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RESUMO

O processo degenerativo na cartilagem articular da articulagdo
temporomandibular (ATM), € uma patologia mais frequente em mulheres do que em
homens, sugerindo uma possivel contribuicio de hormdnios gonadais na
fisiopatologia dessa condigdo. A glicosamina € um amino-monossacarideo presente
em tecidos conjuntivos e cartilaginosos que contribuem para a manutencao,
resisténcia, flexibilidade e elasticidade desses tecidos. O sulfato de glicosamina tem
sido usada para tratar osteoartrite em humanos. O objetivo dessa pesquisa foi
avaliar in vivo o efeito do sulfato de glicosamina na articulagdo temporomandibular
de ratas ovariectomizadas (OVX) por meio de analise histomorfométrica e
Imunoensaio de ELISA na quantificacdo das citocinas pro-inflamatérias: interleucinas
(IL1-B, IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF-a). Foram utilizadas 32 ratas
distribuidas em 4 grupos (n 8): G1 sham + solucdo salina; G2 sham+ sulfato de
glicosamina 80 mg/kg via oral; G8 OVX + solugdo salina; G4 OVX + sulfato de
glicosamina 80 mg/kg via oral. Os tratamentos foram realizados apds 21 dias da
inducdo da OVX, os grupos sham e OVX foram submetidos aos tratamentos
propostos durante 7 dias. Apos o término dos tratamentos as ATM de ambos os
lados foram retiradas em bloco. Uma das ATM foi submetida, apds fixacdo e
descalcificacao, ao processamento histolégico. A ATM contralateral foi submetida a
maceracao e centrifugagcdo em tampao de extracao celular (tampao tris-hcl 50mM,
ph 7,5). O sobrenadante submetido ao Imunoensaio (ELISA) para avaliacdo das
citocinas pré-inflamatérias (IL1-B, IL-6 e TNF-a). A analise dos dados (Kruskal-Wallis
e Dunn) revelou que o sulfato de glicosamina administrada as fémeas OVX néo
alterou a espessura da cartilagem condilar quando comparada aos demais grupos
(p>0.05). Entretanto, quando administrada as fémeas sham, o sulfato de glicosamina
causou aumento da cartilagem total quando comparada aos demais grupos. N&o
houve diferencas estatisticamente significantes (p>0.05) entre os grupos controles. A
concentragdo da citocina IL-18 e TNF-a nas fémeas sham foi significativamente
menor do que a concentracado verificada nas fémeas OVX, indicando que a OVX por
si s6 j& foi potente indutor dessas citocinas. Nao houveram diferencas
estatisticamente significantes (p>0.05) nas citocinas entre as fémeas OVX que



receberam ou nao o sulfato de glicosamina, a interleucina IL-6 mostrou maiores
concentragcdes nas fémeas sham do que nas OVX, independentemente de
receberem ou ndo o sulfato de glicosamina. Também nao houve efeito do sulfato de
glicosamina sobre a concentragao da IL-6, tanto nas fémeas OVX quanto em sham.
O sulfato de glicosamina nao interfere no nivel das citocinas avaliadas nos animais
OVX e sham, nos animais sham o sulfato de glicosamina induziu um aumento na

espessura total da cartilagem condilar da ATM.

Palavra-chave. Articulacao temporomandibular, glicosamina, citocinas, inflamacao.



ABSTRACT

The degenerative process of the articular cartilage on temporomandibular
joint (TMJ) is more frequent in women than in men, suggesting a possible
contribution of gonadal hormones in the pathophysiology. Glucosamine is an
monosaccharide amine present in conjunctive and cartilaginous tissues that
contribute to the maintenance, resistance, flexibility and elasticity of these tissues. It
has been used to treat osteoarthritis in humans. The objective of this research was to
evaluate effects of glucosamine sulfate in vivo in the TMJ of female-rats after
castration by ovariectomy (OVX) through histomorphometry analysis of the articular
cartilage layers and by ELISA immunoassay to quantify pro-inflammatory cytokines
(IL1-B, IL-6 e TNF-a). 32 rats were distributed into four groups (n=8): G1 - sham +
saline solution; G2 - sham + 80 mg/kg glucosamine; G3 - OVX + saline solution; G4 -
OVX + 80 mg/kg glucosamine. The treatments were performed 21 days after OVX,
and kept for 7 days. After the end of the treatments, the TMJ (both sides) were
removed in block. The TMJ were processed for histological analyses and for
cytokines quantification. The supernatant submitted to immunoassay (ELISA) for the
evaluation of pro-inflammatory cytokines (IL1-B, IL-6 and TNF-a). Data analysis
(Kruskal-Wallis and Dunn) revealed that glucosamine administered to castrated
females did not alter the cartilage thickness when compared to other groups (p>
0.05). However, when administered to non-castrated females, glucosamine increased
the total of the condylar cartilage thickness when compared to the other groups.
There were no statistically significant differences (p > 0.05) between the control
groups. The concentration of the cytokines IL-13 and TNFa was low in non-castrated
females and significantly lower than the concentration observed in castrated females,
indicating that castration alone was a potent inducer of these cytokines. There were
no differences (p > 0.05) in the cytokine concentrations between castrated females
receiving or not glucosamine. Cytokine IL-6 showed higher concentrations in non-
castrated females than in castrates, regardless of whether they receive or not
glucosamine. There was also no effect of glucosamine on IL-6 concentration in both
castrated and non-castrated females. We concluded that glucosamine does not
interfere with the level of cytokines evaluated in castrated and non-castrated animals,
but in non-castrated glucosamine induced an increase in total condylar cartilage



thickness.

Key words: Temporomandibular joint, glucosamine, cytokines, inflammation.
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1 INTRODUCAO

A articulagdo temporomandibular (ATM) é uma articulagdo do tipo sinovial,
que se estabelece entre as extremidades dsseas da cabeca da mandibula, a fossa
mandibular e o tubérculo articular do osso temporal. As superficies articulares da
fossa mandibular e da cabeca da mandibula sdo revestidas por tecido
fibrocartilaginoso (Bag et al., 2014).

Muitos fatores, como idade, sexo, fatores hormonais, traumas e estresse
psicolégico podem levar a uma adaptacdo fisioldgica ou, caso contrario, a
desorganizacao da ATM (Figueroba et al., 2014a)

O processo degenerativo na cartilagem articular da articulagéo
temporomandibular (ATM), € uma patologia mais frequente em mulheres do que em
homens, sugerindo uma possivel contribuicio de hormdnios gonadais na
fisiopatologia dessa condi¢dao (Warren & Fried, 2001). O estrogénio € um hormdnio
esteroidal conhecido por regular diversos processos fisiologicos em tecidos-alvo de
ambos os sexos (Galal et al., 2008). Em concentragdes fisioldgicas, o estrogénio
pode desempenhar um papel na remodelacao da ATM (Yasuoka et al., 2000).

Os horménios gonadais tém um impacto significativo sobre o desenvolvimento
de doencas autoimunes em humanos e roedores (Yoneda et al., 2004). Na
fisiopatologia da inflamagédo articular, os estrogénios desempenham funcdes
especializadas. Na presenca do estradiol em artrite reumatoide (AR), mostrou-se
aumentado o nivel de interleucina IL-1B e aumento de secre¢cdo de IL-6 em
sinoviocitos (Kawasaki et al., 2000). Os niveis de citocinas pré-inflamatérias (IL1-8,
IL-6 e TNF-a) apresentaram-se aumentados em ratas ovariectomizadas (OVX),
provavelmente devido a uma redugédo extrema na producdo gonadal (Figueroba et
al., 2015).

A Inflamacdo também desempenha um papel na disfuncédo
temporomandibular (DTM), especialmente nos casos associados com artrite, trauma
agudo e desarranjo da cartilagem (Alstergren & Kopp 2000).

Niveis de interleucinas, como IL-1p3, IL-8 e IL-6 e do fator de necrose tumoral
(TNF-a) estdao aumentados no liquido sinovial de pacientes com DTM. Algumas
interleucinas, como IL-6 e IL-11, estdo presentes na articulagdo temporomandibular
(ATM), mas associadas ao processo adaptativo (Kaneyama et al., 2004; Figueroba
etal., 2014a)
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Distarbios da ATM também sao caracterizados por degeneracao do colageno
e da quantidade de proteoglicanos (Damlar et al., 2015). A glicosamina € um amino-
monossacarideo presente em tecidos conjuntivos e cartilaginosos que contribuem
para a manutencao, resisténcia, flexibilidade e elasticidade desses tecidos. O sulfato
de glicosamina tem sido usada para tratar osteoartrite em humanos.

Modelos animais de osteoartrite tém apoiado o potencial terapéutico do
sulfato de glicosamina. Sabe-se que o sulfato glicosamina ajuda na manutencao de
proteoglicanos, inibe a degradacdo do colageno tipo | e melhora a sintese de
colageno tipo Il na cartilagem articular (Naito et al., 2010).

Ratas OVX tém mostrado um espessamento da cartilagem e um aumento do
volume de 6sseo subcondral do céndilo mandibular. Embora, o espessamento da
cartilagem articular esteja presente em ratas OVX, esse espessamento nao pode ser
considerado uma caracteristica tipica de osteoartrite (Chen et al., 2014).

A principal hip6tese deste estudo é comprovar o papel do estrogeno na
manutenc¢ao da cartilagem condilar e volume ésseo subcondral normais e demostrar
o efeito do sulfato de glicosamina na articulacao temporomandibular (ATM) de ratas
OVX.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Os transtornos na articulagdo temporomandibular (ATM) tornam-se cada vez
mais comuns na sociedade ao longo dos anos. Tem sido visto que esses transtornos
resultam de varias etiologias (Kostrzewa-Janicka, 2013).

A degeneracgao das estruturas articulares causa a evolugao de disturbios nédo
inflamatérios para o inflamatorio. Esses estados degenerativos aumentam a
destruicdo tecidual e a disfungédo articular, causando liberacdo de mediadores
inflamatoérios no espaco articular (Kacena et al., 2001).

A doenca degenerativa da articulacdo temporomandibular é marcada por
degradacdo e calcificagdo precoce da matriz extracelular da camada fibrosa da
cartilagem do céndilo mandibular. Mulheres s&o 2 a 3 vezes mais propensas a sofrer
as doencgas degenerativas (Robinson et al., 2018).

Transtornos da ATM podem afetar a mandibula e os musculos mastigatérios.
Muitos fatores, como idade, sexo, fatores hormonais, traumas e estresse psicologico
podem levar a uma adaptacgéao fisiolégica ou, caso contrario, a desorganizacao da
ATM (Figueroba et al., 2014a). Além disso, doengas sistémicas de carater
inflamat6rio e degenerativas, como osteoartrite e artrite, podem ter impacto
significativo nessa articulagao.

As citocinas estdo predominantemente envolvidas nos processos
degenerativos intra-articulares, sendo que concentragdes elevadas de IL-13, TNF-q,
IL-8 e IL-6 estdo presentes no fluido sinovial de pacientes. A IL-6 e IL-11 também
estdo associadas com a adaptacdo da articulagdo (Kaneyama et al., 2004). Em
particular, a IL-6 desempenha um papel importante no desenvolvimento de
osteoartrite (Kaneyama et al., 2005)

Agentes anti-inflamatdrios, analgésicos e relaxantes musculares tém sido
usados para aliviar os principais sintomas (Dym & Israel, 2012). Outras estratégias,
tais como fisioterapia, exercicios, ultrassom, terapia manual, acupuntura e laser
também foram propostos (Rashid et al., 2013; Figueroba et al., 2014b).

Embora multiplos horménios gonadais possam influenciar no processamento
da dor, o estrogénio tem sido o0 mais estudado e representa um fator de risco que
pode contribuir para as diferencas na dor em relacdo as mulheres. A maior

incidéncia ocorre em mulheres durante seus anos férteis, e ndo ha diferenca na
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prevaléncia de disfuncao temporomandibular (DTM) entre pré-adolescentes meninos
e meninas (Ghurye & McMillan 2015).

Os efeitos do estrogénio sdo mediados pela ligacao aos seus receptores. Trés
tipos de receptores estrogénicos sao distinguidos, dois nucleares — alfa (ERa) e beta
(ERB), e um receptor de estrogénio acoplado a proteina G plasmatica (GPER1)
(Funakoshi et al., 2006).

Desde 1986, quando receptores de estrogénio foram reconhecidos pela
primeira vez em articulagbes temporomandibulares de babuino, a influéncia do
estrogénio na DTM tornou-se um assunto de interesse para muitos pesquisadores.
Sabe-se agora que os receptores de estrogénio estdo localizados em muitas
estruturas do érgao estomatognatico, particularmente nos tecidos da ATM, como nos
tecidos retrodiscal e condroide do condilo mandibular (Puri et al., 2009).

Esses dados sugerem que a perda de estrogénio durante a menopausa pode
potencializar o processo degenerativo da articulacdo temporomandibular. No
entanto, pouco se sabe sobre o papel do estrogénio na mediacdo do crescimento,
homeostase e degeneracao da ATM. (Robinson et al., 2018)

Na reposicdo com 17B-estradiol houve um aumento de expressao e
concentragao das interleucinas IL-183, IL-6 e IL-8 na cartilagem articular de ATM de
camundongo (Yun et al., 2008). O estradiol pode agravar a inflamagédo da ATM
através do nucleo via do fator nuclear kappa B (NF-kB), levando a inducédo da
producgéo de citocinas pré-inflamatérios (Chen et al., 2014; Kou et al., 2011).

A osteoporose é um problema importante para a mulher, principalmente em
seu periodo pos-menopausa, e sabe-se que a deficiéncia de estrogénio
desempenha um papel no seu desenvolvimento (Boling, 2001).

O estrogeno pode atuar direta ou indiretamente em osteoblastos e
osteoclastos através de mecanismos mediados por receptores de estrogénio,
(Christgau et al., 2004) como a inibicdo da producdo de citocinas ésseas que
induzem reabsorcdo a partir de células estromais da medula, (Sykes & Kamps,
2003), inibicao direta da atividade de osteoclastos (Kenny & Raisz, 2002)

O efeito anabdlico definido na formacdo déssea pode ser encontrado em
modelos animais com deficiéncia de estrogénio. (Hukkanen et al., 2003). Nao
surpreendentemente, a terapia com estrogénio tem sido amplamente aceita como
um tratamento eficaz em mulheres pds-menopausa para prevenir reducao da

densidade mineral 6ssea (Delaney, 2006). Entretanto, terapias prolongadas de
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reposicao de estrogénio tém-se provado aumentar os riscos de cancer de mama e
de utero. (Conner, 2007; Russo & Russo, 2007)

Alteragbes morfolégicas foram observada nas camadas fibrosa, hipertréfica,
proliferativa e maturada da cartilagem articular da ATM de ratas ovariectomia (OVX)
causando uma diminuicao do tecido fibroso, desarranjo celular e um aumento no
namero de condrécitos na camada hipertréfica (Figueroba et al., 2015).

Distarbios da ATM também s&o caracterizados por degeneracao do colageno
e uma quantidade reduzida de proteoglicanos. A glicosamina € uma glicoproteina
essencial que é necessario para sintese de proteoglicanos e glicosaminoglicanos
(Damlar et al., 2015). Presente nos tecidos conjuntivos e cartilaginosos que contribui
para a manutencao, resisténcia, flexibilidade e elasticidade destes tecidos.

O sulfato de glicosamina tem sido usada no tratamento da osteoartrite em
humanos (Naito et al, 2010). Modelos animais de osteoartrite tém apoiado o
potencial terapéutico da glicosamina. Por ndo possuir fontes naturais, o sulfato de
glicosamina é extraida do exoesqueleto de crustaceos, tais como camarao,
caranguejo e lagosta (Xu, Y.S. Wang, Y.M., 2004). Na analise histologica da
cartilagem articular da ATM mostrou que agentes anti-inflamatérios e o sulfato de
glicosamina promoveram um aumento nas concentracbes de proteoglicanos
(Figueroba et al., 2018).

Atualmente, este composto tem sido comumente prescrito para o tratamento
de disturbios da ATM como remédio e suplemento nutricional, por ter efeitos
colaterais menores (Jiang et al., 2018).

Embora algumas investigacdes sugiram que o sulfato de glicosamina seja um
tratamento eficaz para disturbios da ATM, alguns outros ensaios clinicos néo
mostram qualquer vantagem para este tratamento em relacao ao placebo (Haghigha
et al., 2013).
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3 PROPOSICAO

O objetivo foi avaliar o efeito do sulfato de glicosamina na articulagéo
temporomandibular de ratas ovariectomizadas através de analise histomorfomeétrica
das camadas da cartilagem articular e pela quantificacdo de citonicas pré-

inflamatorias (IL1-B, IL-6 e TNF-a) por Imunoensaio de ELISA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Consideracoes éticas

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas — CEUA/UNICAMP (Anexo 1).

4.2 Procedimentos experimentais

Este estudo observou a influéncia do sulfato de glicosamina na articulagao

temporomandibular de ratas na fase pds ovariectomia.

4.3 Farmacos

Os seguintes farmacos foram utilizados: cloridrato de quetamina (100mg/mL
Dopalen injetavel, laboratérios Vetbrands), cloridrato de xilasina (100mg/mL
Anasedan injetavel, laboratérios Vetbrands), solugdo salina estéril (NaCl a 0,89%) e

1,5 g de sulfato de glicosamina (Dinaflex® oral, Laboratorios Zodiac).
4.4 Estudo

4.4.1 Animais

Foram utilizadas 32 ratas, (Ratos Heterogenéticos HanUnib: WH Wistar,

SPF"), jovens adultas (6 a 10 semanas de vida), com peso entre 200 a 300g. Os
animais foram mantidos em gaiolas plasticas antes do inicio do experimento. Foram
mantidas em regime de agua e alimentagao ad libitum, a temperatura média de 23°C
e iluminacao artificial com lampadas fluorescentes, sendo foto periodo de 12 horas
claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz das 7 as 19 horas.

Os 32 animais foram distribuidos nos seguintes grupos (n=8):

Grupo 1 — sham + solugao salina via oral dose Unica durante 7dias;

Grupo 2 — sham + glicosamina 80 mg/kg via oral dose Unica durante 7dias;

Grupo 3 — OVX + solugéo salina via oral dose unica durante 7dias;

Grupo 4 — OVX + glicosamina 80 mg/kg via oral dose Unica durante 7dias.

1 S.P.F. = Specific Pathogen Free — livre de patdégenos especificos.
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4.4.2 Exame colpocitologico

Todas as ratas foram submetidas a coleta de secrec¢ao vaginal, diariamente,
durante trés semanas, visando a avaliacdo da funcao ovariana. O material colhido
em laminas histoldgicas foi fixado em uma solucao de alcool-éter (1:1), corado pelo
método de Harris-Shorr (Shorr, 1941) e analisado ao microscépio de luz.

Somente as ratas apresentando dois ou mais ciclos estrais consecutivos de
quatro dias foram incluidas no estudo (Montes & Luque, 1988).

4.4.3. Castracao

A ovariectomia foi feita sob anestesia intraperitoneal utilizando xilazina a 2%
(10mg/kg) e quetamina a 10% (90mg/kg), por incisdo dos flancos bilaterais, e feixes
ovarianos foram ligados com sutura fio seda 4-0, em seguida remo¢ao dos ovarios.
A ovariectomia teve como finalidade eliminar a producdo gonadal de esteroides,
produzindo um estado permanente de insuficiéncia estrogénica (Figura 1).

Foi realizada analgesia, no periodo po6s-operatério imediato, com a
administracéo de cloridato de meperidina na dose Unica de 2mg/kg/animal, por via
intramuscular (Latt, 1976).

Figura 1 - Utero com os ovarios em (A), o ttero sem os ovarios submetidos a ovariectomia em
(B) e o utero atrofico apos 21 dias da ovariectomia em (C); (O) ovario, (U) utero.

(A) utero normal (B) ovariectomizado (C) ovariectomizado (atréfico)
4.4.4 Exame colpocitolégico

Todas as ratas foram novamente submetidas a coleta de secrecgao vaginal,
diariamente, durante 15 dias que sucederam a cirurgia. Somente as ratas que

apresentaram esfregacos vaginais de padrao atréfico por 15 dias consecutivos foram

incluidas no experimento.
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4.4.5 Tratamentos

Apds 21 dias da ovariectomia e sham, os animais de todos os grupos foram
submetidos ao tratamento com os farmacos em estudo com solucéo salina via oral
dose Unica durante 7dias (grupos 1 e 3) por gavagem; glicosamina 80 mg/kg via oral
dose Unica durante 7dias (grupos 2 e 4) por gavagem; Os animais foram sacrificados
por anestesia profunda (xilazina a 2% (10mg/kg) e quetamina a 10% (90mg/kg).
Apoés o periodo descrito, as ATM foram removidas e selecionadas aleatoriamente
para coloragdo com Azul de Toluidina ou Imunoensaio (ELISA).

4.4.6 Processamento histoldgico

A ATM foi fixada em solucado de paraformaldeido a 10% e tampao fosfato
0,1M (pH 7,4), durante 24h a 4°C. Em seguida, foi realizada a descalcificacdo da
estrutura em solucédo de EDTA a 6% (acido etilenodiamino tetra-acético), dissolvido
no mesmo tampao por um periodo de 3 meses.

Apés desidratagdo em etanol 70%, 95% e 100%, diafanizada em xilol foram
embebida/incluida em blocos de parafina a 65°C. Foram realizados nove cortes
seriados coronais de 6 um de espessura para cada animal em micrétomo manual
(LEICA, RM 2145), os quais foram colhidos em laminas histoldgicas e corados por
Azul de Toluidina para visualizacdo dos proteoglicanos (PGs) e para anélise da
estrutura geral da ATM.

4.4.7 Morfometria

A regido da cabeca do coéndilo foi selecionada para as medicdes. Para
verificar a espessura total e de cada camada da cartilagem condilar (fibrosa,
proliferativa, maturada e hipertréfica), realizou-se trés medidas, um raio central e
outros raios adjacentes de cada lado, os resultados expressos em milimetros (Figura
2), mensurados através do Image-Pro Software Plus 4.5 (Media Cybernetics, Inc.,
Rockville, MD, EUA).
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Figura 2 - Corte coronal da ATM mostrando a regidao condilar — camadas (F = fibrosa; P =
proliferativa; M = madura; e H = hipertréfica) da cartilagem articular medida em trés diferentes
regioes (coloracdo hematoxilina e eosina, ampliacao x 20).
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Fonte: Figueroba et al.,2014a.

4.4.8 Imunoensaio

A ATM contralateral foi submetida a maceracao e centrifugacdo em tampao
de extragao celular (tampéao tris-hcl 50mM, pH 7,5). O sobrenadante foi submetido
ao imunoensaio (ELISA) de captura (PeproTech Inc., Rocky Hill,NJ, EUA), para
avaliacao dos niveis de citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-6 e TNF-a)

Para este teste, foram utilizadas placas de 96 pocos, na qual foram
adicionados 100uL/poco com anticorpo de captura para cada citocinas e deixada a
temperatura ambiente overnight (durante a noite). Lavada em solucdo de Tween 20
a 0,05% em PBS (tampao fosfato em salina, Sigma), e entao foi adicionado 300uL
de tampao de bloqueio 1% BSA (albumina sérica bovina, Sigma) em PBS por pocos
em temperatura ambiente por 1 hora para bloqueio de sitios de ligacao
inespecificos.

Apo6s este procedimento, as placas foram novamente lavadas, sendo
acrescentado 100uL das amostras e de uma solugdo padrdo diluida em sete
concentragdes, incubada em temperatura ambiente por 2 horas.

Apos este periodo, a mesma foi lavada como descrito anteriormente e,
entdo, foi adicionado 100uL dos anticorpos de deteccdo em cada poco, incubada em
temperatura ambiente por mais 2 horas. Em seguida, a placa foi novamente lavada,
acrescentado 100uL da solucédo de avidina-peroxidase conjugada (enzima) em cada
poco. Ap6s 30 minutos e, apds nova lavagem, foi adicionada 100 uL de solucéo para
substrato — ABTS (solucdo de 2,2'-azino-bis-3-etilbenzitiazolina-6-acido sulfénico,
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Sigma). A placa foi mantida em temperatura ambiente para o desenvolvimento de
cor e, em seguida, a reacdo colorimétrica foi lida em espectrofotdmetro por
densidade 6ptica a 405nm com correcdo de comprimento de onda definido para
650nm.

4.5 Anadlises dos dados

Os dados foram submetidos aos testes de D’Agostino & Pearson para
verificar a sua normalidade e ao teste de Bartlett para observar a
homocedasticidade. Estes testes mostraram que n&o houve normalidade ou
similaridade de variancia para 0s grupos.

Os testes de Kruskal-Wallis e de Dunn (post-hoc) foram utilizados para
observar o efeito da glicosamina e da castracdo sobre a cartilagem da ATM e suas
diferentes camadas. A concentracdo das citocinas também foi analisada pelos
mesmos testes.

Todas as analises foram realizadas considerando 5% de nivel de

significancia, utilizando o software GraphPad Prism 7.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Espessura da camada de cartilagem

A espessura total da cartilagem é mostrada na Tabela 1.

Tabela 1 — Espessura da cartilagem da ATM das ratas ovariectomizada (OVX) e sham que

receberam ou nao a glicosamina.

Ratas OVX Ratas Sham
Controle Glicosamina Controle Glicosamina
Espessura 231.3 230.7 238.4 272.1
Total das (228.3 - 235) (226.6 — 233.7) (224.9 — 247.2) (248.5 — 285)
camadas
a a a b

Mediana (1°-3° quartil). Letras distintas significam diferencas estatisticamente significantes (p<0.05).

A andlise dos dados (Kruskal-Wallis e Dunn) revelou que o sulfato de
glicosamina administrado as ratas OVX nao alterou a espessura da cartilagem
quando comparada as ratas OVX controle (p>0.05). Entretanto, quando administrada
as ratas sham, a glicosamina causou aumento da cartilagem total quando
comparada aos demais grupos. Nao houve diferencas estatisticamente significantes
(p>0.05) entre os grupos controles.

Para verificar o efeito dos tratamentos sobre as diferentes camadas da
cartilagem, os dados foram analisados e sdo apresentados na Figura 3. Foi possivel
observar que ndo houve efeito da glicosamina sobre as camadas fibrosa e
proliferativa tanto nas ratas OVX quanto naquelas ratas sham. Entretanto, a
espessura dessas mesmas camadas foi maior nas ratas sham quando comparadas
com as ratas OVX, independentemente do grupo controle ou tratado.

Ja na camada madura, a glicosamina nao produziu efeitos significativos nas
ratas sham. A ovariectomia induziu uma diminuicdo significativa da espessura da
camada madura quando comparada as ratas sham. Nas fémeas ovariectomizadas, a
glicosamina causou um aumento (p<0.0001) nessa camada.

Sob efeito da glicosamina houve aumento (p<0.0001) da espessura da
camada hipertréfica nas ratas sham quando comparadas ao seu controle. Porém,
houve diminuicdo significativa (p<0.0001) da espessura dessa camada nas ratas
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OVX tratadas com a glicosamina. Nao houve, entretanto, diferencas estatisticamente
significantes entre as ratas OVX e sham que foram submetidas a glicosamina. A
ovariectomia levou ao aumento significativo (p<0.0001) da espessura da camada

hipertréfica nas ratas controle.

Figura 3 - Espessura das camadas fibrosa (A), hipertréfica (B), madura (C) e proliferativa (D) da
cartilagem da ATM das ratas castradas e nao castradas que receberam ou nao a glicosamina
(grupos n=8). Linha central=mediana; caixa= 1° e 3° quartis; suicas=valores maximo e minimo.
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Letras distintas significam diferengas estatisticamente significantes (p<0.05).

A morfologia das camadas (fibrosa, proliferativa, maturada e hipertréfica) da
cartlagem da ATM em ratas castradas e ratas nao castradas (controle) séo
mostrados na figura 4, respectivamente. Alteracées morfolégicas foram observadas
em ratas castradas em todas as camadas da cartilagem condilar (Figura 4 - C, G e
K).

Um desarranjo celular e uma diminuicdo na espessura das camadas fibrosa,
proliferativa e maturada foram observados (Figura 4 - K). Na camada fibrosa a

morfologia irregular com zonas de remodelacdo aparente € mostrada pela seta
vermelha (Figura 4 - K) nas ratas OVX, condrécitos amorfos (sem forma) e



26

achatados sao observados na regido da camada proliferativa seta amarela (Figura 4
- K).

Nos animais OVX observamos um aumento na espessura da camada
hipertrofica e um aumento no numero de condrécitos seta amarela (Figura 4 - K). Na
figura 4 - C, G e K, observamos uma diminuicdo na densidade de cor azul nos
animais OVX quando comparado com o controle (Figura 4 - A, E e |), um aumento
na densidade de cor azul nos animais OVX tratado com sulfato de glicosamina
(Figura 4 - D, H e L) comparado com OVX, e um aumento maior no grupo sham
tratado com sulfato de glicosamina (Figura 4 - B, F e J) quando comparado com o
seu controle.

Na figura 4 — L, observamos na camada proliferativa e hipertréfica uma
reorganizagao celular (arredondadas sem achatamento) e um aumento no nuamero

de condrécitos.

Figura 4 - Seccoes coronais das ATMs; coloracao com azul de toluidina. A — D: 5 X, barra de
escala de 200 mm; E — H: 10X, barra de escala de 100 mm; | — L: 20X, barra de escala de 50 mm.
As regioes do condilo sao as seguintes: AD (disco articular); AC (cartilagem articular); SB
(osso subcondral). As linhas amarelas tracejadas dividem a cartilagem e o osso subcondral.
P= camada proliferativa; H = camada hipertrofica. As setas amarelas mostram condrocitos e

vermelha erosao na fibrocartilagem.

Controle Cont. Glicosamina Castrada Cast. Glicosamina.
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5.2 Niveis de citocinas

Para testar o nivel de inflamacédo na ATM de ratos tratados, concentracdes de
citocinas foram determinados por ELISA. As Figuras 5 A, B e C mostram o efeito da
glicosamina sobre a IL-183, IL-6 e TNFa.

A concentragdo da citocina IL-1B foi baixa nas fémeas ndo castradas, e
significativamente menor do que a concentracao verificada nas fémeas castradas,
indicando que a castragéo por si sé ja foi potente indutor dessa citocina. Nao houve
diferencas estatisticamente significantes (p>0.05) na citocina entre as fémeas
castradas que receberam ou n&o sulfato de glicosamina (Figura 5 - A).

Figura 5. A - Concentracdao da citocina IL-1B. B - Concentracdao da citocina IL-6. C -
Concentracao da citocina TNF-a. Linha central=mediana; caixa= 1° e 3° quartis; suicas=valores

maximo e minimo.
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Letras distintas significam diferengas estatisticamente significantes (p<0.05).

A citocina IL-6 mostrou maiores concentracées nas fémeas ndo castradas do

que nas castradas, independentemente de receberem ou nao sulfato de
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glicosamina. Também nao houve efeito da glicosamina sobre a concentracédo da IL-
6, tanto nas fémeas castradas quanto nas nao castradas (Figura 5 - B).

Ja a citocina TNFa estava aumentada nas fémeas castradas, ndo havendo
diferencas estatisticamente significantes entre as concentragbes daquelas que
receberam ou nao sulfato de glicosamina. Entretanto, nas fémeas castradas e nao
castradas, a glicosamina nao alterou a concentragcdo de TNF-a quando comparada
com o grupo controle. De qualquer forma, as concentragées dessa citocina foi
significativamente maior nas fémeas castradas do que naquelas nao castrada
(Figura 5 - C).
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6 DISCUSSAO

Diferentes protocolos usando estradiol em modelos de ratos, para lesdes da
articulacdo temporomandibular (ATM) foram encontrados na literatura,
especialmente em relacdo a dor e inflamacéo. Alguns estudos mostram a influéncia
de estrogénio ou sua deficiéncia em disfuncdo temporomandibular (DTM). (Yasuoka
et al., 2000; Chen et al., 2014; Kou et al., 2011; Robinson et al., 2018). No entanto,
nao ha consenso na literatura sobre esta questao.

Os efeitos anti-inflamatérios dos horménios esteroides gonodal tém sido
demonstrados. Niveis fisiolégicos de testosterona e estrogénio foram relatados para
reduzir danos na organizagdo reticular, diminuir a perda de colageno e
glicosaminoglicanos em matriz extracelular devido a sua atividade anti-inflamatéria e
antioxidante (Ganesan et al., 2008; Fischer et al., 2007).

A concentracdo de 17beta-estradiol em ratas ovariectomizadas (OVX) é
geralmente trés a quatro vezes menores do que em ratas controle (estro), (Al-Rahbi
et al., 2013; Qu et al., 2013). Outros estudos mostram que os horménios esteroidais
inlbbem a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias por macréfagos ou células
estromais (Ganesan et al., 2008; Kramer et al., 2004; Subramanian et al., 2005. No
presente estudo, os niveis de citocinas pré-inflamatérios mostraram um aumento
devido a castracdo, provavelmente devido a uma diminuigdo extrema nos horménios
gonodal.

Em nosso estudo, os niveis de TNF-alfa estdo aumentados nas ratas
ovariectomizadas, este resultado mostra que a auséncia de estradiol aumenta os
niveis de citocinas pro-inflamatorias. Além do aumento dos niveis de citocinas
inflamatorias, deficiéncia de estrogénio tem sido associada a perda dssea, e
tratamento com estrogénio bloqueia esses efeitos (Mundy 2007).

A IL-6 é produzida pela acdo da TNF-a e IL1-B, as quais sdo secretadas
pelos sinovidcitos (Kacena et al., 2001). E uma citocina com atuagdo tanto na
resposta imune-inata como na resposta adaptativa, sendo sintetizada por mondcitos,
células estromais, fibroblastos e outras células em resposta a microrganismos
(Souza et al., 2008). A IL-6 é expressa em baixos niveis na homeostase e aumenta
durante a infecgao, trauma e outros estimulos estressantes (Ershler et al., 2000). Em
nosso estudo, a IL-6 mostrou aumentada nas ratas controle (sham), e diminuiu nos

grupos OVX quando comparado com o grupo controle.
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Ao contrario da IL-6, os niveis das citocinas TNF-a e de IL-18 aumentaram
nos grupos OVX, indicando que outros fatores podem ter influenciou os niveis de IL-
6. O nivel de IL-6 tem um acentuado aumento na presenca de 17B-estradiol.
Estudos consistentes mostram que os hormdnios gonadais sdo essenciais para
aumentar a liberacdo da IL-6 em ratas (Figueroba et al., 2015). Outros estudos
mostraram a influéncia de estrogénio ou sua deficiéncia em DTM (Yasuoka et al.,
2000; Chen et al., 2014; Kou et al., 2011; Robinson et al., 2018). No entanto, ndo ha
consenso na literatura sobre esta questao.

O estrogénio em concentragbes fisiologicas desempenha um papel
importante na remodelacdo da ATM, especialmente na cartilagem articular. O
aumento da expressao de estrogénio induz o desenvolvimento de DTM, e deficiéncia
de estrogénio provoca aumento na remodelagdo O0ssea com aumento de 0sso
aposicao / reabsorcédo (Abubaker et al., 1996).

No presente estudo, a espessura da camada fibrosa mostrou-se diminuida e
a morfologia apareceu irregular com zonas de remodelagdo e em zonas aparentes
nas ratas OVX. Além disso, um aumento na espessura da camada hipertréfica foi
observado nesses animais, esse aumento pode estar associado a um aumento na
diferenciacdo e maturagcdo do numero de condrécitos da cartilagem condilar.
Achados similares de aumento da espessura da cartilagem condilar nas camadas
proliferativa, madura e hipertréficas em ratas OVX foram relatados em estudos
anteriores (Chen et al., 2014). Esse aumento no grupo OVX da espessura da
cartilagem condilar e no nimero de células da cartilagem (condrécitos) é devido a
auséncia de estradiol.

Em animais em crescimento, as camadas e células da cartilagem condilar
sao revertidos pelo estradiol. Estudos relatam que o estradiol acelera o processo de
diferenciacdo celular e de calcificacdo da cartilagem condilar sendo estes efeitos
mais proeminentes no sexo feminino (Chen et al., 2014a; Kamiya et al., 2013).
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Tratamento Glicosamina

O tratamento com sulfato de glicosamina nao influenciou no tamanho da
espessura total da cartilagem articular nos animais dos grupos controle e OVX. A
acao anti-inflamatéria do sulfato de glicosamina € conhecida por inibir a atividade de
metaloproteinase, liberacdo de PGE2, producado éxido nitrico, e degradacdo de
glicosaminoglicanos. O sulfato de glicosamina estimula a sintese de acido
hialurénico, colageno na cartilagem articular e inibi a liberagao de prostaglandina (du
Souich, 2014; Henrotin & Lambert, 2013).

Em nosso estudo, a acdo anti-inflamatéria do sulfato de glicosamina,
determinado pelo nivel de citocinas ndo mostrou diferencas dentro dos grupos.

Nossos resultados concebivelmente sugerem que a cartilagem articular e a
matriz éssea do condilo da mandibula podem ser um alvo dos efeitos do sulfato de
glicosamina, apesar de ndo encontrarmos diferenga entre os ratos tratados e néo
tratados com glicosamina 21 dias ap6s a ovariectomia. No entanto, este efeito pode
ocorrer apdés um periodo mais prolongado da castracdo com maior diminuicdo no
nivel de estrogénio (Maganhin et al., 2007). Esse tipo de farmaco tem uma acgéo
tardia na cartilagem articular e precisa ser aplicado por pelo menos 30 dias (Morelli
et al, 2003), apesar desse relato em nosso estudo optamos por sete dias por causa
das diferengas morfolégicas da ATM.

Podemos observar mudancas em algumas camadas da cartilagem articular
da ATM, aumento na camada hipertréfica e uma tendéncia de aumento nas
camadas fibrosa e proliferativa. Ensaios clinicos mostram que a administracédo de
sulfato de glicosamina produz uma mudanga benéfica na osteoartrite sugerindo ter
um efeito condroprotetor, 0 que pode resultar em um significativo atraso na
progressdo da doenca (Bruyere et al., 2004). Podemos observar pelo aumento da
densidade de cor na analise histolégica da cartilagem articular da ATM
concentragcdes aumentadas de proteoglicanos nos animais OVX tratados com
glicosamina, e também um aumento no numero de condrécitos proliferativos e
hipertréficos. Nilsson & Baron (2005), mostraram que a localizagao histoquimica de
acido hialurénico esta diretamente correlacionado com a area total de condrocitos, e
que o sulfato de glicosamina pode estimular condrdcitos hipertréficos a aumentar a
sintese de proteoglicanos e acido hialurénico adicional. Esse aumento nas
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concentracdes de proteoglicanos em animais tratados com sulfato de glicosamina foi
observado em outro estudo (Figueroba et al., 2018).

A destruicdo do tecido articular induz a liberagdo de mediadores
inflamatérios, principalmente citocinas, no espacgo articular (Damlar et al., 2015).
Estas citocinas, produzidas por macréfagos e mondécitos, induzem a liberagdo de
protease e aumenta a degradacdo da cartilagem articular por deplecdo de
proteoglicano (Kardel et al., 2003). Ambas as isoformas de IL-1 estdo presentes no
processo inflamatério, a IL-1a sendo mais ativa na fase inicial e IL-13 mais na fase
tardia (Figueroba et al., 2014b). No presente estudo, IL 1B néo foi detectado nos
animais controle n&o castrado e que receberam tratamento com glicosamina.
Obviamente, a principal raz&o para a auséncia de IL-18 foi a condigdo saudavel das
ATM, uma vez que o estresse mecanico nao foi usado. Este resultado foi observado
anteriormente em outros estudos semelhantes (Figueroba et al., 2015; 2018). O nivel
de citocina TNF-alfa foi detectado anteriormente no liquido sinovial da ATM de
individuos saudaveis, enquanto as citocinas IL-10, IL-13, e a IL-6 pouco detectaveis
(Kristensen et al., 2014).

No presente estudo, o nivel de IL-1B ndo mostrou diferengas entre os
animais castrados tratados com/sem sulfato de glicosamina, em doses normais atua
mais estimulando a producdo de componentes da matriz da cartilagem articular do
que inibindo os niveis e efeitos da interleucina-13 (Nakamura et al., 2004).

No presente estudo, IL-1B, IL-6 e TNF-a ndo tiveram seus niveis alterados
pelo sulfato de glicosamina, podendo isso ser possivel devido ao tempo de duragéao
do estudo ou provavelmente a dose utilizada no estudo compativel com humano
(normais), os niveis dessas citocinas foram inibidos de forma significativa pela
glicosamina por dose dependente (Li et al., 2018).

Estudos em ratas ovariectomizadas relatam o efeito benéfico da
glicosamina, melhora da perda éssea, na prevenc¢ao de osteoartite e no controle do
aumento de peso corporal apds castracao (Asai et al., 2016; Jiang et al., 2018; Li et
al., 2018).

Ndo encontramos na literatura estudos envolvendo a articulagao
temporomandibular e sulfato de glicosamina em ratas castradas. Acreditamos que o
nosso trabalho vem trazer algo novo sobre o efeito do sulfato de glicosamina nas
articulacdes em especial ATM em mulheres na menopausa, pode ser uma terapia de
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aumento de proteoglicanos e na longevidade da cartilagem articular, novos estudos

sa0 necessarios quem sabe com aumento da dose e tempo de tratamento.
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7 CONCLUSAO

Nas condicdes testadas o sulfato de glicosamina néo interfere no nivel das
citocinas avaliadas nos animais castrados e ndo castrados, porém promove um

aumento na espessura da cartilagem condilar da ATM.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Certificado do CEUA-UNICAMP
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CEUA/UNICAMP
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada EFEITO DO SULFATO DE GLICOSAMINA NA ARTICULACAO
TEMPOROMANDIBULAR DE RATAS OVARIECTOMIZADAS, registrada com 0 n° 5016-1/2018, sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Francisco Carlos Groppo e Jean Carlos Moreira, que envolve a produgéo,
manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem)

para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8
DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N°
6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagao Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 09 de novembro de 2018.

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 04/02/2019-02/12/2019
Vigéncia da autorizacao para | 04/02/2019-02/12/2019

manipulacdo animal:

Espécie / linhagem/ racga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)

No. de animais: 32

Idade/Peso: 03 meses / 300g

Sexo: fémeas

Origem: CEMIB/UNICAMP

Biotério onde serao mantidos os | Biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
animais: FOP/UNICAMP

A aprovagao pela CEUA/UNICAMP né&o dispensa autorizagéo prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CiBioe ¢
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 09 de novembro de 2018. £\
,/
/

) M’\? Ajy\./( < 7~ ) /m‘
Prof. Dr. Wag}'ner José\Favaro Fatima AWUné
Presidente \ Secretaria Executiva
IMPORTANTE: Pedimos atengdo ao.prazo para envio do relatério final de atividades r a este p lo: até 30 dias apés o encerramento de sua vigéncia. O

formulario encontra-se disponivel na pagina da CEUA/JUNICAMP, area do pesquisador resp I. A ndo apl 3o de relatério no prazo estabelecido

pedira que novos pr los sejam
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