- Avaliar o perfil de resposta farmacolégico da tripsina via oral em
modelo de osteoartrite, bem como verificar possivel relagdo de agao
envolvendo tripsina e ativacdo do nervo vago.

2.3 Hipéteses Nulas (H,)

1) MIA n3o é capaz de induzir alteragdes comportamentais
nociceptivas, bem como instaurar comprometimento articular levando
ao prejuizo dos padrdes de ingestao de alimento em ratos;

2) O modelo de OA induzida por MIA ndo responde a terapia
farmacoldgica indicada para o tratamento da osteoartrite e a tripsina
via oral;
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3) A tripsina independe da integridade do nervo vago para exercer
sua acdo farmacoldgica.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Os procedimentos experimentais foram realizados com ratos da
espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, fémeas, com idade
aproximada de trés meses e peso variando entre 180 — 230 gramas. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério Central do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina (CCB, UFSC), e
mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia ou no
Biotério do Laboratério de Neurobiologia da Nocicepgdo (LANEN) até
seu uso. Eles permaneceram sob condigdes controladas de
temperatura (21 + 1°C) e luz (ciclo claro-escuro de 12 horas), com agua
e ragao ad libitum. Os experimentos foram realizados entre 8:00 e
16:00 horas, com ambientacdo prévia dos animais a sala de
experimento por pelo menos uma hora. Esta pesquisa foi conduzida
seguindo as diretrizes éticas estabelecidos pela Associagao
Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 1983) e aprovada pelo
Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da UFSC (Protocolo:
P00723).

3.2 Drogas

As drogas utilizadas nesse projeto estdo listadas na Tabela 2,
onde estd descrito o nome do farmaco utilizado, seu laboratério e/ou
marca do distribuidor de origem, dose, via de administragdo, veiculo de
diluicdo, volume administrado e tempo de administracdo anterior ao
experimento.
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Tabela 2: Drogas utilizadas nos protocolos.

(Sigma)

Droga Doses Via de Veiculo Volume adm. Tempo de
adm. trat.
lodoacetato monossédico .
i 1;2 i.a. lucdo sali 9 I
(Siama. Brasil) 0,5 1,20u3mg i.a Solugao salina 0,9% 50 pl
:_M_HMMM”_MM, 30 ou 45 mg/kg v.0. Solugdo salina 0,9% 1ml/200¢g 30 min
Dmv”MH_MﬁMMw:m 2,5; 4,6 ou 6,9 mg/kg i.p. Solucdo salina0,9% | 0,1 ml/100g | 1he 30 min
N MC 0,4% + T
m”“wwwwﬂ_“o 30,9 ou 61,8 mg/kg V.0. M ﬂ.mmxw w80 1ml/200 g 2h
Celecoxibe . ) i
(Celebra’, Pfizer LTDA) 6,3; 12,6 ou 25,1 mg/kg v.0. CMC0,4% 1ml/200g 45 min
Sulfato de Morfina
d ] . z . o .
(Dimorf". Cristalia) 1; 2 ou 4 mg/kg i.p. Solucdo salina 0,9% | 0,1 ml/100¢g 30 min
%ﬁ:qﬁﬁ_”wmi 1,5 ou 10,8 mg/kg i.p. Solucio salina 0,9% | 0,1ml/100g | 30 min
Tripsina tipo |l obtida do
pancreas suino 0,75; 1,5; 2,95 ou 6 mg/ml Vv.0. Solugdo salina 0,9% 1ml/200 g 24 h

i.a.: intra-articular; i.p.: intraperitoneal; v.o.: via oral; adm.: administra¢do; trat.: tratamento.

*Solugdo fisioldgica de NaCl 0,9% (estéril).
**CMC: carboximetilcelulose; Tw80: Tween 80.
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3.3 Injegao intra-articular de MIA

Os animais foram anestesiados por inalagdo através de
isoflurano 2% (Isoforine®, Cristdlia) e, por meio de palpagdo, o arco
zigomdtico e o céndilo da mandibula foram localizados. A inser¢do da
agulha (30 gauge; 8 mm) foi feita logo abaixo da borda péstero-inferior
do arco zigomatico e avangada anteriormente até localizar a borda
péstero-lateral do condilo da mandibula. A injecdo de MIA foi feita em
um volume de 50 pl no compartimento superior da cdpsula articular,
bilateralmente (BONJARDIM et al.,, 2009; DO NASCIMENTO; LEITE-
PANISSI, 2014; GOMES et al., 2009; RODRIGUES et al., 2006; WANG et
al., 2012b). O sitio de injegdo foi primeiramente confirmado através da
injecdo de 50 pl do corante azul de Evans no compartimento superior
da ATM (Fig. 4) (WANG et al., 2012b).

Figura 4: Esquema do sitio e confirmacdo
dainje¢do do MIA.

Representagdo da introducdo da agulha apds palpagdo do arco
zigomatico (seta pontilhada) e localizagdo do cdéndilo mandibular
(seta amarela) e inje¢do do algdgeno no compartimento superior da
ATM do rato (circulo). Fonte: préprio autor.
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3.4 Protocolos experimentais

Os experimentos foram realizados sob condicdo de
randomizacado das drogas e a divisdo dos grupos seguiu distribuicdo de
acordo com o ciclo estral dos animais no dia do experimento. A andlise
do ciclo estral procedeu-se através de lavado vaginal com solucdo
salina estéril e posterior observacdo das células em microscopio ético
para verificacdo e classificacdo da fase do ciclo estral. Todos os
experimentos foram analisados por um Unico experimentador treinado
€ cego para oS grupos.

3.4.1 Observagdao comportamental nociceptiva

Os animais foram pré-expostos (ambientados) a caixa de
observacdo (caixas de acrilico medindo 50 X 26 X 35 cm com espelho na
parte inferior em 45°) um dia antes da injecdo do MIA, durante 15
minutos.

Apds a injecdo do MIA, de acordo com o protocolo vigente, os
animais foram submetidos a observacdo comportamental nociceptiva
(OCN) na caixa de observagdo durante 30 minutos (analise de blocos de
3 minutos), registrando-se o numero total de comportamentos
nociceptivos (em segundos com auxilio de cronémetro digital). As
sessOes experimentais foram registradas em video para posterior
analise e os comportamentos foram expressos por meio de somatério
da quantidade e/ou dos segundos despendidos em cada um. Os
comportamentos nociceptivos mensurados foram os seguintes (Fig. 5):

. Chacoalhar de cabeca: movimentos intensos e rdpidos de
chacoalhar de cabega. Para este comportamento, considerou-se a
duracdo de 1 segundo para o mesmo. Dessa forma, foi computado o
numero total de chacoalhadas de cabeca durante 30 minutos e ndo
tempo do comportamento (ARTHURI et al., 2005; BONJARDIM et al.,
2009; HARTWIG et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005; RODRIGUES et al.,
2006; ROVERONI et al., 2001).

. Cogar com a pata traseira: foi considerado o tempo em
segundos que o animal dispendia co¢cando a regido temporomandibular
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(AHN et al., 2005, 2007; BONJARDIM et al., 2009; HARTWIG et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006).

° Mastigar: foram registrados movimentos vigorosos de
mastiga¢do em segundos (ARTHURI et al., 2005; GOMES et al., 2009;
ROVERON!I et al., 2001).

. Repousar/dormir: registrou-se o tempo, em segundos,
que o animal permaneceu imoével e/ou dormiu. Aceitou-se como
caracteristica para este comportamento a posicdo em que o animal
repousasse sobre as quatro patas e a cauda estivesse completamente
sobre o chdo da caixa de observagdo (GOMES et al., 2009).

Figura 5: llustragdo dos comportamentos nociceptivos espontaneos
analisados.

Cog¢ar com a pala traseira Chacoalhar de cabega

S

- ‘5"‘1r‘_‘\

Repousar/Dormir Mastigar

‘ S //

Comportamentos analisados durante 30 minutos na caixa de
observagdo. Fonte: adaptado de Rifai, 2004.

3.4.2 Avaliagao da ingesta alimentar

Para andlise da ingesta alimentar, os animais foram separados
em caixas individuais e mantidos com agua ad libitum, mas em jejum
por 15 horas. Apds este periodo foi fornecida uma quantidade minima
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de ragdo (entre 30 e 35 gramas), pesada em balanga de precisdo, por
um periodo de 2 horas. Durante esse periodo, os animais ndo tiveram
acesso a agua. A analise da quantidade ingerida pelo animal nesse
intervalo de tempo foi feita no final das 2 horas do teste, através de
pesagem da racdo restante em balanca de precisdo e calculo da
diferenca entre a quantidade de racdo inicial e a quantidade final.

O teste de ingesta alimentar (IA) foi feito no dia 0O (anterior a
injecdo do MIA), 3,7, 14 e 21 apds a injecao do algdgeno para avaliagao
da dose mais efetiva através de curva-dose-resposta. Para tal teste, a IA
foi realizada antes do teste de OCN no Protocolo 1. Contudo, para
verificar uma possivel interferéncia do teste de IA nos comportamentos
nociceptivos, outro teste foi realizado, onde a IA foi mensurada apds os
teste de OCN, ou seja, no oitavo dia (Protocolo 2). Assim, seguiu-se a
padronizagdo do Protocolo 2 para os testes farmacoldgicos
subsequentes. Os animais individualizados em caixas, bem como os
teste de IA, realizaram-se no Biotério do LANEN, a fim de se evitar
qualquer variagdo de ambiente e ou temperatura.

3.4.3 Vagotomia subdiafragmatica

Apds anestesia com xilazina/cetamina (Sespo, Brasil) 1:1 (5
mg/kg e 90 mg/kg, respectivamente), na dose de 1,5 mg/kg
intraperitoneal, os animais foram submetidos a cirurgia de vagotomia
subdiafragmatica. A cirurgia consiste em corte transversal no
quadrante abdominal superior esquerdo, logo abaixo da primeira
costela, a fim de expor o es6fago em sua porg¢do subdiafragmatica e,
assim, exibir os ramos subdiafragmaticos do nervo vago. A porgdo
subdiafragmatica vagal ventral e seus ramos (hepatico, celiaco e
gastrico anterior), bem como a porg¢do subdiafragmatica vagal dorsal e
suas projegoes (celiaco e gastrico posterior) foram seccionados. Apds a
cirurgia os animais receberam uma Unica dose de antibidtico
(Shotapen®, Virbac) e foram injetados com MIA na ATM de trés a
quatro dias apds. Ainda, além dos grupos vagotomizados, neste
protocolo foram utilizados grupos falso-operados (sham), ou seja,
animais que passaram pelo procedimento cirdrgico, mas ndo tiveram a
porcdo subdiafragmatica vagal seccionada.
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3.5 Calculo de Extrapola¢do Alométrica

No intuito de reproduzir e verificar a eficicia das doses
farmacoldgicas utilizadas na clinica para tratamento da OA
temporomandibular, utilizou-se doses estabelecidas para humanos.
Assim, para que as doses fossem ajustadas a espécie utilizada nesse
trabalho, procedeu-se o Calculo de Extrapolagdo Alométrica (como
descrito por Pachaly, 2006).

A extrapola¢do alométrica consiste em comparagdo matematica
entre as massas de diferentes animais, colocando-os dentro do mesmo
padrdo numérico, permitindo calcular doses e frequéncias de
administracdo para diferentes espécies a partir de uma dose-referéncia
ja conhecida. Este calculo leva em consideragdo a taxa metabdlica basal
(TMB - mg kcal™), valor correspondente aos padrdes fisioldgicos
quando o espécime encontra-se em inércia. A TMB é calculada através
da massa do animal e uma constante de proporcionalidade (k) pré-
estabelecida com base em trabalhos realizados por Kleiber nas décadas
de 30 e 40, equivalente as quilocalorias utilizadas por alguma espécie
durante um periodo de 24 horas. Para mamiferos placentarios
(incluindo o homem e roedores), a constante de proporcionalidade é
K=70 (FREITAS; CARREGARO, 2013; PACHALY, 2006).

TMB =K x M

K: constante tedrica de proporcionalidade.
M: massa em kg.

Dessa forma, o calculo de extrapolagdo alométrica é composto
da TMB do animal modelo (homem) dividida pela dose total indicada
(em mg) para este e, o resultado é multiplicado pela TMB do animal
alvo (rato). Por fim, divide-se o resultado obtido pelo peso do animal
alvo e, dessa maneira, tem-se a dose total para o animal alvo em
quilogramas. A formula da extrapolagdo alométrica estd representada
abaixo.
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[DTy + TMBy] x TMB,
DTa= =mg/kg,
Pesop

DT,: dose total do animal alvo (mg/kg).

DTy: dose total do animal modelo (mg/kg).

TMB,. taxa metabdlica basal do animal alvo (mg kcal™).
TMBy: taxa metabdlica basal do animal modelo (mg kcal™).
Peso,: peso do animal alvo (kg).

3.6 Desenho experimental

O protocolo experimental geral estd representado na Figura 6.
Basicamente, pdde-se dividir o projeto em trés protocolos:

Figura 6: Desenho experimental geral.

Injecao MIA B Testlels R
armacolégicos N
Adaptagao Protocalo
-1 dia Dia0 Dia 3 Dia7 Dia8 Dia 14 Dia 21
OCN - - ++ ++a - +4+ ++
1A - ++ + A ++ 4
+ Protocolo |
#* Protocolo 2
A Protocolo 3

= Teste ndo realizado no dia

Representagdo do protocolo de 21 dias para os experimentos de CDR-MIA
(Protocolo 1) e IA apds testes de OCN (Protocolo 2); e andlise do sétimo e
oitavo dias para os experimentos CDR-farmacos (Protocolo 3).

PROTOCOLO 1: Curva dose-resposta MIA (CDR-MIA)

Em um primeiro momento, realizou-se o experimento de curva
dose-resposta para o MIA. Os testes de OCN e IA compuseram o
protocolo de 21 dias para as quatro doses testadas (0,5; 1; 2 e 3 mg),
sendo que a IA foi analisada no mesmo dia e precedendo o teste de
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OCN. O grupo controle representava a inje¢ao de solu¢do salina 0,9%
na ATM em um volume de 50 ul, bilateralmente. O mesmo animal
passou pelos dois testes.

PROTOCOLO 2: IA apds teste de OCN

Para verificar uma possivel interferéncia do teste de IA nos
comportamentos nociceptivos analisados na OCN, devido a
estimulagdo funcional da articulagdo, repetiu-se o protocolo de 21 dias,
mas desta vez com o teste de IA realizado apds o teste de OCN e
somente com a menor dose responsiva verificada no experimento CDR-
MIA, ou seja, a dose de 0,5 mg de MIA. Novamente o grupo controle
era representado pela inje¢do de solugdo salina 0,9% na articulagdo,
bilateralmente, e 0 mesmo animal era analisado em ambos os testes.

PROTOCOLO 3: Curva dose-resposta farmacos (CDR-farmacos)

Baseando-se na literatura de que o sétimo dia representaria fase
cronica do modelo de OA induzida por MIA, padronizou-se esse dia
para a realizacdo dos testes de OCN do protocolo de CDR-farmacos.
Contudo, o teste de IA foi analisado no oitavo dia, de acordo com o
Protocolo 2. Para os experimentos do protocolo em questdo, o grupo
controle era representado pela inje¢cdo bilateral de MIA (0,5 mg) na
ATM, sem nenhum tipo de tratamento. O tempo de administragao pré-
teste dos farmacos esta descrito na Tabela 2.

3.7 Andlises estatisticas

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo
(E.P.M.) ou mediana (minimo e maximo), com intervalo de confianca de
95%. As andlises estatisticas dos dados foram realizadas por meio do
programa IBM SPSS Statistics 20" ea confecg¢do dos graficos procedeu-
se por meio do programa GraphPad Prism 5°. Testes de Levene e
Shapiro-Wilk foram usados para verificar a homogeneidade de
variancia e distribuicdo dos dados, respectivamente. Sendo assim, os
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resultados que apresentaram homogeneidade de variancia e
distribuicdo normal foram analisados segundo teste de analise de
variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas (seguido do
teste de post-hoc de Bonferroni) ou de uma via (seguido de teste post-
hoc de Tukey). Os testes de Friedman de duas vias com medidas
repetidas e Kruskal-Wallis de uma via foram usados para analise de
dados ndo-paramétricos. O teste de IA foi apresentado como Média de
Winsor. Valores de p menores que 0,05 (p < 0,05) foram considerados
como indicadores de significancia.
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4 RESULTADOS

4.1 Osteoartrite induzida pelo MIA — Curva dose-resposta (Protocolo
1)

O teste de IA revelou uma reducdo na quantidade de racao
ingerida nos animais que receberam a injecdo de MIA (Fig. 7). Com
excec¢do da dose de 3 mg, as outras doses (0,5; 1 e 2 mg de MIA) foram
capazes de diminuir a ingesta alimentar a partir do 32 (p < 0,0001) dia
de maneira expressiva, seguindo este padrdo até o 212 dia se
comparado com o grupo controle (inje¢do intra-articular de solugdo
salina 0,9% na ATM, bilateralmente) (p < 0,0001). A dose de 3 mg de
MIA foi capaz de diminuir o padrdo alimentar a partir do 72 dia (p <
0,05). Os padrGes para o grupo controle comegam a retornar a sua
normalidade a partir do 142 dia, o mesmo observa-se nos grupos MIA,
contudo esse retorno refere-se ao padrao apresentado no 32 dia.

Os graficos do teste de OCN foram agrupados para melhor
visualizacgdo e comparagdo do desfecho temporal de cada
comportamento. Assim, as doses de MIA foram capazes de induzir o
comportamento de cocar com a pata traseira (Fig. 8A), aumentando o
tempo despendido pelo animal na realizagdo do mesmo (p < 0,05). Este
aumento teve inicio no 32 dia e sustentou-se até o 212 dia. O
comportamento de chacoalhar de cabeca também apresentou
aumento desde o primeiro dia do protocolo e se sustentou até o ultimo
(p < 0,05) (Fig. 8B). Apenas as doses de 2 e 3 mg foram responsivas no
32 dia, contudo a partir do 72 dia, todas as doses aumentaram
significativamente o nimero de chacoalhadas de cabega (levando-se
em consideracdo que cada chacoalhada tinha a duragdo de 1 segundo).

Ainda, todas as doses de MIA foram capazes de diminuir o
comportamento de repousar/dormir (Fig. 9A) no primeiro dia do
protocolo (p < 0,0001). No entanto, somente as doses de 0,5 e 2 mg
sustentaram essa diminuicdo no 72 dia (p < 0,0001) e, a partir do 142
dia, nenhuma das doses foi capaz de alterar esse comportamento. Por
fim, nesse protocolo, o comportamento de mastigar ndo sofreu
alteragdo significativa por nenhuma das doses durante os 21 dias de
analise (Fig. 9B).
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Figura 7: Avaliagdo temporal da ingesta alimentar do Protocolo 1.

HEl Salina MIA1mg B MIA 3 mg
MIA0,5mg B MIA 2 mg
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5.0-
451 1|
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0.0- T T T T
0 3° 7° 14° 21°

3.5 -y :

Ragéo consumida (g)

Tempo (dias)

As doses de 0,5; 1 e 2 mg de MIA na ATM foram capazes de diminuir a
quantidade de ragdo ingerida a partir do 32 dia, sustentando esta
alteragdo até o 219 dia. A dose de 3 mg de MIA apresentou diferenga
significativa apenas a partir do 72 dia. Os pontos das curvas representam a
média + E.P.M. (n= 12). *representa diferencga significativa em relagdo ao
grupo controle (salina i.a.) em cada dia da andlise (*p < 0,05; ***p <
0,0001). ANOVA de duas vias com medidas repetidas (comparagées
multiplas de Bonferroni).
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Figura 9: Perfil temporal da injecdo intra-articular de diferentes doses de MIA na ATM (Protocolo 1 — Repousar/Dormir e
Mastigar).
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As andlises para os comportamentos de repousar/dormir (A) e mastigar (B) foram realizadas durante 21 dias. As barras
representam a mediana (minimo e maximo) dos segundos despendidos pelos animais em cada comportamento durante 30
minutos (n=8). As doses estdo representadas no eixo X. * indica diferenca estatistica entre a dose de MIA e o grupo controle
(salinai.a.) em cada dia da analise (***p < 0,0001). Teste de Friedman de duas vias com medidas repetidas.
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4.2 Teste de IA apos os testes de OCN (Protocolo 2)

Para o Protocolo 2, tomou-se como padrdo a menor dose capaz
de induzir altera¢des comportamentais nociceptivas de acordo com os
resultados do Protocolo 1, ou seja, a dose de 0,5 mg de MIA.
Novamente o grupo controle foi representado pela injecdo intra-
articular de solugdo salina 0,9% em ambas as articulagdes (direita e
esquerda).

A dose de 0,5 mg foi capaz de aumentar o tempo despendido
pelos animais no comportamento de cogcar com a pata traseira,
seguindo os padrdes do teste de CDR-MIA (p < 0,05) (Fig. 10A). Esse
aumento apresentou significancia estatistica, quando comparado ao
grupo controle (salina i.a.), desde o 32 dia e se manteve até o ultimo
dia do protocolo (212 dia). O mesmo observou-se quanto ao
comportamento de chacoalhar de cabega, onde a dose de 0,5 mg de
MIA elevou o nimero de chacoalhadas no decorrer dos dias analisados
(p < 0,0001) quando comparado ao grupo controle (Fig. 10B).

Por fim, o comportamento de repousar/dormir do grupo 0,5 mg
de MIA apresentou menor duragdo no total dentro do tempo de 30
minutos em todos os dias do protocolo experimental, quando
comparado ao grupo controle (p < 0,0001) (Fig. 11A). No entanto, a
dose de 0,5 mg foi capaz de alterar o comportamento de mastigar,
levando a aumento no tempo em que o animal permaneceu realizando
essa acdo, o que ndo aconteceu no Protocolo 1 (Fig. 11B), tanto no 32
(p=0,008) quanto no 72 dia (p < 0,0001).

Em relagdo a ingesta alimentar, a dose de 0,5 mg de MIA
manteve o padrdo revelado pelo Protocolo 1, ou seja, reduziu a
quantidade de ragdo ingerida em comparagdo ao grupo controle (p <
0,05) (Fig. 12). Essa reducdo foi estatisticamente diferente em todos os
dias do protocolo.

Dessa forma, observou-se que no Protocolo 2, o tempo
despendido e/ou a quantidade (chacoalhar de cabega) dos
comportamentos apresentou médias maiores ou menores (no caso do
comportamento de repousar/dormir), além de ter essas alteracées
sustentadas durante todo o ciclo temporal desse protocolo (com
excecdo do comportamento de mastigar), quando o teste de IA foi
realizado apds os testes de OCN.
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Figura 10: Perfil temporal da injecdo intra-articular da dose de 0,5mg de MIA na ATM sem teste de |IA precedendo os testes de

OCN (Protocolo 2 — cogar e chacoalhar).
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As andlises para os comportamentos de co¢ar com a pata traseira (A) e chacoalhar de cabega (B) foram realizadas durante
21 dias. As barras representam a mediana (minimo e maximo) dos segundos despendidos pelos animais no comportamento
de cogar no grafico A e do nimero de chacoalhadas de cabega no grafico B durante 30 minutos (n= 8). * indica diferenca
estatistica entre o grupo MIA 0,5mg e o grupo controle (salina i.a.) em cada dia da analise (*p < 0,05; ***p < 0,0001). Teste

de Friedman de duas vias com medidas repetidas.
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Figura 12: Avaliagcdo temporal da ingesta alimentar (Protocolo 2).
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A dose de 0,5 mg de MIA na ATM foi capaz de diminuir a quantidade de
ragdo ingerida a partir do 32 dia, sustentando esta alteragdo até o 212
dia. Os pontos das curvas representam a média + E.P.M. (n= 10).
*representa diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (salina
i.a.) em cada dia da analise (*p < 0,05; ***p < 0,0001). ANOVA de duas
vias com medidas repetidas (comparaces multiplas de Bonferroni).
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4.3 Curva dose-resposta dos farmacos (Protocolo 3)
4.3.1 DEXAMETASONA

A administracdo de dexametasona intraperitoneal (1 h e 30 min
antes do teste de OCN) foi capaz de reduzir o tempo dos
comportamentos nociceptivos analisados (Fig. 13). As doses de 4,6 e
6,9 mg/kg (p < 0,05) reduziram o tempo e/ou o nimero de todos os
comportamentos analisados, quando comparado ao o grupo controle
(MIA + sem tratamento) e grupo veiculo (MIA + salina i.p.). Contudo, a
dose de 2,5 mg/kg apenas diminuiu os tempos dos comportamentos de
cocar com a pata traseira, mastigar (p < 0,05) e o numero de
chacoalhadas de cabeca (p < 0,0001) (Fig. 13A, D e B, respectivamente),
porém ndo elevou o tempo de repousar/dormir como as demais doses
(Fig. 13C). No teste de IA, nenhuma das trés doses testadas foi capaz de
elevar a quantidade de ragdo ingerida no oitavo dia (Fig. 13E).
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Figura 13: Efeito da dexametasona sobre os testes de OCN e IA.
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Avaliagdo do sétimo e oitavo dia, respectivamente, apds inje¢do de 0,5 mg
de MIA na ATM esquerda e direita. Nos graficos estdao representados os
grupos experimentais: controle (MIA + sem tratamento); veiculo (MIA +
salina i.p.); dexametasona 2,5 (MIA + 2,5 mg/kg de dexametasona i.p.);
dexametasona 4,6 (MIA + 4,6 mg/kg de dexametasona i.p.) e
dexametasona 6,9 (MIA + 6,9 mg/kg de dexametasona i.p.). As barras
representam a mediana (minimo e maximo) dos tempos e/ou nimero dos
comportamentos de cogar com a pata traseira (A), chacoalhar de cabega
(B), repousar/dormir (C) e mastigar (D) durante 30 minutos (n=7); e/ou
média + E.P.M. da quantidade de ragdo ingerida em gramas (E) (n=5). *
indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (*p < 0,05; ***p <
0,0001); # representa diferencga estatistica em relagdo ao grupo veiculo (# =
p < 0,05; ### = p < 0,0001). Kruskal-Wallis de uma via (ANOVA) (A, B, C e
D); ANOVA de uma via seguido do teste de post-hoc de Tukey (E).
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4.3.2 MORFINA

A injecdo intraperitoneal de morfina (30 min antes do teste de
OCN) apresentou efeito analgésico por meio da redu¢do do nimero
e/ou tempo despendido pelo animal nos comportamentos nociceptivos
analisados. Assim, as trés doses (1, 2 e 4 mg/kg) foram capazes de
reverter os comportamentos nociceptivos de cogar com a pata traseira
(p < 0,05), mastigar (p < 0,0001) e chacoalhar de cabega (p < 0,05) (Fig.
14A, B e D, respectivamente), quando comparado ao grupo controle
(MIA + sem tratamento) e grupo veiculo (MIA + salina i.p.). Ainda, a
dose de 4 mg/kg apresentou diferenca significativa em relagdo as doses
de 1 e 2 mg/kg na reducgdo do nimero de chacoalhadas de cabeca (p <
0,0001) e fui a dUnica a responder no comportamento de
repousar/dormir em relacdo ao grupo controle, aumentando o tempo
despendido pelo animal nesse comportamento (p= 0,004) (Fig. 14C).

No teste de IA, novamente as trés doses de morfina (1, 2 e 4
mg/kg — 30 min antes do teste) demonstraram diferenca estatistica
significativa, aumentando expressivamente a quantidade de ragdo
ingerida quando comparado ao grupo controle e veiculo (p < 0,05) (Fig.
14E).
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Figura 14: Efeito da morfina sobre os testes de OCN e IA.
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Avaliagdo do sétimo e oitavo dia, respectivamente, apods injecdo bilateral
de 0,5 mg de MIA na ATM. Nos graficos estdo representados os grupos
experimentais: controle (MIA + sem tratamento); veiculo (MIA + salina
i.p.); morfina 1(MIA + 1 mg/kg de morfina i.p.); morfina 2 (MIA + 2 mg/kg
de morfina i.p.) e morfina 4 (MIA + 4 mg/kg de morfina i.p.). As barras
representam a mediana (minimo e maximo) dos tempos e/ou nimero
dos comportamentos de cogar com a pata traseira (A), chacoalhar de
cabeca (B), repousar/dormir (C) e mastigar (D) durante 30 minutos (n=7
ou 6); e/ou média + E.P.M. da quantidade de ragdo ingerida em gramas
(E) (n=5). * indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (*p
< 0,05; ***p < 0,0001); # e oo representam diferenca estatistica em
relagdo ao grupo veiculo e a dose de 1 mg/kg, respectivamente (# = p <
0,05; ### e oooooo = p < 0,0001); $ indica diferenca significativa em
relacdo a dose de 2 mg/kg ($$$ = p < 0,0001). Kruskal-Wallis de uma via
(ANOVA) (A, B, C e D); ANOVA de uma via seguido do teste de post-hoc
de Tukey (E).
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4.3.3 PARACETAMOL

A administracdo de paracetamol via oral (30 min antes do teste
de OCN) foi capaz de reduzir os comportamentos nociceptivos do teste
de OCN. Contudo, somente a dose de 30 mg/kg foi responsiva para
todos os comportamentos (p < 0,05), em relagdo ao grupo controle
(MIA + sem tratamento) e grupo veiculo (MIA + salina v.0.), diferindo
estatisticamente inclusive da dose de 45 mg/kg nos comportamentos
de cogcar com a pata traseira (p < 0,0001), mastigar (p < 0,0001) e
repousar/dormir (p= 0,006) (Fig. 15A, D e C, respectivamente). Ja a
dose de 45 mg/kg reduziu somente o nimero de chacoalhadas de
cabeca (p < 0,0001) (Fig. 15B). No teste de IA, nem a dose de 30 mg/kg
ou a dose de 45 mg/kg (administradas 30 min antes do teste)
apresentou diferenca estatistica na quantidade de ragdo ingerida (Fig.
15E).
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Figura 15: Efeito do paracetamol sobre os testes de OCN e IA.
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Avaliagdo do sétimo e oitavo dia, respectivamente, apds inje¢do de 0,5 mg
de MIA na ATM, bilateralmente. Nos graficos estdo representados os
grupos experimentais: controle (MIA + sem tratamento); veiculo (MIA +
salina v.0.); paracetamol 30 (MIA + 30 mg/kg de paracetamol v.0.) e
paracetamol 45(MIA + 45 mg/kg de paracetamol v.0.). As barras
representam a mediana (minimo e maximo) dos tempos e/ou nimero dos
comportamentos de cogar com a pata traseira (A), chacoalhar de cabega
(B), repousar/dormir (C) e mastigar (D) durante 30 minutos (n=7); e/ou
média + E.P.M. da quantidade de ragdo ingerida em gramas (E) (n= 5). *
indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (***p < 0,0001);
# representa diferencga estatistica em relagdo ao grupo veiculo (#i# = p <
0,0001); « indica diferenca estatistica em relacdo a dose de 45 mg/kg
(000000 = p < 0,0001). Kruskal-Wallis de uma via (ANOVA) (A, B, C e D);
ANOVA de uma via seguido do teste de post-hoc de Tukey (E).
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4.3.4 NAPROXENO

As doses de 30,9 e 61,8 mg/kg de naproxeno via oral
administradas 2 horas antes do teste de OCN foram capazes de reduzir
somente o numero de chacoalhadas de cabeca (p < 0,05) e o tempo do
comportamento de mastigar (p < 0,0001) (Fig. 16B e D,
respectivamente). Contudo, ndo demonstraram reducdo no tempo
despendido nos comportamentos de cocar com a pata traseira ou
aumento no tempo de repousar/dormir (Fig. 16A e C(,
respectivamente). Ainda, o grupo veiculo (MIA + CMC 0,4% e Tw80
0,2%) também demonstrou diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle no tempo do comportamento de mastigar (p < 0,0001) (Fig.
16D).

Na andlise da ingesta alimentar, ambas as doses (30,9 e 61,8
mg/kg, v.0. — 2 horas pré-teste) aumentaram significativamente a
quantidade de ragdo ingerida em relagdo ao grupo controle e grupo
veiculo (p < 0,05) (Fig. 16E).
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Figura 16: Efeito do naproxeno sobre os testes de OCN e IA.
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Avaliagdo do sétimo e oitavo dia, respectivamente, apds injegao bilateral
de 0,5 mg de MIA na ATM. Nos graficos estdo representados os grupos
experimentais: controle (MIA + sem tratamento); veiculo (MIA + CMC
0,4% e Tw80 0,2% v.0.); naproxeno 30,9 (MIA + 30,9 mg/kg de naproxeno
v.0.) e naproxeno 61,8 (MIA + 61,8 mg/kg de naproxeno v.o.). As barras
representam a mediana (minimo e maximo) dos tempos e/ou nimero dos
comportamentos de cogar com a pata traseira (A), chacoalhar de cabega
(B), repousar/dormir (C) e mastigar (D) durante 30 minutos (n=7 ou 6);
e/ou média + E.P.M. da quantidade de ragdo ingerida em gramas (E) (n=
5). * indica diferencga estatistica em relagdo ao grupo controle (*p < 0,05;
***p < 0,0001); # representa diferenca estatistica em relagdo ao grupo
veiculo (# = p < 0,05; ### = p < 0,0001). Kruskal-Wallis de uma via (ANOVA)
(A, B, C e D); ANOVA de uma via seguido do teste de post-hoc de Tukey
(E). CMC: carboximetilcelulose 0,4%; Tw80: Tween 80 0,2%.
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4.3.5 CELECOXIBE

A administragdo via oral, 45 minutos antes do teste de OCN, das
doses de celecoxibe (6,3; 12,6 e 25,1 mg/kg) seguiram o mesmo padrdo
do anti-inflamatério naproxeno. Ou seja, as doses de 12,6 e 25,1 mg/kg
reduziram somente o numero de chacoalhadas de cabeca (p < 0,0001)
e o tempo do comportamento de mastigar (p < 0,05) em relagdo aos
grupos controle (MIA + sem tratamento) e veiculo (MIA + CMC 0,4%
v.0.), diferindo estatisticamente inclusive da dose de 6,3 mg/kg nesse
comportamento (p < 0,05) (Fig. 17B e D), mas ndo apresentaram
diferenga estatistica significativa quanto aos comportamentos de cogar
com a pata traseira e repousar/dormir (Fig. 17A e C). O mesmo pdde
ser observado em relacdo a dose de 6,3 mg/kg quanto a redugdo no
nuimero de chacoalhadas de cabeca (Fig. 17B) em comparagdo com os
grupos controle e veiculo, porém essa dose ndo obteve resultado
significativo em relagdo ao comportamento de mastigar,
repousar/dormir e cogar com a pata traseira (Fig. 17D, C e A,
respectivamente).

No teste de IA, as doses de 6,3; 12,6 e 25,1 mg/kg de celecoxibe
(45 min pré-teste) foram capazes de aumentar significativamente o
montante de rag¢do ingerida, mas somente em relagdo ao grupo
controle (p < 0,05) (Fig. 17E).
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Figura 17: Efeito do celecoxibe sobre os testes de OCN e IA.
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Avaliagdo do sétimo e oitavo dia, respectivamente, apds injecdo bilateral
de 0,5 mg de MIA na ATM. Nos graficos estdo representados os grupos
experimentais: controle (MIA + sem tratamento); veiculo (MIA + CMC
0,4% v.0.); celecoxibe 6,3 (MIA + 6,3 mg/kg de celecoxibe v.0.); celecoxibe
12,6 (MIA + 12,6 mg/kg de celecoxibe v.0.) e celecoxibe 25,1(MIA + 25,1
mg/kg de celecoxibe v.0.). As barras representam a mediana (minimo e
maximo) dos tempos e/ou nimero dos comportamentos de cocar com a
pata traseira (A), chacoalhar de cabega (B), repousar/dormir (C) e mastigar
(D) durante 30 minutos (n=7 ou 6); e/ou média + E.P.M. da quantidade de
ragdo ingerida em gramas (E) (n= 5). * indica diferenga estatistica em
relagdo ao grupo controle (*p < 0,05; ***p < 0,0001); # e o representam
diferenca estatistica em relagdo ao grupo veiculo e a dose de 6,3 mg/kg de
celecoxibe, respectivamente (# e oo = p < 0,05; ### e cocooo = p < 0,0001).
Kruskal-Wallis de uma via (ANOVA) (A, B, C e D); ANOVA de uma via
seguido do teste de post-hoc de Tukey (E). CMC: carboximetilcelulose
0,4%.
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4.3.6 AMITRIPTILINA

O antidepressivo triciclico amitriptilina, nas doses de 1,5 e 10,8
mg/kg (i.p.), administrado 30 minutos antes do teste de OCN foi capaz
de reduzir o tempo despedindo pelos animais no comportamento de
cogar com a pata traseira, mastigar e o nimero de chacoalhadas de
cabeca (p < 0,05) quando comparado aos grupo controle (MIA + sem
tratamento) e veiculo (MIA + salina) (Fig. 18A, D e B, respectivamente).
No entanto, a dose de 1,5 mg/kg aumentou o tempo de
repousar/dormir, mas apenas em compara¢do com o grupo veiculo (p=
0,027). J& a dose de 10,8 mg/kg, além de aumentar o tempo de
repousar/dormir em comparagdo com os grupos controle e veiculo,
ainda diferiu estatisticamente da dose de 1,5 mg/kg nesse
comportamento (p < 0,0001) (Fig. 18C).

No teste de IA, a administragdo das doses de 1,5 e 10,8 mg/kg de
amitriptilina (i.p.; 30 min pré-teste) aumentou significativamente a
quantidade de ragao ingerida pelos animais, em comparagao com o
grupo controle e grupo veiculo (p < 0,05) (Fig. 18E).
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Figura 18: Efeito da amitriptilina sobre os testes de OCN e IA.
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Avaliagdo do sétimo e oitavo dia, respectivamente, apds injecdo bilateral
de 0,5 mg de MIA na ATM. Nos graficos estdao representados os grupos
experimentais: controle (MIA + sem tratamento); veiculo (MIA + salina
i.p.); amitriptilina 1,5 (MIA + 1,5 mg/kg de amitriptilina i.p.) e amitriptilina
10,8 (MIA + 10,8 mg/kg de amitriptilina i.p.). As barras representam a
mediana (minimo e maximo) dos tempos e/ou numero dos
comportamentos de cogar com a pata traseira (A), chacoalhar de cabeca
(B), repousar/dormir (C) e mastigar (D) durante 30 minutos (n=7); e/ou
média + E.P.M. da quantidade de ragdo ingerida em gramas (E) (n=5). *
indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (*p < 0,05; ***p
< 0,0001); # e o representam diferenca estatistica em relagdo ao grupo
veiculo e a dose de 1,5 mg/kg de amitriptilina i.p., respectivamente (# = p
< 0,05; ### e cocooo = p < 0,0001). Kruskal-Wallis de uma via (ANOVA) (A, B,
C e D); ANOVA de uma via seguido do teste de post-hoc de Tukey (E).
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4.3.7 TRIPSINA

No teste de OCN, a administragdo de tripsina via oral (Unica
administracdo 24 horas antes do teste), nas doses de 1,5; 2,95 e 6
mg/kg, reduziu significativamente o tempo do comportamento de
cogar com a pata traseira (p < 0,0001), mastigar (p < 0,05) e o nimero
de chacoalhadas de cabeca (p < 0,05) em comparagdo com 0s grupos
controle (MIA + sem tratamento) e veiculo (MIA + salina) (Fig. 19A, D e
B, respectivamente). J& a dose de 0,75 mg/kg de tripsina, diferiu
estatisticamente dos grupos controle e veiculo somente no
comportamento de cogar com a pata traseira (p < 0,0001), reduzindo o
tempo deste comportamento (Fig. 19A), mas em relagdo ao numero de
chacoalhadas de cabeca, esta dose foi estatisticamente diferente
somente do grupo controle (Fig. 19B) (p=0,001).

Quanto ao comportamento de repousar/dormir, todas as doses
aumentaram significativamente o tempo desse comportamento, mas
somente em comparagdo com o grupo controle (p < 0,05) (Fig. 19C).
Ainda, a dose de 2,95 mg/kg foi estatisticamente diferente da dose de
0,75 mg/kg no comportamento de chacoalhar de cabega (p= 0,003) e
mastigar (p= 0,015) (Fig. 19B e D). Da mesma forma, a dose de 6 mg/kg
apresentou diferencga significativa quando comparada a dose de 0,75
mg/kg no comportamento de mastigar (p < 0,0001) (Fig. 19D).

As doses de 0,75; 1,5 e 6 mg/kg aumentaram significativamente
o montante de ragdo ingerido pelos animais no oitavo dia (p < 0,05) em
relacdo aos grupos controle e veiculo (Fig. 19E).
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Figura 19: Efeito da tripsina sobre os testes de OCN e IA.
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Avaliacdo do sétimo e oitavo dia, respectivamente, apds injegdo bilateral
de 0,5 mg de MIA na ATM. Nos graficos estdo representados os grupos
experimentais: controle (MIA + sem tratamento); veiculo (MIA + salina
v.0.); tripsina 0,75 (MIA + 0,75 mg/kg de tripsina v.0.); tripsina 1,5 (MIA +
1,5 mg/kg de tripsina v.0.); tripsina 2,95 (MIA + 2,95 mg/kg de tripsina
v.0.) e tripsina 6 (MIA + 6 m/kg de tripsina v.0.). As barras representam a

mediana

(minimo

e maximo)

dos

tempos

e/ou

numero dos

comportamentos de cogar com a pata traseira (A), chacoalhar de cabega
(B), repousar/dormir (C) e mastigar (D) durante 30 minutos (n=7); e/ou
média + E.P.M. da quantidade de ra¢do ingerida em gramas (E) (n= 5). *
indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (*p < 0,05; ***p
< 0,0001); # e oo representam diferenca estatistica em relagdo ao grupo
veiculo e a dose de 0,75 mg/kg de tripsina v.o., respectivamente (# e oo =
p < 0,05; ##t# e cococo = p < 0,0001). Kruskal-Wallis de uma via (ANOVA) (A,

B, C e D); ANOVA de uma via seguido do teste de post-hoc de Tukey (E).



87

4.4 Efeito da Vagotomia Subdiafragmatica sobre o tratamento com
tripsina via oral

Administrada 24 horas antes do teste de OCN, a dose de 1,5
mg/kg de tripsina via oral foi capaz de diminuir significativamente o
tempo despendido pelos animais nos comportamento nociceptivos.
Tanto o grupo Naive + tripsina, quanto o grupo Sham + tripsina reduziu
o tempo despendido no comportamento de cogar com a pata traseira e
mastigar em relagcdo aos grupos Naive + salina (v.0.), Sham + salina
(v.0.), Vagotomia + salina (v.0.) e, também, Vagotomia + tripsina (p <
0,0001) (Fig. 20A e D). No comportamento de chacoalhar de cabega, os
grupos Naive + tripsina e Sham + tripsina novamente reduziram o
comportamento em relagdo aos grupos Naive + salina, Sham + salina e
Vagotomia + tripsina (p < 0,05) (Fig. 20B).

Ja o tempo de repouso mostrou aumento significativo entre os
grupos Naive + tripsina e Sham + tripsina quando comparados com os
grupos Naive + salina e Sham + salina (p < 0,05) (Fig. 20C). Contudo, o
grupo Vagotomia + tripsina ndo foi capaz de alterar os
comportamentos nociceptivos em nenhuma das situagoes.

No teste de IA, o perfil de resposta da tripsina manteve-se o
mesmo do experimento de CDR-tripsina, ou seja, os grupos Naive +
tripsina e Sham + tripsina aumentaram significativamente o montante
de ragdo consumida quando comparado com os grupos Naive e Sham
(salina) e os grupos vagotomizados (p < 0,0001). No entanto, o grupo
Vagotomia + tripsina apresentou média semelhante ao grupo
Vagotomia + salina (Fig. 20E).
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Figura 20: Bloqueio da tripsina v.o. pela vagotomia nos testes de OCN e IA.
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Avaliagdo do sétimo e oitavo dia, respectivamente, apds injegao bilateral
de 0,5 mg de MIA na ATM. Nos graficos estdo representados os grupos
experimentais: Naive + salina v.o.; Naive + tripsina 1,5 mg/kg v.o.; Sham +
salina v.0.; Sham + tripsina 1,5 mg/kg v.o.; Vagotomia + salina v.o. e
Vagotomia + tripsina 1,5 mg/kg v.o. As barras representam a mediana
(minimo e méaximo) dos tempos e/ou nimero dos comportamentos de
cocar com a pata traseira (A), chacoalhar de cabeca (B), repousar/dormir
(C) e mastigar (D) durante 30 minutos (n=7); e/ou média + E.P.M. da
quantidade de ragdo ingerida em gramas (E) (n= 5). * indica diferenca
estatistica em relagcdo ao grupo Naive + salina (*p < 0,05; ***p < 0,0001);
# e o representam diferenca estatistica em relagdo ao grupo Sham +
salina e ao grupo Vagotomia + salina, respectivamente (# =p < 0,05; ##t# e
o000 = p < 0,0001); ¢ indica diferenga estatistica em relagdo ao grupo
Vagotomia + tripsina (¢ = p < 0,05; ddd = p < 0,0001). Kruskal-Wallis de
uma via (ANOVA) (A, B, C e D); ANOVA de uma via seguido do teste de
post-hoc de Tukey (E). Sal: salina; Trips: tripsina.
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5 DISCUSSAO

A OA caracteriza-se como condi¢cdo de dor cronica altamente
relacionada a idade e sexo, levando ao detrimento da qualidade de
vida do paciente. Estudos epidemiolégicos demonstram a prevaléncia
dessa patologia em individuos acima de 60 anos (SHANE et al., 2010;
TANAKA et al., 2008; WHO, 2003; WU; KALUNIAN, 2005), acometendo
mais mulheres do que homens, em uma propor¢do de 2:1 (SARZI-
PUTTINI et al., 2005; SCRIVANI et al., 2008). Portanto, baseando-se nos
dados epidemioldgicos e clinicos em relagdo a maior incidéncia da
patologia osteoartritica em mulheres, optou-se pelo uso de fémeas
nesse projeto, na tentativa de extrapolar ao maximo para a realidade
da condicdo estudada.

A flutuagdo dos niveis hormonais durante o ciclo menstrual em
mulheres influencia a percepc¢do dolorosa destas (ABUBAKER et al.,
1996; ABUBAKER et al., 1993; LANDI et al., 2005; LERESCHE et al.,
2003). O mesmo observa-se em ratas devido a variagdo dos niveis de
estradiol e progesterona durante o ciclo estral das mesmas, que pode
modular a nocicepgdo, favorecendo-a ou reduzindo-a (FISCHER et al.,
2008; TERNER et al., 2005; TORRES-CHAVEZ et al., 2012). Dessa forma,
os grupos foram randomizados de acordo com o fase do ciclo estral do
dia do experimento. Os animais foram divididos igualmente entre os
grupos para que todos tivessem o mesmo numero de exemplares de
cada ciclo, visando igualar qualquer alteragdo de nocicepgao
relacionada a fase do ciclo estral e seus niveis hormonais diferenciados.

O modelo de OA induzida pelo MIA esta caracterizado
principalmente em modelos animais de joelho (CIALDAI et al., 2013;
KELLY et al., 2013; NAGASE et al.,, 2012; OGBONNA et al., 2013). No
entanto, seu uso para indugdo da doenga e validagao desse modelo na
ATM carece de mais estudos, uma vez que a maioria dos poucos
estudos aborda a patologia temporomandibular induzida por MIA na
ATM de coelhos (CLEDES et al., 2006; DUYGU et al., 2011; GULER et al.,
2011). Ja em ratos, apenas dois estudos relatam as alteragées induzidas
pelo MIA nessa articulagdo (WANG et al., 2012b, 2013). Dessa maneira,
ndo ha estudos farmacoldgicos sobre esse modelo em ATM, bem como
andlises sob uma perspectiva de observagdo comportamental
nociceptiva espontanea e/ou do detrimento da funcionalidade da
articulagao prejudicando a ingestao de alimento.
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A observa¢do comportamental nociceptiva revela-se consistente
ferramenta ndo invasiva para analise de quadros dolorosos agudos ou
cronicos. Novamente, como dito acima, ndo ha estudos utilizando esta
abordagem para quantificacdo da dor em modelo de MIA na ATM de
ratos. O uso de comportamentos nociceptivos ditos espontdaneos como
parametros dolorosos € descrito em outros modelos de inflamagdo da
ATM. Roveroni e colaboradores (2001) e Arthuri e colaboradores
(2005) verificaram que a injecdo de formalina na articulagdo em
questdo é capaz de aumentar os comportamentos de chacoalhar de
cabeca, mastigar e friccdo da regido orofacial (do inglés, “rubbing”) de
maneira dose-dependente, atribuindo caracteristica de marcadores de
dor temporomandibular a esses comportamentos. Outros estudos com
modelo de formalina na ATM de ratos corroboraram o aumento do
comportamento de cogar e sustentaram esse parametro como
comportamento espontaneo de dor (AHN et al., 2005, 2007).

Ainda, a confiabilidade desses comportamentos foi confirmada
em modelo de inje¢do de 6leo de mostarda na ATM (BONJARDIM et al.,
2009; HARTWIG et al., 2003), onde o algégeno induziu aumento da
acdo de friccdo da regido temporomandibular (com a pata dianteira ou
traseira) e chacoalhar de cabeca, com reversdao dos mesmos através da
administracdo de morfina. Da mesma forma, em modelos de
inflamagdo induzida por carragenina na ATM, os comportamentos de
chacoalhar de cabeca e cogcar demonstraram aumento significativo
apos injecdo do algégeno (OLIVEIRA et al., 2005; RODRIGUES et al.,
2006).

Gomes e colaboradores (2009) avaliaram alteragdes (aumento)
nos comportamentos de cogcar com a pata traseira, mastigar e
chacoalhar de cabeca e diminuicdo no tempo de repousar/dormir apds
injecdo de CFA na ATM de ratos. Ainda, Schiitz (2003) observou
alteragGes nos padrdes de sono em ratos que receberam CFA na ATM.
E o mesmo foi verificado por Andersen (2000) em modelo de CFA em
pata. Dessa forma, os estudos sugerem que ha relacdo entre o
comportamento de repousar/dormir e dor e que poderia ser usado
como parametro nociceptivo espontaneo.

Segundo estudos em humanos, pacientes com DTM apresentam
comprometimento da alimenta¢do e dieta, devido ao dano articular
normalmente causado pelo quadro inflamatério e doloroso das DTMs.
Haketa e colaboradores (2006) avaliaram 511 pacientes apresentando
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algum tipo de DTM (desarranjo de disco articular, dor miofacial e/ou
artrite ou osteoartrite) quanto a dificuldade de ingesta alimentar e
verificaram que pacientes com desarranjo de disco articular
apresentam maior dificuldade em colocar o alimento na boca
(limitagdo da abertura bucal), seguido pelos pacientes com
osteoartrite. Além disso, os individuos com quadro osteoartritico ou
artritico demonstraram maior dificuldade de mordida do alimento e
mastiga¢do do mesmo (de acordo com uma escala visual analégica de
dor — EVA), quando comparados aos demais grupos.

Recentemente a ingesta alimentar, bem como a duragdo e
frequéncia da alimentagao, tem sido abordada como teste para estudo
da dor e inflamagdao temporomandibular em modelos animais. A
injecdo de CFA na ATM de ratos promove aumento na duragdo da
ingesta (BELLINGER et al., 2007; KERINS et al., 2004, 2003; KRAMER;
BELLINGER, 2013b) e reducgdo da quantidade de rag¢do consumida
(HARPER et al., 2000; SHINODA et al., 2003; WU et al., 2010; XU et al.,
2010) por esses animais. No entanto, apesar da analise da IA ser mais
usada em modelos de dor temporomandibular, a injecdo de CFA em
joelho também promoveu redugdo do consumo de alimento (KERINS et
al., 2005; KRAMER et al., 2010), sugerindo que padrées de ingesta ndo
sdo especificos para dor orofacial.

A maioria dos modelos de dor temporomandibular utiliza
dispensadores e aparatos computadorizados para medir a frequéncia,
tamanho, quantidade e duragdo da ingesta alimentar (HARPER et al.,
2000; KERINS et al., 2005; KRAMER et al., 2010; THUT et al., 2007).
Todavia, uma abordagem diferenciada do teste, com restricdo
alimentar (jejum) pré-experimento, limitagdo do tempo para consumo
(em horas) e quantidade (em gramas) pré-determinada de ragdo é
também utilizada. Assim, Wu e colabores (2010) avaliaram a ingesta
alimentar em modelo de CFA na ATM de ratas apds um periodo de
restricdo alimentar de 15 horas e individualizagdo dos animais em
caixas, observando que o algégeno diminuiu a quantidade de racdo
ingerida apds analise do montante total consumido pelos animais em 2
horas (somente racdo, sem agua). O mesmo protocolo, porém com
variacdo no tempo de restricdo alimentar (12 horas), foi utilizado por
Xu e colaboradores (2010), corroborando sua eficiéncia como método
avaliativo da reducdo da quantidade total de ragdo ingerida apds
injecdo de CFA na ATM de ratos. Assim, o protocolo citado neste
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projeto também sugere aplicabilidade e confiabilidade como teste
nociceptivo ndo invasivo para dor temporomandibular induzida por
MIA, como demonstraram os resultados dos testes de IA.

5.1 Osteoartrite induzida pelo MIA - Protocolo 1 x Protocolo2

O processo patolégico da osteoartrite revela-se complexo e
pouco compreendido. Assim, um modelo animal que mimetize as
alteragGes histoldgicas, funcionais e sintomas (dor) da doenga mostra-
se necessdrio ndo s6 para elucidar a patologia da OA, mas também
para possibilitar o desenvolvimento de novas intervengdes terapéuticas
ou tornar as existentes mais eficientes. Dessa forma, o modelo de OA
induzida por MIA mostrou-se capaz de atender a essas premissas,
levando a instalac¢do rapida do processo de degeneragdo cartilaginosa e
6ssea e de quadros dolorosos, sustentando a cronicidade da doenga no
decorrer do tempo, segundo estudos em modelo de OA em joelho de
ratos (BOVE et al., 2003; CIALDAI et al., 2013; NAGASE et al, 2012) e
camundongos (OGBONNA et al., 2013), mas também como modelo de
OA na ATM de ratos (WANG et al., 2012b, 2013).

Sabe-se que a dor é caracteristica clinica marcante da OA e
normalmente estd relacionada a alteracbes de tecidos moles
adjacentes a ATM ou, ainda, a degenera¢do do complexo articular
(SCRIVANI et al., 2008). Dessa forma, sabendo-se que MIA induz a
instalacdo de quadro doloroso (KALFF et al., 2010; MOON et al., 2012),
e que estas alteragdes de limiares dolorosos sdao sustentadas até trés
semanas pos-injecdo na ATM (WANG et al., 2012b), os resultados da
curva dose-resposta do MIA (Protocolo 1) (Fig. 8 e 9), sustentam a
eficacia da injecao desse algégeno no compartimento superior da ATM
como indutor de processo patoldgico cronico, devido as alteragdes
promovidas nos comportamentos nociceptivos espontaneos e sua
manutencdo até o 212 dia pds-injecado.

Condicbes inflamatérias envolvendo a ATM podem levar a
sensibilizacdo de nociceptores temporomandibulares periféricos
(ALSTERGREN; KOPP, 2000), além de neurbnios nociceptivos do
complexo trigeminal (DUBNER; REN, 2004; IWATA et al., 1999; SESSLE,
2000), desencadeando hiperalgesia, alodinia e sensibilizacdo central.
Dessa forma, a observagdo comportamental nociceptiva, como descrito
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anteriormente, revela-se parametro consistente para estudo e
quantificacdo da dor da ATM (GOMES et al., 2009; HARTWIG et al.,
2003; ROVERONI et al., 2001).

Assim, no Protocolo 1 (CDR-MIA) o teste de IA foi realizado antes
do teste de OCN, o que revelou padrées de resposta diferenciados dos
comportamentos analisados no teste de OCN, quando comparados
com o perfil de resposta dos mesmos comportamentos no Protocolo 2
(teste de IA apds teste de OCN) (Fig. 10 e 11). Ou seja, o tempo de
repousar/dormir demonstrou diferenca significativa do grupo salina
durante todo o ciclo temporal do Protocolo 2 (Fig. 11), ao contrdrio do
Protocolo 1, onde os tempos foram equivalentes ao grupo controle a
partir do 142 dia (Fig. 9). Ainda, o comportamento de mastigar também
ndo mostrou alteracdo entre os grupos MIA e controle no Protocolo 1
(Fig. 9). Contudo, no Protocolo 2 o grupo 0,5 mg de MIA apresentou
diferenca significativa no tempo deste comportamento quando
comparado ao grupo salina (Fig. 11).

Essa diferenga entre os perfis de resposta dos comportamentos
nociceptivos dos dois protocolos poderia ser explicado pela possivel
interagao entre o movimentos mandibulares de alimentagdo no teste
de 1A e ativacdo do sistema descendente inibitério da dor. Ou, ainda,
pela integragdo sensorial-motora via mecanismos corticais
influenciando no componente atencional da dor. Essas premissas sdo
sustentadas pelo estudo realizado por Ogawa e colaboradores (2003),
onde os pesquisadores verificaram aumento do limiar de escape para
estimulo térmico em modelo de CFA em pata, bem como redugdo da
expressao de cFos em L4-L5, apds estimulagdo articular
temporomandibular com alimento sélido. Ainda, os autores sugeriram
envolvimento do sistema sensorial trigeminal, do sistema opioide (apds
reversdo das repostas pela naloxona) e do cortex somatossensorial (por
lesdo cortical bilateral) como facilitadores do sistema inibitério
descendente, resultando no efeito antinociceptivo desencadeado pelos
movimentos mandibulares do processo de alimentacdo.

Ainda, sabe-se que aferentes nociceptivos primarios da ATM
projetam-se em sua maioria para o Sp5C do nervo trigémeo e que este
subnucleo possui conexdes de segunda ordem com outros ntcleos que
compde o sistema descendente inibitério da dor, como: PAG, RVM,
NTS, LC, CLVM, PBN e NRV (TAVARES et al., 1996; TAVARES; LIMA,
1994, 2002; YAMAZAKI et al., 2008), como revelaram estudos de
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tracado neuronal e estimulagdo elétrica de subnucleos do trigémeo
(CAOUS; DE SOUSA BUCK; LINDSEY, 2001; YAMAZAKI et al., 2008).
Assim, essas conexdes poderiam apoiar o pressuposto de que este
sistema possa ser ativado pelos movimentos mandibulares no teste de
ingesta alimentar e desencadear antinocicep¢do, modulando os
comportamentos de repousar/dormir (a partir do 142 dia) e mastigar
do Protocolo 1.

Ainda sobre o comportamento de mastigar, em modelo de
formalina na ATM, este ndo diferiu do grupo salina entre o terceiro e o
sexto dia (ROVERONI et al.,, 2001). Contudo, em avaliagdo sobre
modelo de CFA na ATM, Gomes e colaboradores (2009) verificaram que
o comportamento de mastigar difere significativamente do grupo
salina no mesmo periodo de tempo. Assim, o mesmo pbde ser
observado no 32 e 72 dias referentes ao Protocolo 2 deste projeto, em
que o comportamento de mastigar teve aumento significativo quando
comparado ao grupo controle (Fig. 11).

Processos inflamatérios podem ser gerados por injuria local na
ATM (CAIRNS, 2010), logo a introdugdo da agulha na capsula articular e
musculos adjacentes e/ou talvez o volume injetado na articulago,
além do proprio algégeno (HARTWIG et al., 2003; ROVERONI et al.,
2001) poderiam levar a ativagdo de mecanismos periféricos e promover
infiltracdo inflamatdria. Além da liberagdo de outros mediadores que
promoveriam a instalagdo do quadro e sensibilizacdo de nociceptores
periféricos (TANAKA et al., 2008). Isso poderia explicar o aumento do
comportamento de mastigar ndo sé no grupo MIA, mas também no
salina e sua diminuicdo drastica e/ou resolucdo, respectivamente, apds
0o 72 dia tanto no Protocolo 1 quanto no 2 (Fig. 9 e 11,
respectivamente). Assim, sugere-se que o comportamento de mastigar
representaria desfecho de quadro inflamatdrio inicial agudo.

A cronicidade da dor tem sido relacionada com alteragdes e
disturbios do sono, tanto em pacientes com OA (HAWKER et al., 2008;
LEIGH et al., 1988), quanto em modelos animais (GOMES et al., 2009;
ANDERSEN; TUFIK, 2000; SCHUTZ et al., 2003; SILVA et al., 2011). Dessa
maneira, os resultados dos padrées de tempo de repousar/dormir
significativamente reduzidos tanto no Protocolo 1 ( Fig. 9) quanto no 2
(Fig. 11) em relagdo ao grupo controle, porém sustentado até o 212 dia
somente nesse segundo protocolo, possibilitam sugerir relagdo entre
sono/repouso e dor, semelhante aos resultados de Silva e
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colaboradores (2008) que avaliaram os padrdes de sono e dor de ratos
com OA induzida por MIA em joelho durante 28 dias. Os pesquisadores
constataram diminuicdo do limiar doloroso e redugdo da eficiéncia e
tempo de sono, o qual diferiu ja na primeira semana pds-injecdo e se
sustentou até o ultimo dia do protocolo. Ainda, o mesmo grupo de
pesquisadores mostrou que essas alteracdes nos padrdes de sono sao
comuns em ambos 0s sexos, porém mais pronunciadas em machos
quando em comparac¢do com fémeas, interferindo, inclusive, nos niveis
hormonais de testosterona (SILVA et al., 2011).

Evidéncias sugerem que a atividade persistente de nociceptores
pode levar a sensibilizagdo central e que esta compde a grande maioria
das caracteristicas clinicas de patologias cronicas (SESSLE, 2000). O
mesmo observa-se na ATM, resultando, até mesmo, em comorbidades
associadas a DTM em humanos (CAIRNS, 2010; SHAEFER et al., 2013;
YOUNGER et al., 2010) e em ratos (CADY et al., 2011). A sensibiliza¢cdo
tanto periférica quanto central é representada por elevagao dos
padroes de excitabilidade da membrana neuronal. Na periferia, essa
sensibilizacdo deve-se, principalmente, a liberacdo de mediadores
inflamatdrios locais. E a excitabilidade neuronal central mostra-se
dependente, basicamente, da liberagcdo de aminoacidos excitatdrios e
neuropeptideos em termos de complexo trigeminal e estruturas
associadas (CADY et al., 2011). Dessa forma, a sensibilizacdo central
pode resultar da estimulagdo cronica de nociceptores e,
consequentemente, da modificagao de neurdnios centrais relacionados
com a transmissdo dolorosa (HOCHMAN et al., 2010). Ainda, alguns dos
sintomas relatados por pacientes com dor neuropatica (sensibilizagdo
central) é coceira e sensacdo semelhante a choque elétrico na regido
afetada (GILRON et al., 2006).

Assim, levando-se em consideragdao os expostos do paragrafo
acima, e verificando os resultados dos comportamentos de cogar com a
pata traseira e chacoalhar de cabega que se mantiveram elevados até o
ultimo dia do Protocolo 1 e 2 (Fig. 8 e 10, respectivamente), sugere-se
gue estes comportamentos poderiam estar relacionados a alteragdes
no SNC desencadeadas pela sensibilizacdo central, refletindo
caracteristicas de quadro cronico osteoartritico.

A limitagdo de abertura bucal, bem como de movimentos
mandibulares desencadeando dor (ALSTERGREN; KOPP, 1997;
GUARDA-NARDINI et al., 2012; HAKETA et al., 2006; LEE et al., 2012),
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levando a dificuldade de alimentag¢dao (HAKETA et al., 2006), tem sido
relatado por pacientes com OA temporomandibular como sintoma da
patologia. Dessa forma, outro possivel marcador da cronicidade do
modelo de MIA neste estudo poderia ser atribuido ao teste de IA. Os
resultados, tanto no Protocolo 1 (Fig. 7) quanto no 2 (Fig. 12),
demonstram reducgéo significativa na quantidade de alimento ingerido
pelos animais do grupo MIA em relacdo ao animais controle. Essa
diminuicdo é sustentada durante todo o protocolo experimental,
porém ndo ha trabalhos relacionando a ingesta alimentar e o modelo
de OA induzido por MIA na ATM. Assim, pode-se estabelecer relagao
com resultados encontrados em modelos de artrite induzida por CFA
na ATM de ratos, onde a ingesta alimentar foi significativamente
reduzida devido ao comprometimento articular desencadeado pelo
algégeno (HARPER et al., 2000; WU et al., 2010; XU et al., 2010).
Shinoda e colaboradores (2003) constataram reducdo ndo sé na
quantidade de ragdo ingerida, mas também no consumo de agua e
peso dos animais a partir do 62 dia, mantendo-se até o final do
protocolo de 30 dias.

5.2 Testes farmacoldgicos — Protocolo 3: CDR-farmacos

Sabe-se que o tratamento farmacolégico proposto para
osteoartrite temporomandibular apresenta caracteristica paliativa, ou
seja, busca-se o conforto do paciente na resolugdo dos quadros
dolorosos, mas ainda nao ha farmacos que possibilitem a paralizagao
ou remissdao da doencga (drogas modificadoras da doenga) (COMBE et
al., 2004; HERSH et al., 2008; MACHON et al., 2011). Alguns protocolos
farmacolégicos para tratamento de OA indicam o uso desde
analgésicos e AINES até farmacos de ac¢do central, devido a cronicidade
e abrangéncia da patologia no que tange o SNC (BOBACZ, 2013).

Como ndo ha relatos de estudos farmacolégicos envolvendo o
modelo de OA induzida por MIA na ATM, buscou-se avaliar a eficacia
das doses terapéuticas dos farmacos mais utilizados na clinica médica
para tratamento da OA temporomandibular. Para isso, realizou-se
curvas dose-resposta das principais doses terapéuticas de acordo com
a transformacdo de proporcionalidade de doses para ratos fornecida
pelo célculo alométrico (PACHALY, 2006). Com excecdo das doses de
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dexametasona e morfina, todos os outros fdrmacos sofreram tal
transformacdo. Optou-se, entdo, por basear as doses de dexametasona
(BOLETA-CERANTO et al., 2005) e morfina (PELISSIER et al., 2002) em
trabalhos de abordagens semelhantes em relagdo a manipulacdo de
patologias da ATM, pois as doses desses farmacos apresentam faixa
terapéutica expressivamente varidvel, o que dificultaria a escolha
correta de doses, bem como poderia ser fator predisponente para
algum viés de selecdo e/ou afericio.

Dessa forma, os resultados do efeito da administracdo de
dexametasona (Fig. 13) revelaram reducdo dos comportamentos
nociceptivos espontaneos no teste de OCN, com a menor dose (2,5 mg)
respondendo positivamente para a maioria dos comportamentos (com
excecdo do comportamento de repousar/dormir que foi revertido a
partir da segunda menor dose: 4,6 mg). Tais resultados sdo condizentes
com a acdo anti-inflamatdéria da dexametasona observada em modelos
de patologias degenerativas da ATM de ratos no controle do edema,
dor (KERINS et al., 2005), infiltrado inflamatodrio (EL-HAKIM et al.,
2005), em modelo de OA de joelho em coelhos (HUEBNER et al., 2014)
e na redugdo da dor em modelo de CFA em joelho de ratos (MATSON
et al., 2007). O processo envolvido provavelmente inclui a inibicdo nado
sO da via cicloxigenase e da transcricdo de citocinas importantes no
quadro OA, como, por exemplo, a ja citada IL-13 (ALSTERGREN et al.,
1996), mas também outros mecanismos (como agdo sobre células pro-
inflamatdrias, entre outros), promovendo alivio do quadro doloroso
pela modulagdo do quadro inflamatério.

Ainda, no teste de IA (Fig. 13E) nenhuma das doses de
dexametasona foi capaz de aumentar a quantidade de racdo ingerida.
Sabe-se que a administracdo de corticosteroides tem como efeito
secundario o aumento dos niveis de glicose sanguinea (redugdo da
captacdo e utilizacdo de glicose e aumento da glicogénese). Esse
aumento do volume e captagao de glicose em areas hipotalamicas
poderia produzir sensacdo de saciedade (BERNARDIS; BELLINGER,
1996). Assim, sugere-se que esse efeito da dexametasona sobre o
metabolismo da glicose poderia explicar a menor ingestdo de alimento
como observado no teste. Além disso, esse resultado assemelha-se ao
encontrado por Kerins e col. (2005) onde a dexametasona também
manteve baixo os padrdes de ingesta alimentar em modelo de CFA na
ATM de ratos.
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Sendo assim, o uso de corticosteroides constitui op¢do de
tratamento farmacoldgico para pacientes com DTM, principalmente
nos casos de artrite e osteoartrite. A dexametasona, um potente
corticosteroide com ag¢do anti-inflamatéria comprovada, apresenta
afinidade para receptores glicocorticoides intracelulares. Os
corticosteroides aumentam a transcricdo de citocinas anti-
inflamatérias (IL-10 e IL-1Ra: antagonista de receptor para IL-1) e
reduzem a transcricdo de citocinas pré-inflamatérias (IL-18, IL-6, TNF-a)
e modulam indiretamente a inibicdo da fosfolipase A,, contribuindo
para o alivio da dor e melhoramento da funcionalidade articular em
pacientes com OA (BRATTSAND; LINDEN, 1996; JOYCE et al., 1996).
Além disso, Alstergren e col. (1996) verificaram que a injegdo intra-
articular de glicocorticoide é capaz, também, de reduzir os niveis de
NPY no fluido sinovial, aumentando o limiar doloroso e diminuindo a
dor em movimentos mandibulares em humanos.

O 4acido araquiddnico derivado da membrana celular pode ser
liberado apds injuria tecidual. Uma cascata de eventos é entdo
acionada e se d3 inicio a producdo de diferentes prostanoides através
da interagdo com enzimas cicloxigenases (SWIFT et al., 1998b). Trés
isoformas da enzima cicloxigenase foram identificadas: COX-1
(presente em muitos tecidos de forma constitutiva e participante de
processos de hemostasia, protecdo gastrica e func¢do renal); COX-2
(presente em alguns tecidos na forma constitutiva, porém expressa de
maneira mais vigorosa na presenga de injurias, como indutiva); e a
COX-3 (presente no SNC e cora¢do) (MARTEL-PELLETIER et al., 2003).

A PGE,, um dos principais produtos dessa cascata, apresenta
importantes efeitos pro-inflamatérios, auxiliando no aumento da
permeabilidade vascular, liberacdo de SP por fibras sensoriais (NICOL et
al.,, 1992), ativa¢do de canais de calcio e, ainda, facilitando a acdo
excitatéria da bradicinina em neurdnios nociceptores (NEUGEBAUER et
al., 1989). PGE, e leucotrieno B, foram isolados no fluido sinovial da
ATM de pacientes com artralgia. Ainda, coloragdo imuno-histoquimica
para COX-2 foi detectada em vasos sanguineos sinoviais, células de
revestimento e células do tipo fibroblasto em diferentes tipos de artrite
e OA (SIEGLE et al., 1998). Além disso, estudos demonstram que a
cartilagem osteoartritica libera espontaneamente PGE, até 50 vezes
mais do que uma cartilagem normal, e até 18 vezes mais do que uma
cartilagem estimulada com citocinas e endotoxinas e essa
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superproducdo de PGE, coincide com a regula¢do positiva (do inglés,
“upregulation”) de COX-2 em cartilagens afetadas pela OA (AMIN et al.,
1997).

Da mesma forma, estudos demonstram que condrdcitos de
articulagdes humanas ndo expressam MRNA para COX-2 de forma
detectavel, porém este é induzido por citocinas proé-inflamatérias (IL-
1B, IL-17) e TNF-a (BLANCO et al., 1999). Takahashi e col. (1998)
avaliaram amostras de fluido sinovial de pacientes com DTM e
constataram presenca elevada de niveis de IL-1B, IFN-y, IL-6, IL-8 e TNF-
o (KANEYAMA et al., 2005b; KUBOTA et al., 1998). Enquanto que essas
citocinas ndao foram detectadas no fluido sinovial de pacientes
sauddveis, sugerindo relacdo entre IL-1B e dor, e citocinas no
desenvolvimento da patologia degenerativa da cartilagem e osso
subcondral da ATM, ou seja, participando no desenvolvimento da OA.
Vernal e col. (2008) sugerem, ainda, que as IL-10, IL-12 e IL-17 também
estdo envolvidas na patogenia da OA temporomandibular apds analise
dos niveis de citocinas do fluido sinovial de pacientes com OA na ATM.
Essas citocinas também foram mensuradas em modelos de artrite
temporomandibular em camundongos (NEDAJ et al., 2011) e em
modelo de MIA em joelho de ratos (DAWES et al., 2013).

Ainda, estudos relatam a presenca do neuropeptideo NPY no
fluido sinovial de pacientes com degenera¢do temporomandibular,
relacionando-o a dor em repouso. A 5-HT também estd presente na
articulagdo de pacientes com dor ao movimento mandibular (KOPP,
1998). A IL-1B, produzida por uma variedade de células incluindo
mondcitos, condrécitos e macréfagos sinoviais (TOCCI, 1997), esta
fortemente relacionada com o desenvolvimento de hiperalgesia na
ATM, devido a sensibilizacdo de nociceptores em estados crénicos
(WATKINS et al., 1994), além de também estar relacionada com dor em
repouso e a degeneragdo articular como sinal radiografico da doenca
(KOPP, 1998) através da ativagdo de metaloproteinases (MMPs),
principalmente ativacdo de MMP3 (GARNERO et al., 2005; HUEBNER et
al., 2014). NPY e IL-1B, ainda, sdo relacionados com a condicdo de
mordida aberta anterior como sinal clinico do comprometimento
articular observado em DTMs (NORDAHL et al., 1997).

Os opioides também compde a terapia farmacolégica das DTMs
e seu uso é indicado para dores ndo-cancerosas em estados em que o
paciente n3do responde as primeiras abordagens com AINES e
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analgésicos (OKESON; DE LEEUW, 2011). A morfina, um agonista de
receptores opioides MOP (u), € um analgésico de agdo central e tem
sido usada para discriminar comportamentos nociceptivos espontaneos
em modelos de dor. Sua a¢do em DTMs esta relacionada com redugdo
da liberagcdo de SP na medula e ativagdo das vias descendentes
analgésicas opioidérgicas (HERSH et al., 2008) e sensibilizacdo de
terminais periféricos mielinizados e ndo-mielinizados através de
receptores opioides periféricos presentes em tais fibras (COGGESHALL;
CARLTON, 1997).

A administracdo de morfina sistémica alterou para padrdes
positivos os comportamentos nociceptivos analisados (Fig. 14), sendo
que a menor dose responsiva e eficaz em todas os parametros
analisados foi a dose de 2 mg/kg. Entretanto, observou-se excecdo do
comportamento de repousar/dormir, onde somente a dose de 4 mg/kg
apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. Esse
efeito sugere que as doses testadas nao desencadearam o efeito
sedativo comum a doses mais elevadas de opioides (POMONIS et al.,
2005) e que o comportamento de repousar/dormir poderia ndo ser
dependente, na sua totalidade, do sistema opioide. Esse resultado
assemelha-se ao encontrado por Gomes e col. (2009).

Em modelo de formalina na ATM de ratos, a morfina foi capaz de
reverter 0s comportamentos nociceptivos espontaneos, como
chacoalhar de cabeca, mastigar, repousar/dormir e cocar com a pata
traseira (GOMES et al., 2009; ROVERONI et al., 2001), além de atenuar
a expressao de cFos no subnucleo caudal do trigémeo (HARTWIG et al.,
2003). O mesmo padrdo analgésico da morfina para os
comportamentos nociceptivos em questao foi encontrado no modelo
de éleo de mostarda na ATM de ratos (BONJARDIM et al., 2009). Outro
estudo, utilizando esse mesmo modelo, verificou que a administragao
tanto central quanto sistémica de morfina foi capaz de reduzir a
expressdo de cFos no subnucleo caudal (Sp5C), na regido
paratrigeminal dorsal (dPa5) e no subnucleo interpolar (Sp5l) do
ganglio trigémeo, sugerindo relacdo entre sistema opioide e modulagdo
sensorial e/ou reflexa apds injuria da ATM (BEREITER; BENETTI, 2006).

Em relacdo ao teste de IA, todas as doses testadas aumentaram
de maneira expressiva e significativa o montante de alimento ingerido
(Fig. 14E). Este aumento expressivo pode estar relacionado com
receptores opioides e sua ativagdo pela morfina no nucleo accumbens,
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pois este nucleo, juntamente com o nucleo pdlido ventral, faz parte do
circuito neuronal responsavel pela sensacdo de “gostar” do alimento.
A injecdo de agonista opioide (DAMGO) no nlcleo accumbens
desencadeia fome dita voraz, especialmente de alimentos com alto
teor de agUcar e gordura. Esta acdo é revertida apds administragdo de
antagonista opioide seletivo para receptores mu, onde a ingestdo é
diminuida (BERRIDGE; ROBINSON, 2003; DAMIANI; DAMIANI, 2011;
PECINA; BERRIDGE, 2000).

No presente trabalho, a menor dose de paracetamol (30 mg/kg)
reverteu os comportamentos nociceptivos espontaneos analisados (Fig.
15). Contudo, a maior dose ndo foi capaz de reverter todos os
comportamentos analisados. O pico plasmatico do paracetamol é entre
30 e 60 minutos apds administracdo (GOODMAN; GILMAN, 2010) e os
animais receberam a droga 30 minutos antes do teste, sendo assim,
sugere-se que a maior dose do farmaco necessitaria de maior tempo
para efetiva absor¢dao e disponibilizagdo no sistema. O grupo
paracetamol ndo apresentou consumo de ragdo estatisticamente
significativo quando comparado ao grupo controle e veiculo (Fig. 15E).
Esse resultado assemelha-se ao estudo de Venkatesan e col. (2014) que
avaliaram a toxicidade subaguda do paracetamol em ratos nas doses de
250 a 1000 mg/kg e verificaram que nenhuma das doses foi capaz de
alterar o ganho de peso e o consumo total didrio de racdo, quando
comparado ao grupo controle, em nenhum dos dias avaliados (dias 8,
15,22 e 28).

O paracetamol ¢é classificado como um AINE apesar de
apresentar fraca propriedade anti-inflamatdria, mas com potente agao
antipirética e analgésica e com menor incidéncia de efeitos colaterais.
Utilizado como um dos farmacos de primeira escolha no tratamento da
OA de joelho e quadril, comumente associado com AINES ou opioides
fracos (STAM et al., 2012; TOWHEED et al., 2006). Seu mecanismo de
acdo ainda é incerto, mas se sabe que este fadrmaco produz seu efeito
antinociceptivo por vias diferentes das vias COX-1 e COX-2. Em
modelos de formalina na pata (HUNSKAAR; HOLE, 1987) e em modelo
de dor orofacial (MIRANDA; SIERRALTA; PRIETO, 2009) em
camundongos, o paracetamol reduziu comportamento nociceptivo em
ambas as fases do algégeno. Em modelo de MIA em joelho, o
paracetamol também revelou perfil analgésico, revertendo o
comportamento espontaneo de sustentacdo de peso na pata traseira
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(BOVE et al.,, 2003) e nuimero de “rears” em fase tardia do modelo
(NAGASE et al., 2012) para padr&es positivos.

Ainda, corroborando a ac¢do do paracetamol em modelos
envolvendo ATM, Ahn e col. (2005) verificaram eficacia analgésica do
farmaco na redu¢do do comportamento de cocar desencadeado por
hiperalgesia induzida por IL-1 em modelo de formalina na ATM. O
mesmo grupo de pesquisadores, em 2007, verificou aumento da
analgesia (reducdo do comportamento de cogar em modelo de
formalina na ATM) desencadeado por agonista canabinoide apds
associacdo com paracetamol e outros AINES. Em humanos, estudos
clinicos demonstram eficdcia do paracetamol no controle da dor em
pacientes com OA de joelho e quadril (STAM et al., 2012; TOWHEED et
al., 2006; ZHANG et al., 2004), além de melhorar a funcdo articular
(SHEN et al., 2006), atribuindo, também, um melhor perfil de seguranca
em comparagdao com outros AINES.

Os resultados do teste de OCN (Fig. 16 e 17) revelaram o mesmo
padrdo de respostas para os dois anti-inflamatérios testados
(naproxeno e celecoxibe), ou seja, ambos foram eficazes em reduzir os
comportamentos de chacoalhar de cabega e mastigar, contudo ndo
diminuiram os comportamentos de cogar com a pata traseira e/ou
aumentaram o tempo de repouso. Semelhante ao trabalho de Ahn e
col. (2007), onde a administracdo isolada de inibidores da COX (NS-398,
seletivo para COX-2; e indometacina, ndo-seletivo) ndo promoveu
redu¢ao do comportamento de cogar em modelo de formalina na ATM
de ratos (AHN et al., 2005), a redu¢do do comportamento pelos AINES
somente foi possivel quando associados ao agonista canabinoide WIN
53,212-2. Ainda, Nagase e col. (2012) verificaram eficacia do naproxeno
e celecoxibe na reducdo do comportamento espontaneo de dor em
modelo de MIA em joelho. Contudo essa redugao foi presente somente
no 32 dia apds injecdo do algdgeno, ndo apresentando resultado na
analise do 282 dia, sustentando a presenga de quadro inflamatério
dependente de PGs na fase inicial do modelo. Naproxeno e celecoxibe
também foram eficazes na reversdo de assimetria de sustentacdo de
peso em modelo de MIA em joelho (BOVE et al., 2003; IVANAVICIUS et
al., 2007; RASHID et al., 2013).

O uso de AINES no tratamento de artrites e osteoartrites estd
bem estabelecido. Recentemente o uso de inibidores seletivos da COX-
2 passou a compor esse grupo de farmacos, principalmente pela
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diminuicdo das lesdes gastricas comuns aos AINES ndo-seletivos
(DIONNE, 1997; GOLDENBERG, 1999; HERSH et al., 2008; TA; DIONNE,
2004). O naproxeno, inibidor ndo-seletivo da cicloxigenase, derivado do
acido propidnico, atua na cascata do acido araquidonico inibindo a
producdo de PGs (BOVE et al., 2003). Celecoxibe, por sua vez, inibe
apenas a COX-2 e seu efeito parece ndo diferir dos AINES ndo-seletivos
em pacientes com DTM (DEEKS et al., 2002). Contudo, seu uso crbnico
estd relacionado a aumento de riscos cardiovasculares (SOLOMON et
al., 2005).

Sobre a diferenga estatistica encontrada entre o grupo veiculo
(CMC+Tw80) e o grupo MIA (controle) no comportamento de mastigar
do teste de OCN envolvendo o anti-inflamatdrio naproxeno (Fig. 16D),
sugere-se que o veiculo tenha desencadeado uma reagdo anti-
inflamatdria, em menor grau, possivelmente sustentada pela ativagao
vagal. Como é sabido, a ativacdo do nervo vago por mediadores
inflamatérios liberados por células imunes frente a patdégenos viscerais
revela-se mecanismo de neurotransmissdao para respostas imunes
relacionadas ao nervo em questdo e o sistema gastrointestinal
(GOEHLER et al., 2000; VAN et al., 2009). Além disso, sabe-se que sua
ativacdo pode levar a episddios antinociceptivos e anti-inflamatdrios
em modelos animais (BOHOTIN et al., 2003; BOSSUT; MAIXNER, 1996;
TAKEDA et al., 2002; TANIMOTO et al., 2002).

Dessa forma, o comportamento de mastigar revelou-se sensivel
a todos os farmacos e parece independer da ativagdo de
mecanorreceptores, o que o diferenciaria do movimento de
mastigar/roer comum a ingesta alimentar que apresenta carga
mecanica expressiva sobre o complexo articular e, por isso, pode
desencadear hiperalgesia mecanica (KRAMER et al.,, 2010). Assim, o
comportamento de mastigar do teste de OCN poderia responder a
graus de ativacdo de menor escala referentes aos padrdes
antinociceptivos desencadeados pela ativagdo do nervo vago e
consequente ativacdo da via descendente inibitdria. Possivelmente,
isso proporcionaria uma reducdo do tempo de mastigar pelo veiculo
CMC+Tw80. Contudo, essa possivel resposta antinociceptiva
desencadeada pela ativagdo do complexo vagal ndo seria em grau
elevado o suficiente para promover reversio dos demais
comportamentos.
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Essa premissa é sustentada por estudo publicado na revista
Nature em 2015, onde Chassaing e col. (2015) avaliaram a influéncia
dos emulsificantes carboximetilcelulose (CMC) e polissorbato 80
(Tween 80" — nome comercial), comuns em alguns alimentos, em
promover aumento da sindrome do intestino irritavel. Utilizando-se de
camundongos, os pesquisadores verificaram que concentracdes baixas
dos dois emulsificantes induziram inflamagdo de baixo-grau, além de
promoverem episédio de colite. Essa acdo foi atribuida a facilitacdo
promovida pelos dois compostos na ruptura da mucosa de protecdo
intestinal favorecendo, assim, o contato da microbiota do meio com
células epiteliais e promovendo o processo inflamatorio.

Sabe-se que os niveis de PGs elevam-se rapidamente apods
injecdo do MIA e que retornam ao valores basais no 72 dia apds sua
injecdo (PULICHINO et al.,, 2006). Além disso, estudos histoldgicos
confirmam a diminuicdo com quase resolugcdo total do quadro
inflamatério representado pelo infiltrado de células inflamatdrias na
membrana sinovial de articulagdes manipuladas pela inje¢do do MIA, e
que a partir do 1492 esse infiltrado é praticamente inexistente (BOVE et
al.,, 2003; VAN DER KRAAN et al.,, 1989). Dessa forma, sugere-se que
possa haver outros mediadores inflamatdrios (como IL-1B, TNF-q,
radicais livres, etc.) mediando os comportamentos de cogar com a pata
traseira e repousar/dormir, uma vez que a administracdo de
dexametasona conseguiu reverter esses comportamentos ou, ainda,
como sugerido por Gomes e col. (2009), que possa haver algum
componente central envolvido no comportamento de cogar com a pata
traseira. Além disso, o comportamento de chacoalhar de cabega
reduzido pelo naproxeno e celecoxibe, presente durante os vinte e um
dias do protocolo de MIA na ATM, pode apresentar, talvez,
participagdo de PGl, relacionada com o desenvolvimento de
inflamacgdes crénicas (PULICHINO et al., 2006).

Ainda, tanto naproxeno quanto celecoxibe aumentaram a
quantidade de ragdo ingerida pelos animais em comparagdo com o
grupo MIA (Fig. 16E e 17E). Essa alteracdo positiva nos padrdes de
ingesta alimentar também foi observado em modelo de CFA na ATM de
ratos, tanto para AINE ndo-seletivo (ibuprofeno) (KERINS et al., 2003),
quanto para inibidor de COX-2 (rofecoxibe) (KERINS et al., 2004) e
atribuido ao seu efeito anti-inflamatdrio e consequente controle da
hiperalgesia do complexo mastigatodrio.
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Antidepressivos em doses menores também tém sido usados
para tratamento de dor crénica de DTMs (PLESH et al., 2000; RIZZATTI-
BARBOSA et al., 2003). Seu mecanismo de agdo e eficdcia esta baseado
em sua agdo sobre o sistema monoaminérgico, no aumento da
concentracdo de 5-HT e NA (pelo bloqueio da recaptacdo dessas
monoaminas) no SNC e perifericamente, além da facilitacdo da via
descendente inibitéria da dor (MICO et al., 2006). Centralmente os
antidepressivos parecem interagir com o sistema opioide endégeno e
seus receptores; com receptores histaminicos, muscarinicos,
nicotinicos e serotoninérgicos de forma inibitdria (FRYER; LUKAS, 1999;
HALL; OGREN, 1981); na modulagdo de receptores NMDA (reduz o
acimulo intracelular de Ca?" induzido pelo NMDA) (CAI; MCCASLIN,
1992). Ja perifericamente, os antidepressivos exercem sua fungdo
analgésica pelo aumento da viabilidade de NA e 5-HT nos terminais
nervosos periféricos, principalmente (SAWYNOK et al., 2001).

A amitriptilina, um antidepressivo triciclico, tem sido estudada
quanto ao seu potencial analgésico em diversos modelos animais
(FUCHS et al., 1996). Ivanavicius e col. (2007) verificaram que doses de
3 a 30 mg de amitriptilina foram eficazes em alterar assimetria de
sustentacdo de peso desencadeada pela injecdo de MIA no joelho de
ratos na fase tardia do modelo (apds 149 dia). Ainda, a administragdo
local de amitriptilina (s.c.) em modelo de formalina em pata reverteu
comportamentos nociceptivos espontdneos de chacoalhar e
morder/lamber, e a administracdo de cafeina reverteu parcialmente
esse efeito antinociceptivo do antidepressivo, sugerindo a modulacgédo
de receptores de adenosina (A;) em terminais nervosos sensoriais pela
amitriptilina (SAWYNOK et al., 1999). Antidepressivos triciclicos
(incluindo amitriptilina) foram testados quanto a sua possivel interacdo
com a liberagdao, captacdo e recaptacdo de 5-HT liberada pelos
mastécitos in vitro. Verificou-se que altas concentragbes desses
farmacos inibem a liberagdo de serotonina das células em questao, ja
concentracbes menores inibem a captagdo da monoamina,
demonstrando outro possivel mecanismo de acgdo periférico do
farmaco (FERJAN; LIPNIK-STANGELJ, 2013).

Os resultados apresentados nesse projeto, em relagdo a
amitriptilina nos testes de OCN (Fig. 18), sugerem efeito
antinociceptivo do farmaco. Ambas as doses testadas (1,5 e 10,8
mg/kg) alteraram os comportamentos nociceptivos espontaneos para
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padrdes positivos quando comparadas com o grupo controle e veiculo.
A diferenca expressiva da maior dose do antidepressivo no tempo de
repousar/dormir, poderia ser atribuida a um possivel efeito sedativo
dessa dose. Sugere-se, também, que possa haver caracteristica
neuropatica nos comportamentos de repousar/dormir e chacoalhar de
cabeca e, de maneira mais expressiva, em relacdo ao comportamento
de cogar com a pata traseira que foi ndo responsivo aos AINES (assim
como o comportamento de repousar/dormir), além de serem
expressos até o final do protocolo de 21 dias.

A amitriptilina também elevou, de maneira expressiva, a
quantidade de ragao ingerida pelos animais no teste de IA em ambas as
doses testadas (Fig. 18E). Além do perfil analgésico da droga, outro
fator que poderia contribuir para esse aumento observado seria sua
acdo inibitéria sobre receptores histaminérgicos (H1) no hipotalamo
ventromedial (VHM) e/ou no nucleo paraventricular (PVN), como
observado por Ookuma e col. (1990). Apds injecdo de antidepressivos,
dentre eles a amitriptilina, nos nucleos citados, a amitriptilina
aumentou e apresentou os maiores padrées quanto a frequéncia,
duragdo e laténcia de ingesta, confirmando a acdao em receptores H;
pelo uso de antagonistas desse receptor e pela comparac¢do dos sitios
de acdo dos antidepressivos e agonistas H; no hipotalamo.

Ainda, avaliou-se o papel da tripsina como analgésico no
presente trabalho, a fim de explorar a acdo dessa protease em modelo
de OA. A maioria dos estudos envolvendo tripsina relatam sua possivel
acdo através de receptores PAR, contudo essa associacdo estd
normalmente relacionada ao desenvolvimento de eventos
inflamatérios e nociceptivos (FERRELL et al., 2003; KELSO et al., 2006;
MEYER-HOFFERT et al., 2004). Por exemplo, a ativacdo de receptores
PAR-2, presentes na ATM, pela tripsina promove efeito pro-
inflamatério (DENADAI-SOUZA et al., 2010). Sabe-se que a tripsina,
protease produzida por células acinares do pancreas, ativa receptores
PAR-2 (revela-se agonista mais potente para tal receptor) e PAR-4 e,
com doses maiores da protease, ativa também receptores PAR-1 (DERY
et al., 1998; MEYER-HOFFERT et al.,, 2004; MIIKE et al., 2001).
Encontrados no TGI tanto de humanos quanto de ratos, os receptores
PAR-2 (MACFARLANE et al., 2001; VERGNOLLE et al., 2001b) parecem
desempenhar fun¢cdo de mediadores da nocicepgdo (liberagcdo de SP e
CGRP em terminagbes nervosas sensoriais) e, ainda, algum efeito
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protetivo da mucosa no TGl (KNECHT et al., 2007; OSSOVSKAYA;
BUNNETT, 2004). Sabe-se que esses receptores encontram-se nos
terminais periféricos de aferentes mesentéricos e mioentéricos no TGl,
sugerindo relacdo com aferentes do nervo vago (KONG et al., 1997).

Os experimentos envolvendo administragdo oral da tripsina
demonstraram efeito analgésico positivo no teste de OCN (Fig. 19). A
menor dose responsiva para todos os comportamentos foi a de 1,5
mg/kg. A tripsina foi administrada 24 horas antes do experimento
baseado no trabalho de Sant’ana (2013), onde se verificou que uma
Unica administracdo de tripsina via oral foi capaz de sustentar o efeito
antinociceptivo em teste de incapacitagao articular e de controlar o
edema articular durante 7 dias em modelo de artrite induzida por CFA
em joelho. Dessa forma, uma relacdo poderia ser estabelecida entre o
trabalho citado e o presente projeto, pois além do efeito
antinociceptivo apresentado pela tripsina no teste de OCN, esse efeito
perdurou, pelo menos, até o oitavo dia (48 horas apds a
administracdo), quando ocorreu o teste de IA, revelando efeitos
positivos nos padrdes analisados. A tripsina foi capaz de elevar o
montante de ragdo ingerida pelos animais (Fig. 19E), supostamente
devido a sua agdo antinociceptiva e anti-inflamatdria, possibilitando
redu¢do do quadro hiperalgésico desencadeado pela ingesta e
consequente aumento da quantidade de ragdo ingerida.

5.3 Efeito da Vagotomia Subdiafragmatica sobre o tratamento com
tripsina via oral

Para verificar a possivel relacdo entre a acdo da tripsina e
ativagdo do nervo vago, procedeu-se o procedimento de vagotomia
subdiafragmatica. A sec¢do das porgbes subdiafragmaticas do nervo
vago revelaram inibicdo da ac¢do da tripsina, pois os animais
vagotomizados que receberam tripsina via oral ndo exibiram diferenca
nos comportamentos nociceptivos do teste de OCN em comparagao
com o grupo controle que recebeu salina. Os animais dos grupos Naive
e Sham que receberam tripsina demonstraram os mesmos padrdes
positivos na reversao dos comportamentos analisados, sugerindo uma
consistente relagdo entre tripsina e nervo vago (Fig. 20). O teste de IA
corrobora com o pressuposto, pois os grupos vagotomizados ndo
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apresentaram diferenca na quantidade de racdo ingerida (Fig. 20E),
situacdo essa revertida pela tripsina nos grupos sham e naive.
Novamente, da-se como comparag¢dao os resultados encontrados por
Sant’ana (2013) que teve os efeitos antinociceptivos e anti-
inflamatérios da tripsina abolidos apds vagotomia subdiafragmatica.

Sabe-se que o nervo vago estd relacionado com transmissdo
nociceptiva gastrointestinal e com respostas imunes desse sistema.
Uma vez que a sensibilizagdo de aferentes vagais por mediadores
inflamatérios liberados apds sensibilizacdo de células imunes por
patégenos promove ativacdo de neurdnios de segunda ordem no NTS
(GOEHLER et al., 2000; VAN DER ZANDEN et al., 2009). Esse nucleo tem
participagdo expressiva na via descendente inibitéria, pois suas
projecOes de segunda ordem atingem outros nucleos desse sistema,
dentre eles: PAG, RVM, LC (de onde partem neurdnios
noradrenérgicos, na sua maioria), nucleo da rafe (que apresenta
projecGes descendentes predominantemente serotoninérgicas)
(BERTHOUD; NEUHUBER, 2000; DUBNER; REN, 2004; JANIG et al., 2000;
MILLAN, 2002).

A relagdo entre nervo vago e eventos nociceptivos orofaciais
tem sido descrita em alguns estudos. Em modelo de nocicepgdo
orofacial desencadeada por formalina, a estimulagdo vagal reduziu
comportamentos nociceptivos em ratos (BOHOTIN et al.,, 2003). Em
modelos de nocicep¢do pulpar, a estimula¢do vagal também promoveu
inibicdo dos eventos nociceptivos através da interagdo com nucleos
noradrenérgicos e serotoninérgicos da via descendente inibitdria
(TAKEDA et al., 2002; TANIMOTO et al., 2002).

A vagotomia subdiafragmatica também tem sido avaliada
quanto a sua participacdo em eventos nociceptivos. A sec¢do da porgdo
subdiafragmadtica do nervo vago reduziu limiar mecanico de retirada de
pata e aumentou a hiperalgesia induzida por bradicinina (KHASAR et
al., 1998a, 1998b). Ainda sobre a vagotomia, em modelo de inflamacgdo
induzida por 6leo de mostarda na ATM, a vagotomia cervical foi capaz
(BEREITER et al., 2002). Da mesma forma, o procedimento de
vagotomia cervical reduziu limiares térmicos e mecanicos e a
estimulagdo elétrica do nervo vago proporcionou inibicdo de respostas
nociceptivas de neurénios do subnucleo caudal do trigémeo, em
modelo de CFA na ATM de ratos (YAMAZAKI et al., 2008).
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Por isso, acredita-se que a tripsina poderia agir sobre o vago de
duas maneiras: 1) ativando diretamente receptores PAR-2 (através de
sua clivagem) nas aferéncias vagais no TGl, desencadeando potenciais
de acdo e consequente estimulacdo do nervo. 2) ou indiretamente, pois
se sabe que a tripsina regula enterécitos através da ativacdo de
receptores PAR-2 na membrana apical dessas células. Essa interagdo
promove a liberacdo de mediadores inflamatdrios que participam nao
s6 da neurotransmissdao do TGI, mas também da motilidade e secrecdo
do mesmo (DERY et al., 1998; KONG et al., 1997; OSSOVSKAYA;
BUNNETT, 2004). Ainda, essa sensibilizacdo do nervo vago por
mediadores inflamatdrios é sustentada, também, pelas respostas
imunes (incluindo hiperalgesia e dor) desencadeadas devido a liberagdo
de mediadores por células imunes em resposta a patdgenos viscerais
(GOEHLER et al., 2000; VAN DER ZANDEN et al., 2009). SupGe-se, assim,
que a clivagem de receptores PAR-2, através de enterécitos ou de outra
via, sensibilizaria as aferéncias vagais por intermédio de mediadores
inflamatdrios e que esta estimulagao vagal levaria a ativagdo da via
descendente inibitdria. Isso faria a “ponte” entre o sistema vagal e a
periferia, devido as conexdes existentes entre vago-NTS e estruturas
participantes dessa via.

Portanto, para se elucidar corretamente se a tripsina ativa
somente receptor PAR-2 ou se hda participacdo de algum outro
receptor, testes mais especificos deveriam ser conduzidos. Ainda, para
confirmar a participa¢do da via descendente inibitéria na comunicagao
do nervo vago com a periferia no modelo de OA induzido por MIA,
testes que envolvam degeneracdo de vias serotoninérgicas e
noradrenérgicas também se revelam necessarios. Ainda, sabendo-se
que aferentes nociceptivos provenientes da ATM também sdo
encontrados no ganglio nodoso (UDDMAN et al.,, 1998) e que este
também abriga fibras vagais (MACHADO, 2000), além das liga¢Oes
entre NTS e subnucleos trigeminais (onde se encontram a maioria dos
aferentes nociceptivos primarios provenientes da ATM) (SESSLE, 2000),
estudos verificando relagdes de modulagdo, participacdo ou inibicdo
entre nervo vago, complexo trigeminal e estruturas relacionadas
poderiam ser feitos para esclarecer se ha interacdo entre essas
estruturas e os testes nociceptivos avaliados nesse projeto, além da
possivel participacdo do sistema inibitério da dor.
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Dessa maneira, apds avaliagdo geral dos farmacos testados
sobre os comportamentos nociceptivos avaliados, pode-se inferir que
os efeitos dos AINES sobre os comportamentos de cogar com a pata
traseira e repousar/dormir poderiam sugerir que estes
comportamentos ndo dependem diretamente de PGs, mas sim de
outros mediadores inflamatdérios como, possivelmente, citocinas. Essa
premissa poderia ser sustentada pela alteracdo dos comportamentos
proporcionada pelas drogas de ac¢do central e pela dexametasona,
reservando caracteristicas de sensibilizacdo central, também. Ainda, o
oposto pode ser observado nos comportamentos de chacoalhar de
cabega e mastigar que parecem apresentar respostas inflamatérias
parcialmente mediadas por PGs, por isso sendo reduzidos por AINES,
pelo corticosteroide e pelas drogas de agdo central.

A avaliagdo das vias neuronais e mecanismos que compde cada
comportamento analisado revela-se importante, pois auxiliaria no
desenvolvimento de farmacos e abordagens especificas para tais
eventos. Uma vez que poderia ser discriminado a qual fase da patologia
cronica esse comportamento estaria representando. A analise da acdo
dos farmacos testados nos dias sequentes do protocolo experimental
também seria importante, pois como ha distingdo entre as fases do
MIA, no que se refere ao componente inflamatério, a exploragao e
validagdo farmacolégica dessas fases no modelo de ATM seria
relevante.

Em suma, o modelo de OA induzido por MIA demonstrou ser
eficaz em mimetizar as caracteristicas (agudas e crénicas) da patologia
também na ATM, além de responder a terapia farmacolégica comum a
essa condicdo, revelando-se promissor para o estudo das alteracGes e
mecanismos pelos quais a patologia osteoartritica se desenvolve nessa
articulagdo. Ainda, novas formas estratégicas, utilizando o modelo de
OA-MIA na ATM, poderiam ser propostas com o intuito de minimizar a
transicdao do dano tecidual para a dor aguda e esta para crdnica, ou na
modificagdo e/ou paralizagdo da doenca através de novas
manipulagdes, sejam elas farmacoldgicas ou ndo. Novos estudos sobre
genbmica e protedmica da dor orofacial crbénica, combinadas com
novos tratamentos, podem favorecer o desenvolvimento de uma
abordagem individualizada e mais eficaz para os pacientes que sofrem
ndo s6 de osteoartrite temporomandibular, mas de outras DTMs
cronicas.
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6 CONCLUSOES

- A injecdo de iodoacetato monossddico (MIA) na ATM revelou-se
capaz de induzir alteragdes nociceptivas e, ainda, a dose de 0,5 mg de
MIA foi a menor dose capaz de sustentar essas alteragées durante 21
dias, revelando perfil crénico do algégeno e corroborando seu uso
como modelo de OA.

- O teste de OCN e IA mostraram-se ferramentas avaliativas
consistentes para comportamentos nociceptivos espontaneos e
incapacitagdo articular temporomandibular, bem como para
discriminagdao e mensuragao de eventos nociceptivos desencadeados
pelo MIA.

- A validagdo farmacoldgica, através de doses terapéuticas utilizadas na
clinica médica para tratamento da osteoartrite, sustenta o papel do
MIA e a confiabilidade do modelo para estudo dessa patologia.

- Ainda, a tripsina representa abordagem farmacolégica promissora
para controle de quadros dolorosos e inflamatdrios presentes na OA
temporomandibular e seu efeito é dependente da integridade das
aferéncias vagais subdiafragmaticas. Dessa forma, a manipulagdo vagal
pode contribuir para o efeito analgésico e anti-inflamatdrio da tripsina
e merece estudos mais exploratérios quanto ao seu beneficio.
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