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RESUMO

A Disfuncdo temporomandibular (DTM) é uma expressdo coletiva que engloba vdérios
sinais e sintomas clinicos relacionados aos musculos da mastigacdo, articulagdes
temporomandibulares (ATMs) e estruturas associadas. As principais queixas relatadas sao
ruidos e dor na regido da ATM, com maior prevaléncia em adultos jovens, especialmente
mulheres. A inflamacgao intra-articular é considerada uma das mais importantes fontes de
dor nesta disfuncdo. O processo inflamatério pode se localizar na membrana sinovial,
capsula articular ou tecidos retrodiscais, e na presenca de alteracdes degenerativas
articulares recebe o nome de artrite. Assim, o laser de baixa poténcia (LBP) e o hialuronato
de sodio de alto peso molecular (HSAPM) tem sido utilizados para o tratamento de
distdrbios inflamatérios da ATM e, resultados clinicos promissores tém sido descritos.
Estudos experimentais, sob a dptica da biologia celular e molecular, fazem-se necessarios
para melhor compreensdo de seus respectivos efeitos bioldgicos e elaboracdo de protocolos
clinicos seguros. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi caracterizar a acdo
morfoldgica e bioquimica da terapia com LBP e HSAPM sobre a artrite induzida na ATM.
Utilizou-se 48 ratos machos, Wistar, divididos nos grupos: GA, animais com artrite
induzida por meio de injecdo intra-articular de adjuvante completo de Freund (CFA); GL,
animais com artrite e tratados com LBP; GH, animais com artrite e tratados com HSAPM
e; GHL, animais com artrite e tratados com LBP e HSAPM. Todos os experimentos
ocorreram na ATM esquerda. As ATMs direitas no GA foram utilizadas como controle
(GC). Foram realizadas anélises morfoldgicas por meio de cortes corados em hematoxilina-
eosina (HE), azul de toluidina e Picrosirius. Nos discos articulares, também foram
realizadas andlises histomorfométricas e birrefringéncia de fibras coldgenas (microscopia
de polarizag@o). As andlises bioquimicas dos tecidos da ATM foram realizadas por meio de
dosagens de glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) e zimografia para avaliagdo das
metaloproteinases (MMPs) 2 e 9. Os dados obtidos foram analisados por meio dos testes
ANOVA one-way com pés-teste de Tukey e, Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn.
O GA exibiu acentuadas alteragdes morfolégicas nos componentes da ATM tais como:
elevada espessura do disco articular; hiperplasia da membrana sinovial e formacdo de
pannus; reabsor¢do Ossea da fossa mandibular; aplainamento do condilo mandibular e
presenca de intenso infiltrado de células inflamatérias mononucleares no tecido
subsinovial. A microscopia de polarizagdo mostrou menor birrefringéncia das fibras
coldgenas, indicando alto grau de desorganizacdo das fibras coldgenas. Os GL, GH e GHL
apresentaram menor espessura do disco articular e maior birrefringéncia das fibras
coldgenas em comparag@o ao GA (p<0,05). Na andlise bioquimica, ficou demonstrado que
a concentracdo de GAGs e atividades de MMP-2 e MMP-9 foram estatisticamente maiores
no GA em comparacio ao GC (p<0,05). Os GL, GH e GHL exibiram menores atividades
das isoformas ativas da MMP-2 e MMP-9 em comparacdo ao GA (p<0,05). Com base nos
resultados, concluiu-se que o LBP e HSAPM demonstraram efeitos anti-inflamatérios e
protetores sobre as estruturas articulares. A terapia com uso simultdneo do LBP e HSAPM
nao foi superior aos respectivos tratamentos isolados.

Palavras-chaves: Transtornos da articulacio temporomandibular. Artrite. Lasers.

Viscossuplementacao.
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ABSTRACT

Temporomandibular disorder (TMD) is a collective term that encompasses several clinical
signs and symptoms related to mastigation muscles, temporomandibular joint (TMJ) and its
associated structures. The main complaints reported are noise and pain at TMJ region
showing higher prevalence in young adults, especially women. The intra-articular
inflammation is considered one of the main sources of pain in the development of TMD.
The inflammatory process may be located in the synovial membrane, articular capsule or
retrodiskal tissues, and the presence of degenerative joint changes is called arthritis.
Currently, Low-level laser (LLL) and high molecular weight sodium hyaluronate
(HMWSH) have been used for treating TMJ disorders and promising clinical results have
been reported. Experimental studies, from the perspective of cellular and molecular
biology, are needed for better understanding of their respective biological effects allowing
the development of secure clinical protocols. Thus, the aim of this study was to characterize
the morphological and biochemical action of the therapy with LLL. and HMWSH on a TMJ
with induced arthritis. 48 male rats were divided into the following groups: GA, animals
with arthritis induced by an intra-articular complete Freund's adjuvant (CFA) injection; GL,
animals with arthritis treated with LLL; GH, animals with arthritis treated with HMWSH;
and GHL, animals with arthritis treated with LLL and HMWSH. All experiments occurred
in the left TMJ. The right TMJs in GA were used as controls (GC). Morphological analysis
were performed using slices stained with hematoxylin-eosin (HE), toluidine blue and
Picrosirius. Histomorphometric analysis and quantification of birefringence collagen fibers
(polarization microscopy) were performed on the articular disc. The biochemical analysis
of the TMIJ tissues were performed by dosing sulfated glycosaminoglycans (GAGs) and
zymography to assess the matrix metalloproteinases (MMP) 2 and 9. Data were
statistically analyzed using the one-way ANOVA test with the Tukey's post hoc test and
Kruskal-Wallis test followed by the Dunn's post hoc test. GA exhibited marked
morphological changes in the components of the TMJ such as thickness of the joint disk;
hyperplasia of the synovial membrane and pannus formation; bone resorption of
mandibular fossa; flattening of the mandibular condyle and the presence of intense
inflammatory infiltrate of mononuclear cells in the subsynovial tissue. The polarization
microscopy showed lower birefringence of collagen fibers, indicating a high degree of
collagen fibers disorganization. The GL, GH and GHL showed narrower articular disc and
higher birefringence of collagen fibers compared to GA (p<0,05). In biochemical analysis,
it was demonstrated that the concentration of GAGs and MMP-2 and MMP-9 activities
were statistically higher in GA compared to GC (p<0,05). The GL, GH and GHL showed
lower activity of the active isoform of MMP-2 and MMP-9 in comparison to GA (p<0,05).
Based on the results, it is concluded that The LLL and HMWSH demonstrated anti-
inflammatory and protective effects on joint structures. Therapy with concurrent use of
LLL and HMWSH was not superior to the respective single treatments.

Keywords: Temporomandibular Joint Disorders. Arthritis. Lasers. Viscosupplementation
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A articulacdo temporomandibular (ATM) € caracterizada por ser uma diartrose,
bilateral, que une a mandibula ao osso temporal e seus condilos, localizados nos extremos
mandibulares, trabalham simultaneamente (OLIVEIRA, 2008).

A ATM ¢€ constituida pela parte anterior da fossa mandibular do osso temporal,
tubérculo articular e condilo da mandibula (GRAY; GOSS, 1988; OLIVEIRA, 2008). Um
disco fibroso, intra-articular, divide essa importante articulacio em dois compartimentos:
superior (supradiscal ou suprameniscal) e inferior (infradiscal ou inframeniscal),
caracterizando-a como uma juntura complexa (GARDNER; GRAY; O’RAHILLY, 1975).
Cada ATM possibilita movimentos de dobradica (abertura e fechamento mandibular) em
um plano e movimentos de deslizamento em outro plano (OKESON, 2008), caracterizando-
se, portanto, como uma combinacdo de ginglimo e juntura plana (GRAY; GOSS, 1988).

Assim como outras articulacdes de suporte de cargas articulares, a ATM esta sujeita
a uma variedade de processos moleculares potencialmente prejudiciais que podem ser
precipitados pelo uso excessivo ou disturbios sistémicos (HASKIN; MILAM; CAMERON,
1995).

De acordo com a American Academy of Orofacial Pain (AAOP, 2010) cerca de 40 a
75% da populagdo adulta apresenta ao menos um sinal clinico de disfungao
temporomandibular (DTM), e a dor constitui a principal queixa relatada (DE LEEUW,
2010). A dor pode ser verificada nos musculos da mastigacdo, regido da ATM e auricular,
sendo agravada pela mastigacao ou outros movimentos mandibulares (DE LEEUW, 2010;
GONCALVES et al., 2010; HILGENBERG et al., 2012).

A inflamacao é considerada uma das principais fontes de dor na ATM (TAKEDA et
al., 2005; YAMAZAKTI et al., 2008) e seus principais fatores etiologicos sdo o trauma
direto ou indireto, irritacdo, infec¢do ou associacdo com outros distirbios da ATM, tais
como os desarranjos do disco articular (DE LEEUW, 2010). O processo inflamatério pode
localizar-se na membrana sinovial (sinovite), cdpsula articular (capsulite) e tecidos
retrodiscais (retrodiscite), ou ainda, associado a processo degenerativo (artrite) e poliartrite

sistétmica (OLIVEIRA, 2008).
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Atualmente diversos tratamentos sdo utilizados com o objetivo de controlar a dor,
reduzir a sobrecarga adversa, restaurar a funcdo e retomar as atividades didrias normais em
individuos com DTM. Métodos conservadores de tratamento sdo comumente indicados na
fase inicial dessa disfun¢do, em detrimento a terapias mais agressivas e irreversiveis, tais
como a cirurgia e o ajuste oclusal (GUARDA-NARDINI et al., 2004; FIKACKOVA et al.,
2007; DE LEEUW, 2010; MAZZETTO, HOTTA, PIZZO, 2010).

Nesse sentido, as terapias com o laser de baixa poténcia (LBP) e hialuronato de
sodio de alto peso molecular (HSAPM) tém avancado no tratamento das DTMs (DE
LEEUW, 2010). Sugere-se o LBP e o HSAPM tenham propriedades analgésicas, anti-
inflamatérias e regenerativas sobre os tecidos articulares (FIKACKOVA et al., 2007;
MAZZETTO, HOTTA, P1ZZO, 2010; DUYGU et al., 2011). Além disso, outros trabalhos
tém demostrado significativo efeitos do HSAPM como barreira protetora das estruturas da
ATM, bloqueando mediadores pro-inflamatdrios e enzimas com atividade colagenolitica
(WANG et al. 2006; SHIMIZU et al., 2010; CAMPO et al., 2011; DUYGU et al., 2011). A
literatura tém demonstrado efeitos positivos tanto do LBP como do hialuronato de sédio
(HS) em desordens articulares e alteragdes degenerativo-inflamatorias na ATM, tais como
reducdo da inflamagdo e avangos no processo de reparo dos tecidos afetados (GUARDA-
NARDINI et al., 2004; FIKACKOVA et al., 2007; CARVALHO et al., 2011; DUYGU et
al.,, 2011). No entanto, os mecanismos bioldgicos a eles relacionados, ainda nao foram
totalmente esclarecidos. Com isso, o presente trabalho abordou o assunto no intuito de
evidenciar os efeitos que o LBP e o HSAPM podem mostrar na artrite da ATM, e,
consequentemente, orientar seu uso na pratica clinica de forma adequada e sem riscos aos

pacientes.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Disfunciao temporomandibular (DTM)

A AAOP define DTM como uma expressdo coletiva que engloba vérios sinais e
sintomas clinicos relacionados aos mdusculos da mastigacdo, as ATMs e estruturas
associadas (DE LEEUW, 2010).

Os principais sinais e sintomas relatados sdo dor na regido da ATM e a palpagao
muscular, dor de ouvido e outros sinais otoldgicos, ruidos articulares, desvios
mandibulares, limitacdo da abertura bucal, cansaco e fadiga muscular, cefaleia, além de
desgastes dentdrios (GAVISH et al. 2000; SANTOS et al., 2006; WINOCUR et al., 2006;
GONCALVES et al., 2010; HILGENBERG et al., 2012).

Os sintomas podem ser espontaneos ou, geralmente, agravados pela funcdo. Sao, na
maioria das vezes, unilaterais e, tipicamente, localizados na regido do ouvido, angulo da
mandibula, face e regido temporal (OLIVEIRA, 2008).

Apesar dos sinais e sintomas de DTM serem relatados em todas as faixas etdrias, a
maior prevaléncia, de fato, ocorre na populagdo de adultos jovens (PEDRONI; DE
OLIVEIRA; GUARATINI, 2003; BONJARDIM, et al. 2009; GONCALVES et al., 2010).
Cerca de 68% dos individuos na faixa etdria de 19 a 25 anos apresentam algum grau de
severidade de DTM, sendo as mulheres mais afetadas (PEDRONI; DE OLIVEIRA;
GUARATINI, 2003; OLIVEIRA et al., 2006). As razdes pelas quais a prevaléncia de DTM
em mulheres ¢ maior em comparacdo aos homens continuam ainda controversas e, alguns
fatores tém sido sugeridos como uma maior percep¢ao do género feminino ao estimulo
doloroso, maior prevaléncia de distdrbios psicoldgicos, diferencas fisiolégicas (por
exemplo variacdes hormonais) ou elevada preocupacdo com a saide, levando a uma maior
procura por tratamento (PEDRONI; DE OLIVEIRA; GUARATINI, 2003; DE LEEUW,
2010; MONTEIRO et al., 2010).

Ruidos articulares s@o relatados por cerca de 23 a 47% da populacdao de adultos
jovens e sdo, aproximadamente, duas vezes mais comuns em mulheres comparadas aos
homens. Por outro lado, a dor articular € relatada em 16 a 45% desta populacdo (GAVISH
et al., 2000; WINOCUR et al., 2006; GONCALVES et al., 2010) e a sensibilidade a
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palpagdo muscular, presente em cerca de 23 a 43% (GAVISH et al., 2000; WINOCUR et
al., 2006).

Em prevaléncia menor do que quando comparado a adultos, os sinais e sintomas de
DTM também podem ser observados em criangas e, frequentemente, tendem a ser suaves e
flutuantes (THILANDER et al., 2002, MERIGHI et al., 2007; RANIERI et al., 2007). Em
contrapartida, em idosos a prevaléncia de DTM € baixa e pode ser hipoteticamente
explicada por autorresolu¢cdo da disfungdo, caracterizada pelo processo de adaptacdo da
articulacdo e remissao dos sintomas; ou pelo aparecimento de sintomas de doencas mais
graves que a DTM desestimulando, portanto, a procura pelo tratamento (OKESON, 2008;
OLIVEIRA, 2008).

Apesar de uma grande porcentagem da populagcdo apresentar algum tipo de sinal ou
sintoma de DTM, apenas pequena parcela apresenta necessidade ativa de tratamento
(PEDRONI; DE OLIVEIRA; GUARATINI, 2003; OLIVEIRA et al., 2006; BONJARDIM
et al.,, 2009). De acordo com Oliveira (2008), a necessidade ativa de tratamento ¢é
caracterizada pela presenca de sinais e sintomas moderados ou graves que levam os
individuos afetados a procurarem ajuda profissional. Ainda segundo este autor, a
necessidade passiva de tratamento retine os sinais e sintomas leves de DTM, que ndo
necessitam ser tratados. Estudos epidemioldgicos em populacdes de nao pacientes tem
demonstrado que 9 a 18% tem uma necessidade ativa de tratamento (OLIVEIRA et al.,
2006; BONJARDIM et al., 2009), enquanto que 40 a 54% desses individuos apresentam
sintomas de DTM que ndo necessitam de medidas terapéuticas (PEDRONI; DE
OLIVEIRA; GUARATINI, 2003; OLIVEIRA et al., 2006; BONJARDIM et al., 2009;
MEDEIROS; BATISTA; FORTE, 2011).

Em relagdo a etiologia das DTMs, esta se caracteriza por ser multifatorial e
complexa, requisitando tratamento multiprofissional e interdisciplinar (THILANDER et al,
2002). De acordo com a AAOP, os agentes etiologicos podem ser divididos nos fatores:
predisponentes, que aumentam os riscos de DTM; iniciadores, que causam o seu
estabelecimento e; perpetuantes, que interferem na cura ou progressaio da DTM (DE
LEEUW, 2010).

Estudos revelaram importantes associagdes entre as DTMs e fatores variados, dentre

eles, estdo: ma oclusdo, hiperatividade muscular, trauma direto ou indireto, estresse



emocional, ansiedade, depressdo e hdébitos parafuncionais (GAVISH et al.,, 2000;
THILANDER et al., 2002; GAMEIRO et al., 2006; MONTEIRO et al., 2010). No entanto,
a influéncia desses agentes etiolgicos € controversa e ndo totalmente compreendida, o que
torna relevante o aprimoramento de pesquisa nessa rea.

Em virtude do conhecimento limitado das causas e da variedade de sinais e
sintomas, que nao sdo exclusivos das DTMs, a sua classificagdo se torna complexa
(DELBONI; ABRAO, 2005). Nesse sentido, a AAOP divide as DTMs em duas categorias:
desordens dos musculos da mastigacdo e da ATM (LEEUW, 2010).

No que diz respeito as desordens musculares essas podem ser subdivididas em cinco
categorias: cocontracdo protetora, sensibilidade dolorosa local, dor miofascial, mioespasmo
e mialgia centralmente mediada, sendo as quatro primeiras consideradas desordens
midlgicas agudas e, a ultima, desordem midlgica cronica (OKESON, 2008). A dor
miofascial também pode se tornar cronica em alguns pacientes (RAMMELSBERG et al.,
2003; OKESON, 2008).

A mialgia (dor muscular) € a principal queixa relatada por pacientes com desordens
musculares e, geralmente, estd associada a atividades funcionais, como mastigagao,
degluticdo e fala. Esta pode ser agravada pela palpacdo manual ou manipulacido funcional
dos musculos mastigatérios (OKESON, 2008).

Entre os mecanismos associados a dor muscular encontram-se: macrotrauma direto,
microtrauma e modificagdo brusca da propriocep¢do, hiperatividade muscular, isquemia
decorrente de contracio isométrica voluntaria prolongada, parafuncdo, estresse emocional e
distdrbios do sono, tais com o bruxismo e apneia (OKESON, 2008; OLIVEIRA, 2008; DE
LEEUW, 2010).

No que concerne as desordens funcionais da ATM, Okeson (2008) as subdivide em
trés categorias de diagndstico: 1. desarranjos do complexo condilo-disco (mau
posicionamento do disco articular, deslocamento do disco com redugdo e deslocamento do
elemento discal sem reducdo); 2. incompatibilidade estrutural das superficies articulares
(desvios na forma, aderéncias/adesdes, subluxacdo e deslocamento espontianeo) e; 3.
desordens inflamatérias da ATM (sinovites, capsulites, retrodiscites e artrites).

A presenca de ruidos e dor articular sdo os sintomas mais relatados em pacientes

com desordens da ATM (GAVISH et al., 2000; PEDRONI; DE OLIVEIRA; GUARATINI,



2003; WINOCUR et al., 2006; GONCALVES et al., 2010), e a inflamacao intra-articular é
considerada uma das mais importantes fontes de dor no desenvolvimento das DTMs
(YAMAZAKI et al., 2008 KRAMER et al 2010; NASCIMENTO; LEITE-PANISSI,
2014).

As desordens inflamatérias sdo caracterizadas por dor profunda e continua,
acentuada pela funcdo, podendo produzir efeitos excitatérios centrais secundarios, tais
como dor referida, hiperalgesia e cocontragcdo protetora aumentada (TAKEDA et al., 2005;
OKESON, 2008; YAMAZAKTI et al., 2008).

Em ATMs dolorosas, sao verificados diversos mediadores inflamatorios, tais como:
fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucina 1B (IL-1p), interleucina 6 (IL-6), fator de
crescimento nervoso (NGF) e 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS), o que pode significar
que estes mediadores desempenham um papel significativo durante diferentes estigios da
inflamacdo, e no aparecimento e agravamento do processo inflamatério (SPEARS et al.,
2005; KRAMER et al., 2010; WANG et al., 2012).

A inflamacdo dos tecidos sinoviais da ATM € caracterizada como sinovite; ao passo
que quando verificada nos ligamentos capsulares, denomina-se capsulite (DE LEEUW,
2010). Clinicamente, sinovite e capsulite apresentam sinais € sintomas parecidos e,
portanto, dificilmente podemos diferencid-las (OKESON, 2008; OLIVEIRA, 2008; DE
LEEUW, 2010). Ambas sdo caracterizadas pela presenca de dor constante na ATM,
exacerbada pela funcdo ou palpacdo articular, e auséncia de alteracdes osteoartriticas
extensas (LEEUW, 2010). Também pode ocorrer edema flutuante que reduz a capacidade
de oclusdo nos dentes posteriores ipsilateralmente (OKESON, 2008; DE LEEUW, 2010).

Outra desordem inflamatdria relativamente comum na ATM € a inflamacdo dos
tecidos retrodiscais, referida como redrodiscite, causada por uma compressdao da regidao
retrodiscal pelo condilo mandibular, seja por deslocamentos de disco com ou sem redugdo
e/ou traumas externos que deslocam a mandibula posteriormente (OKESON, 2008;
OLIVEIRA, 2008). A inflamagao articular pode provocar um afastamento do disco e fossa
mandibular, resultando em mé oclusdo aguda, com desoclusdo dos dentes posteriores,
ipsilateralmente e forte contato na regido de caninos contralateralmente (OLIVEIRA,

2008).



As artrites, por sua vez, representam um grupo de desordens inflamatdrias varidveis,
nas quais sao observadas alteracdes degenerativas articulares (MERCURI, 2006; TANAKA
et al., 2008). Neste sentido, Okeson (2008) classificou as doencas artriticas da ATM em:
osteoartrite, osteoartrose e poliartrites.

A osteoartrite € de fato o tipo mais comum de artrite que acomete a ATM
(OKESON, 2008). E uma condigio degenerativa caracterizada pela deterioracdo e abrasdo
do tecido articular, bem como remodelamento do osso subcondral subjacente devido a
sobrecarga do mecanismo de remodelamento. A perda progressiva de cartilagem articular
nessa doenca resulta de um desequilibrio entre os processos predominantemente
reparadores, controlados pelos condrécitos, e os de degradacdo (DE LEEUW, 2010). O
estdgio adaptativo, no qual se observa alteragdes na forma e estrutura articulares com
auséncia de inflamacdo, é conhecido como osteoartrose (DWORKIN; LERESCHE, 1992;
OKESON, 2008).

De acordo com Conti, Valle e Scolaro (2001) a etiopatogenia da osteoartrite pode
ser influenciada por trés fatores:

e Sobrecargas articulares excedendo a capacidade adaptativa do tecido normal,
ocasionando uma falha biomaterial na rede de coldgeno da matriz extracelular;

e Falhas no sistema interno de remodelamento controlado pelos condrécitos,
provocando o desequilibrio entre sintese e degradacdao de matriz extracelular pelos
condrocitos e;

e Fatores extracartilaginosos como reducdo na quantidade/qualidade do liquido
sinovial, alteracdes na membrana sinovial, microfraturas do osso subcondral ou
alteracdes vasculares.

Também tem sido descrita uma resposta inflamatéria complexa, envolvendo a
sintese de citocinas por diferentes células sinoviais e inflamatérias que infiltram a
articulacdo e tecidos retrodiscais (MERURI, 2008; VERNAL, et al., 2008). Neste sentido,
diferentes tipos de citocinas pro-inflamatérias t€m sido implicados na iniciacdo da
degradacdo da matriz da cartilagem, sendo associada a diversas alteragdes osteoartriticas da
ATM, incluindo IL-1f8, IL-6, IL-12, IL-17, TNF-a, TNF-B e Interferon-gama (IFN-y)
(KYRKANIDES et al., 2007; VERNAL et al., 2008; GHASSEMI-NEJAD et al., 2011).



Outros estudos tém destacado o papel das metaloproteinases de matriz (MMPs) na
destruicao do tecido conjuntivo associado com a osteoartrite, especialmente a MMP-2 e
MMP-9 (ISRAEL et al., 1998; SRINIVAS et al., 2001; YOSHIDA et al., 2006). Neste
sentido, foram demonstrada associagdes existentes entre MMP-2 e/ou MMP-9 e a presenca
de mudancas inflamatdrias e/ou aumento da degradacdo dos componentes da Matriz
extracelular (MEC) em pacientes com osteoartrite da ATM (MIZUI et al., 2001;
SRINIVAS et al., 2001; YOSHIDA et al., 2006).

Por outro lado, os eventos que conduzem ao acimulo de mediadores pro-
inflamatorios no espago articular sdo multifatoriais, destacando-se o trauma croénico ou de
sobrecarga, trauma agudo, mudancas relacionadas a idade e as doencas autoimunes
(CHANG; ISRAEL, 2005). Estes mediadores podem aumentar a degradacdo de
fibrocartilagem, estimulando a sintese de enzimas de degradacdo da matriz de populacdes
celulares locais. Adicionalmente também podem alterar a sintese MEC e as interacdes
célula-MEC, importantes para a condrogénese (HASKIN; MILAM; CAMERON, 1995).
No entanto, o valor clinico e diagndstico destes marcadores ainda precisa ser avaliado, uma
vez que marcadores semelhantes estdo presentes em outras doencgas articulares (DE

LEEUW, 2010).

2.2 Matriz de Metaloproteinases (MMPs)

As MMPs constituem uma familia de endopeptidases dependentes de zinco, que
degradam a MEC, e incluem as colagenases intersticiais (deterioram coldgenos fibrilares);
gelatinases (deterioram coldgeno amorfo e fibronectina) e; estromelisinas (degradam uma
série de outros componentes da MEC) (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2000).

As MMPs sao secretadas como isoformas latentes ou inativas (pro-MMPs) e se
tornam ativas quando o seu pro-dominio latente € clivado pela acdo de outras proteases
presentes apenas no local da lesdo, como por exemplo a plasmina (COTRAN; KUMAR;
ROBBINS, 2000; CHU et al., 2006, HSIEH et al., 2008; GUERRA et al., 2013).

As gelatinases sdo membros da familia das MMPs que degradam ativamente

coldgeno desnaturado e outros componentes da MEC, como o coldgeno do tipo IV, elastina



e agregam (CLARK; MURPHY, 1999; LU et al.,, 2011) e, podem ser divididas em
gelatinase-A (MMP-2) e gelatinase-B - MMP-9 (CHU et al., 2006; HSIEH et al., 2008).

A MMP-2 ¢ sintetizada por células do tecido conjuntivo, principalmente
fibroblastos, condrécitos e células da membrana sinovial e, apresentam papel essencial no
remodelamento da MEC (MIZUI et al., 2001; YOSHIDA et al., 2006). Ja a MMP-9 ¢
sintetizada, principalmente por leucdcitos polimorfonucleares e associada a presenca de
processo inflamatério (MIZUI et al., 2001; MIYAMOTO et al., 2002).

As gelatinases tém sido, particularmente, associadas a degradacdo da cartilagem
articular e a presenca de alteracOes osteoartriticas, inclusive na ATM (MIZUI et al., 2001;
SRINIVAS et al.,, 2001; YOSHIDA et al.,, 2006). Neste sentido, Loreto et al. (2010)
demostraram elevada concentracdo de MMP-9 em discos articulares removidos de
pacientes com osteoartrite da ATM. Outros estudos também demonstraram elevadas
concentracdes tanto de MMP-9 como de MMP-2 no fluido sinovial de pacientes com
osteoartrite da ATM (MIZUI et al., 2001; SRINIVAS et al.,, 2001) e desarranjo do
complexo condilo-disco (deslocamento de disco com ou sem redu¢do) (YOSHIDA et al.,
2000).

As MMPs também podem direta ou indiretamente afetar a atividade de citocinas
pré-inflamatoérias, como IL-1B e TNF-a. Ao mesmo tempo, essas citocinas estimulam a
sintese, liberacdo e ativacdo de MMPs, potencializando, assim, a resposta inflamatoéria
(PARKS; WILSON; LOPEZ-BOADO, 2004) observada na osteoartrite € em outros
distdrbios inflamatérios da ATM (MIZUI et al., 2001; SRINIVAS et al., 2001; YOSHIDA
et al., 2000).

2.3 Proteoglicanos e Glicosaminoglicanos sulfatados

Os glicosaminoglicanos (GAG) sao polimeros lineares formados por unidades
dissacaridicas repetidas, composta de 4cido urdnico (dcido glicurénico ou 4cido idurdnico)
e uma hexosamina (glicosamina ou galactosamina) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
Sdo subdivididos em dois grupos principais: GAGs sulfatados, que incluem o dermatam

sulfatado, condroitim sulfatado, queratam sulfato e heperam sulfatado; e os GAGs nao-
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sulfatados, que incluem o 4cido hialurébnico (GARTNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

Ja os proteoglicanos (PGs) sdo constituidos por um eixo proteico, associado a um ou
mais dos quatro tipos de GAGs sulfatados (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008),
desempenhando funcdes variadas na MEC; incluindo funcdes estruturais, resisténcia a
compressao e sinalizacdo celular (GARTNER; HIATT, 2003; JUNQUIERA; CARNEIRO,
2008).

Na cartilagem, os PGs interagem com as cadeias de dcido hialurdnico formando
agregados altamente hidratados (agrecano), responsdveis pelo estado de gel da MEC e
resisténcia a compressio (HARDINGHAM, 1999; GARTNER; HIATT, 2003;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Os grupos acidos dos PGs também interagem com os
residuos de aminoécidos basicos presentes nas fibras coldgenas e desempenham importante
acdo na compactagdo e organizacdo da MEC (MIZOGUCHI et al. 1998).

Estudos realizados em ATMs de porcos, demonstraram que o contetdo total de
GAGs no disco articular € aproximadamente de 5,3% do seu peso seco, sendo o condroitim
sulfatado e dermatam sulfatado os GAGs mais abundantes (DETAMORE;
ATHANASIOU, 2003; DETAMORE et al., 2005). Ja em disco articulares de humanos,
Kalpakci et al. (2011) demonstraram conteido de GAGs semelhante ao observado em
suinos e maior concentracao na regiao rmédia do disco articular, que € sujeita a maior carga
compressiva durante a mastigacdo (DETAMORE et al., 2005; WILLARD et al., 2012).

Apesar da pequena concentracdo de GAGs nos tecidos da ATM, os mesmos
desempenham importantes fungdes, tais como propriedades compressivas, compactacdo das
fibras coldgenas, remodelamento da ATM e regulacdo da condrogénse (EMBREE et al.
2010; KIGA et al., 2011; KIGA, 2012).

Neste sentido, Paegle, Holmlund e Hjerpe (2003) descreveram significativa reducao
do conteido total de condroitim sulfatado em pacientes com osteoartrite da ATM,
sugerindo degradacdo do tecido articular. Por outro lado, outros trabalhos mostraram
significativo aumento da expressdo PGs no disco articular de pacientes com distirbios da
ATM (PAEGLE; HOLMLUND; HJERPE, 2005; KIGA et al., 2011).

Acredita-se que nos estdgios iniciais da osteoartrite, ocorre um aumento da sintese

dos componentes da MEC, incluindo PGs, o que demonstra tentativa de reparo, entretanto,
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com a evolugdo da doenga € observada uma perda lenta e progressiva de PGs (PAEGLE;
HOLMLUND; HJERPE, 2005). Além disso, um aumento da sintese de PGs também é
observado apds inducio de processo inflamatério na ATM indicando papel fundamental na

regeneragdo dos tecidos articulares (KIGA et al., 2011; KIGA, 2012).

2.4 Modelo animal de inflamacao na ATM induzida por Adjuvante Completo de

Freund

Tendo em vista a dificuldade da realizacdo de estudos em humanos, por razdes
éticas ou técnicas, o desenvolvimento de modelos animais com artrite na ATM ¢€
fundamental para melhor entendimento dessa doencga e, consequentemente, a investigagao
de novas terapias.

Virios modelos sao utilizados no estudo experimental dos distirbios inflamatérios
da ATM e, agentes como formalina, carragenina, ovalbumina, IL-1p e adjuvante completo
de Freund (CFA) sdo empregados para indugdo de inflamacdo intra-articular (KAPILA et
al, 1995; SPEARS et al., 2005; LAI et al., 2006; KRISTENSEN et al., 2008; KUCUK et
al., 2010; CARVALHO et al., 2011; NASCIMENTO; LEITE-PANISSI, 2014).

Entre esses agentes, o CFA tem mostrado resultados satisfatérios na inducdo de
inflamacdo aguda ou cronica na ATM, permitindo o desenvolvimento de alteracdes
morfologicas semelhantes aos distdrbios inflamatérios que afetam esta articulagcdo
(HARPER et al., 2001; SPEARS et al., 2005; KUROKI et al., 2011; WANG et al., 2012;
GEORGE et al., 2013).

O CFA ¢ um adjuvante com antigeno, Mycobacterium tuberculosis, suspenso em
6leo mineral (HARPER et al., 2001; SPEARS et al., 2005; GEORGE et al., 2013), capaz de
promover uma resposta inflamatdria articular intensa dependente de antigeno, com aumento
da producdo local e sistémica de mediadores inflamatérios como TNF-a, IL-1B e IL-6
(HARPER et al., 2001; SPEARS et al., 2005; KRAMER et al., 2010; WANG et al., 2012).

Entre as alteragdes morfoldgicas causadas pela injecdo intra-articular de CFA na

ATM, podem ser observadas: extravasamento de plasma, presenca de intenso infiltrado de
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células inflamatdérias mononucleares, aumento da espessura do disco articular, aumento da
espessura da camada fibrosa da cartilagem condilar e hiperplasia da membrana sinovial,
semelhantes as alteracOes descritas na artrite (WANG et al., 2012; GEORGE et al., 2013;
NASCIMENTO; LEITE-PANISSI, 2014).

Além das alteracdes morfoldgicas descritas, o CFA também é capaz de induzir o
desenvolvimento de diversas anormalidades dsseas no condilo mandibular e osso temporal,
tais como osteofitose, erosdo dssea e destrui¢do da cartilagem articular e osso subcondral
por até 14 dias ap6s sua administracio (KAMEOKA et al., 2009; KUROKI et al., 2011).

Como tratamento das desordens inflamatdrias intra-articulares na ATM, varias

terapias alternativas tem sido utilizadas, destacando-se o LBP e o HSAPM.

2.5 Laser de Baixa Poténcia

Recentemente a terapia com o laser de baixa poténcia (LBP) tem avangado no
tratamento das DTMs. Acredita-se que o laser tenha propriedades bioestimuladoras nos
tecidos, causando aumento do metabolismo celular, sintese de adenosina trifosfato (ATP),
producdo de 4cidos nucleicos, matriz colagenosa, quimiotaxia, microcirculacio e efeitos
analgésicos por meio de irradiacdo direta sem resposta térmica (BJORDAL et al., 2003;
BJORDAL et al., 2006; DE LEUW, 2010; CARVALHO et al., 2011).

Os resultados de um ensaio clinico placebo-controlado em 39 pacientes com DTM
demonstraram efeitos promissores do LBP e o seu uso foi considerado uma importante
alternativa de tratamento frente a outros métodos, tais como drogas anti-inflamatérias nao-
esteroidais, placas oclusais e fisioterapia, por ser uma técnica de facil aplicacdo e ndo
invasiva (CETINER; KAHRAMAN; YUCETASb 2006). Ja Fikackova et al. (2007),
submeteram pacientes portadores de dor miofascial e artralgia a 10 sessdes de irradiacdo
com LBP de Arseneto de Gélio e Aluminio (GaAlAs) com doses de 10 J/cm? ou 15 J/cm? e
verificaram melhora significativa nos sintomas, independente da dose aplicada.

Mazzetto, Hotta e Pizzo (2010) demonstraram significativa reducdo da

sintomatologia dolorosa e maior amplitude dos movimentos mandibulares em pacientes
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com DTM tratados com o LBP de GaAlAs, 830 nm de comprimento de onda e dose de 5

J/em?

em 4 pontos em torno da ATM. Salmos-Brito et al (2013) também observaram
resultados semelhantes, entretanto, utilizando uma dose de 8 J/cm?.

Bjordal et al. (2003) revisaram os efeitos do LBP na inflamacdo cronica e
concluiram que a dose entre 0,4 e 19 J e densidade de poténcia de 5 a 21 mW/cm? seriam
capazes de reduzir a inflamacao articular, sem comprometer o metabolismo de fibroblastos.
Esses autores admitiram ainda que os parametros Opticos para o tratamento de distirbios na
ATM, para GaAlAs infravermelhos (A830 nm), foram uma dose de 0,5 a 15 J por sessdo e
15 a 105 mW/cm? de poténcia de saida. Além disso, a profundidade da ATM ¢ de cerca de
2 mm, sendo totalmente irradiada por um laser com comprimento de onda de 830 nm. No
entanto, a mesma revisao evidenciou uma grande diversidade nos protocolos de tratamentos
€ sugeriu que muitos autores investigam a acdo clinica do laser sem ter uma hipétese de sua
acdo bioldgica nos tecidos.

Outra revisdo sobre a utilizacio do LBP no tratamento das DTMs também
evidenciou elevada heterogeneidade em relacdo ao tipo, frequéncia e duracdo das radiacdes
dificultando as comparacdes entre os estudos e os parametros de tratamento ndo puderam
ser padronizados (MAIA et al., 2012).

Estudos realizados em animais t€ém demonstrado efeitos positivos na reducdo de
processo inflamatério na ATM induzido por diferentes agentes irritantes (KUCUK et al.,
2010; CARVALHO et al., 2011). Trabalho realizado em nosso laboratério demonstrou que
o tratamento com o LBP foi capaz de impedir a degeneracdo do coldgeno presente no disco
articular e estimular sua sintese em ratos com doenca articular degenerativa na ATM
(GUERRA, 2009).

Bjordal et al. (2006) ressaltaram que o LBP pode modular o processo inflamatorio
pela acdo dose-dependente, através da reducdo dos niveis de diferentes mediadores
inflamatdrios, tais como a prostaglandina E2 (PGE2), o TNF-a, IL-1B e o fator ativado de
plasminogénio, além da reducdo na expressao de ciclooxigenase-2 (COX-2).

O LBP tem sido utilizado na prética clinica para o tratamento da dor relacionada a
DTM, entretanto, seu mecanismo de acdo e efeito anti-inflamatério na ATM permanece

ainda pouco conhecido e estudos experimentais realizados em modelos animais sdo
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necessarios para compreensdo destes mecanismos, a fim de sustentar seu uso de forma

segura no tratamento das DTMs.

2.6 Hialuronato de Sédio (HS)

O 4cido hialurdnico é um polissacarideo natural pertencente a familia dos
glicosaminoglicanos, enquanto o HS € o sal do 4cido hialurdnico natural purificado. Nas
articulagdes sinoviais normais, o dcido hialurdnico mantém a viscosidade do fluido sinovial
e sustenta as propriedades lubrificantes e amortecedoras de impacto das cartilagens
articulares (DE LEEUW, 2010).

InjecOes intra-articulares de HS t€m sido utilizadas para tratamento de artrites e
outras afeccoes articulares em animais, demonstrando significativa eficdcia na reducdo
destas alteracdes patoldgicas (TANG et al., 2008; HUANG et al., 2010).

A acdo do dcido hialurbnico pode ser mecanica, metabdlica ou bioldgica. O
conceito mecanico € que o dcido hialurdnico mantém a lubrificacdo e, portanto, minimiza o
desgaste das superficies articulares, ja metabolicamente, tem um papel importante na
nutricdo do disco e cartilagem articular (NEO et al., 1997). Em contrapartida, a agdo
biolégica do 4cido hialurdnico, in vitro e in vivo, ao agir como barreira protetora para as
superficies articulares, bloqueia os mediadores inflamatérios como TNF-a, IL-1p, IL-17,
PGE2 e o indutor de 6xido nitrico sintase (iNOs), além de inibir a expressdao de enzimas
que degradam a matriz extracelular tais como as metaloproteinases (MMP) 1, 3, 2, 9 e 13
(WANG et al. 2006; HSIEH et al., 2008; HASHIZUME et al., 2010; SHIMIZU et al.,
2010; CAMPO et al., 2011).

No entanto, alguns estudos em pacientes € em modelos animais de osteoartrite no
joelho ndo verificaram reducdo dos sinais e sintomas apds tratamento com inje¢do intra-
articular de HS (ALTMAN et al., 2004; JORGENSEN et al., 2010; TEEPLE et al.,2011).

A inje¢do intra-articular de HS na ATM foi realizada pela primeira vez em 1985 e
seus efeitos vem sendo estudados (SATO et al., 2001). Xinmin e Jian (2005) e El-Hakim e
Elyamani (2011) verificaram que animais submetidos ao tratamento da osteoartrite da ATM

com hialuronato apresentaram resultados satisfatérios. J4 em seres humanos, Guarda-
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Nardini et al. (2004) observaram que apds o tratamento com inje¢des semanais de HS, os
pacientes exibiram significativa reducdo dos sintomas relacionados a osteoartrite da ATM
quando acompanhados por um periodo de até 6 meses.

O HS também parece ser eficaz na terapia de longa duracdo (seis meses a um ano)
em pacientes com deslocamento de disco sem reducdo, exibindo melhora significativa na
redugdo da intensidade da dor e crepitagao (YEUNG et al., 2006). Entretanto, Shi, Guo e
Awad (2003), em uma revisdao sistematica da literatura sobre o uso do hialuronato no
tratamento das DTMs, observaram resultados pouco esclarecedores, enfatizando a
necessidade de mais estudos para fornecer maiores evidéncias sobre a eficacia do HS no
tratamento das DTMs e sua a¢do nos tecidos da ATM.

A injecdo intra-articular de HS de baixo peso molecular no tratamento da
osteoartrite tem demonstrado um impacto positivo sobre a ATM e outras articulacdes
sinoviais, sendo amplamente utilizado na prética clinica (GUARDA-NARDINTI et al. 2004;
YEUNG et al., 2006). H4 numerosos estudos que avaliaram os efeitos dos diferentes pesos
moleculares do HS na osteoartrite (TANG et al., 2008; HUANG et al., 2010; BOETTGER
et al., 2011; DUYGU et al.,, 2011), mas ndo hd consenso sobre o conceito de peso
molecular.

Estudos em humanos ou em modelos animais que compararam a agdo de
hialuronatos de sédio de diferentes pesos moleculares demonstram uma maior eficicia do
HSAPM, por apresentar maior meia-vida e aumentar a quantidade de 4cido hialurénico
enddgeno (CAMPO et al. 2010; BOETTGER et al., 2011; DUYGU et al., 2011). Campo et
al. (2010) afirmaram ainda que o HS de baixo peso molecular pode estar associado ao
desenvolvimento de resposta pré-inflamatéria, enquanto que o HSAPM apresenta atividade
anti-inflamatoria.

Descritos os aspectos relacionados aos estudos referentes ao HSAPM, verificamos
que a acdo da droga na artrite da ATM ainda ndo foi totalmente esclarecida e, portanto,
estudos sdo necessarios para a compreensdo dos mecanismos de a¢do e influéncia no reparo

dos tecidos da ATM.
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar a acdo morfolégica e bioquimica
do tratamento com o laser de baixa poténcia e hialuronato de sédio de alto peso molecular

na ATM de ratos com artrite induzida por adjuvante completo de Freund (CFA).

3.1 Objetivos especificos

e Verificar se 0 modelo de inflamacdo persistente induzida por inje¢do intra-articular
de CFA € capaz de promover alteragdes degenerativas no disco e superficies
articulares da ATM no periodo avaliado;

e Verificar, nos diferentes grupos experimentais, a relagdo entre o grau de alteracdes
morfolégicas e bioquimicas no disco e superficies articulares quanto a injecdo de
CFA e tratamento com HSAPM e LPB, analisando-se:

a) Os aspectos histomorfométricos do disco e superficies articulares;

b) O grau de organizacdo e empacotamento das fibras coldgenas do disco
articular;

¢) A quantificacdo dos niveis de glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) na
membrana sinovial, disco articular e tecidos retrodiscais da ATM ;

d) A atividade enzimatica das metaloproteinases MMP-2 ¢ MMP-9 na
membrana sinovial, disco articular e tecidos retrodiscais da ATM.

e Verificar se o tratamento simultaneo com LBP e HSAPM € superior aos efeitos

isolados de cada um dos respectivos tratamentos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Planejamento Experimental

4.1.1 Animais da pesquisa

A pesquisa € caracterizada como um estudo controlado do tipo analitico
experimental no qual foram utilizados 48 ratos machos, Wistar, com idade média de 60 dias
e peso entre 300 e 350 gramas. Os animais foram obtidos por meio de fornecedor
cadastrado do biotério CEMIB, Universidade Estadual de Campinas e, mantidos em gaiolas
plésticas padriao, em regime hidrico e alimentar ad libitum, sob condi¢cdes padronizadas de
iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de 22 °C. Foram mantidos apenas
dois animais por gaiola, afim de presar pela boa adaptacdo dos mesmos.

O presente estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Universidade Estadual de Campinas sob protocolo de nimero 3020-1 (Anexo 1).

4.2 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos nos seguintes grupos, contendo 12 animais cada,
conforme descricao abaixo e na Figura 1:
e GA: animais com artrite na ATM induzida por CFA
e GL: animais com artrite na ATM induzida por CFA e tratados com LPB
e GH: animais com artrite na ATM induzida por CFA e tratados com HSAPM
e GHL: animais com artrite na ATM induzida por CFA e tratados com LPB e
HSAPM.
Todos os experimentos foram realizados na ATM esquerda, para ndo comprometer
a fung¢do mastigatéria dos animais. No GA, as ATMs direitas foram utilizadas como

CONTROLE (GCO).



Animais com Artrite e
tratados com LBP (GL)

N=12

Animais ndo-tratados

N=48

Indugdo de Artrite

N=48

/N

Animais com Artrite (GA)
(ATM esquerda)

N=12

18

ATM Direita (GC)

N=12

Animais com Artrite e
tratados com AHAPM (GH)

Animais com Artrite e tratados
com LBP e AHAPM (GHL)

Figura 1: Esquema da distribui¢do dos animais nos diferentes grupos experimentais

Cabe ressaltar que os animais receberam dipirona sédica, 875 mg/kg, via oral,

administrada na 4gua de consumo por uma semana com o propésito de prevenir sintomas

dolorosos decorrentes do processo inflamatoério induzido (NAKAGAKI; CAMILLI, 2012).

Os animais foram tratados uma semana apds injecdo de CFA, pois neste periodo

segundo Kuroki et al. (2011) ja € possivel a observacao de alteracoes morfoldgicas na ATM

como a presenga de osteofitose e erosdo da superficie condilar.

4.3 Inducio de Artrite na ATM

Para inducdo de artrite na ATM, os animais foram anestesiados com injecao

intraperitoneal de uma solu¢do de Ketamina (70mg/Kg) e Xylazina (10 mg/Kg), para

permitir a administracdo de Adjuvante Completo de Freund (CFA) intra-articular na ATM

esquerda. Antes da injecio do CFA, os pélos presentes na regido das ATMs foram

removidos para melhor visualiza¢do das estruturas anatdmicas.

A diluigdo foi de 1:1 (6leo/salina) no volume 50 pL de solugdo salina e 50 pL de
CFA (5881; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) intra-articular na ATM esquerda (Dose
unica) e (SPEARS et al., 2005; NASCIMENTO; LEITE-PANISSI, 2014). Para inje¢ao foi

utilizada uma agulha calibre 30 G1/2 acoplada a uma seringa pléstica de 1 mL (KUROKI et

al., 2011; NASCIMENTO; LEITE-PANISSI, 2014).
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Para localizacdo das ATMs, realizou-se palpacdo do arco zigomadtico e do condilo
mandibular, indicando assim o local correto da injecdo (Figura 2A). Para facilitar a
localizagdo das estruturas anatomicas descritas anteriormente, a boca do animal foi mantida
aberta com o auxilio de um protetor de agulha (Figura 2B). A agulha foi inserida
imediatamente inferior a borda pdstero-inferior do arco zigomético e avancada em direcio
anterior até entrar em contato com a borda pdstero-lateral do condilo mandibular (ZHOU et

al., 1999) (Figura 2B).

Figura 2: Injecdo intra-articular de CFA na ATM esquerda. A: Pontos de reparos
anatomicos para localizacdo da ATM. Musculos masseter e temporal foram removidos para
visualizagdo do arco zigomdtico (a), processo condilar (c) e regido da ATM (circulo). B:
Injecdo de CFA na ATM. A boca do animal foi mantida aberta com o auxilio de um
protetor de agulha (p).

4.4 Terapia com Laser de Baixa Poténcia (LBP)

O tratamento com o LBP foi iniciado uma semana apds injecdo intra-articular de
CFA na ATM esquerda.

Foi utilizado o equipamento Laserpulse da IBRAMED (Amparo, SP, Brasil). O
Laser de GaAlAs possui comprimento de onda de 830 nm e foi programado para atuar com
uma poténcia de 30 mW. A poténcia de saida do aparelho de laser foi aferida ao longo do

periodo experimental no Centro de Engenharia Biomédica da Unicamp.
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Os animais foram imobilizados manualmente e receberam na ATM esquerda uma
aplicacdo de 10 J/cm? (FIKACKOVA et al., 2007) com duragdo de 10 segundos (Figura 3),
em sete sessoes e intervalos de 48 horas, durante 13 dias (Guerra, 2009), conforme Figura
4, respeitando-se sempre o mesmo hordrio, aparelho e acessorios. Ao final do tratamento,

obteve-se uma dosagem total de 70 J/cm?.

Figura 3: Aplicacdo do LBP

Indugdo de 12 22 32 42 52 6° 7° o
inflamacgao Sessdo Sessdo Sessdo Sessdo Sessdo Sessdo Sessdo Sacrificio
@ [ ITTITISTe F TTTTTTP @ s [ Y TTTTPPp L TP [ O @ i o
Dia 0 7° Dia 9° Dia 11° Dia 13°Dia 15°Dia 17°Dia 19°Dia 28° Dia

Figura 4: Cronograma de aplicacdo do LBP

4.5 Terapia com Hialuronato de Sodio de alto peso molecular (HSAPM)

O tratamento com o HSAPM foi iniciado uma semana ap0s inje¢do intra-articular
de CFA na ATM esquerda.
Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de uma solucdo de

Ketamina (70mg/Kg) e Xylazina (10 mg/Kg), e em seguida, submetidos a inje¢do intra-
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articular de 50 uL de HSAPM (hilano G-F 20; Genzyme, Cambridge, EUA), na ATM
esquerda, uma vez por semana, totalizando trés injecdes, durante 15 dias, conforme Figura
5, respeitando-se sempre o mesmo horédrio (DUYGU et al., 2011).

Foi utilizada uma agulha 30 G1/2 acoplada em uma seringa pldstica de 1 mL para

injecdo intra-articular de hialuronato, conforme técnica descrita por Zhou et al. (1999)
(Figura 6).

. - Sacrificio
inflamacdo
[ S e L Y e e o
Dia 0 7*Dia 14* Dia 21*Dia 25° Dia

Figura S: Cronograma de tratamento com HSAPM

Figura 6: Injecao intra-articular de HSAPM
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4.6 Terapia com LBP e HSAPM

O tratamento com o LBP e HSAPM foi iniciado uma semana apds injecdo intra-
articular de CFA na ATM esquerda, seguindo os mesmos protocolos descritos

anteriormente.

4.7 Eutanasia dos animais

Os animais tratados com o LBP e HSAPM sofreram eutandsia, com
aprofundamento da anestesia, uma semana apds o final de cada tratamento, 28 dias apds a
indugdo de artrite (NEO et al, 1997; EL-HAKIM; ELYAMANI, 2011). O grupo de animais
tratados apenas com CFA sofreu eutandsia 28 dias apos a inducdo de artrite, tendo em vista
os protolocos de tratamentos propostos € com finalidade de padronizac@o para as andlises
morfoldgicas e bioquimicas subsequentes. Os tecidos subcutaneos foram cuidadosamente
afastados para exposicdo e disseccdo da ATM, que foi removida em bloco para andlises

morfoldgicas, bioquimicas e moleculares.

4.8 Analise Morfologica

Ap6s a dissecgdo, as estruturas da ATM (n=5) foram transferidas para um recipiente
e fixadas em solugdo de formol 4% em tampao Millonig (0.13 M sodium phosphate, 0.1 M
NaOH - pH 7.4) durante 24 horas a 22°C. Em seguida, as amostras foram lavadas em agua
corrente por 12 horas, seguindo para a descalcificacdo em solugdo de EDTA 5% (acido
tetra-acético-etileno—diamino) em tampao fosfato de soédio 0,1M. A solucdo
descalcificadora foi trocada diariamente até promover a descalcificacdo adequada das
amostras, a qual foi verificada atravessando-se uma agulha no tecido sem resisténcia (cerca
de 2 meses).

Em seguida, as amostras foram lavadas em 4gua corrente por 12 horas, seguindo

para desidratacdo em banhos de dlcool, posterior diafanizacdo com banhos de xilol e um
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processo de inclusdo em parafina rotineiro. Apds estas etapas, foram realizados cortes
sagitais da ATM, incluindo o condilo, cartilagem articular, tecido periarticular e disco
articular, em seccoes de 7 um de espessura, com um micrétomo Leica RM2125RT (Leica

Microsystems, Nussloch, Baden-Wiirttemberg, Alemanha).

4.8.1 Coloraciao em Hematoxilina-eosina (HE)

As laminas contendo os cortes histologicos foram mergulhadas em solugdo de
Hematoxilina por 40 segundos, lavadas em dgua corrente, e posteriormente mergulhadas
em Eosina por 30 segundos. Em seguida, as 1aminas foram desidratadas em uma sequéncia
alcoolica (70, 80, 95, 100%), mergulhadas em xilol e montadas com laminulas em Balsamo
do Canadd. Esta coloracdo nos permite uma visualizacio geral de todo o tecido
(KIERNAN, 1981). Foi realizada uma andlise descritiva quanto a presenca de alteracdes no
condilo mandibular, disco articular, tecido retrodiscal e osso temporal. As andlises foram

realizadas por um unico examinador treinado e, trés cortes por articulagdo foram avaliados.

4.8.2 Morfometria do Disco Articular

Foram capturadas imagens da ATM de laminas coradas em HE por meio de um
microscopio 6ptico Nikon Eclipse 80i (Nikon, Japao) e de uma camera acoplada a este
(Nikon DS-Ril, Nikon, Japao). Todas as imagens foram capturadas na objetiva de 4X.

O estudo histomorfométrico da ATM quantificou a espessura do disco articular por
meio do Software Image_J (Sun Microsystems, EUA). Foram realizados trés cortes com 7
um de espessura de cada amostra. Em cada corte foram mensurados trés pontos diferentes
para a espessura nas regides anterior (A), média (M) e posterior (P) do disco articular

(Figura 7). A média da espessura em cada uma das trés regides foi calculada utilizando o


http://pt.wikipedia.org/wiki/Baden-W%C3%BCrttemberg

24

software de estatistica GraphPad Prism (GraphPad Software, EUA). As andlises foram

realizadas por um tnico examinador treinado.
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Figura 7: Fotomicrografia da ATM mostrando os locais de mensuracdo da espessura do
disco articular nas regides anterior (A), média (M) e posterior (P). Aumento de 4X.

4.8.3 Coloracao em Picrosirius

O método baseia-se na utilizagdo do Sirius Red em associagdo com o acido picrico.
O Sirius Red € um corante fortemente dcido que se liga aos aminodcidos basicos presentes
na molécula de coldgeno. A molécula longa do Sirius Red exibe uma orientac¢do paralela ao
longo eixo da molécula de coldgeno, aumentando sua birrefringéncia natural, quando
observada sob luz polarizada JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979).

Os componentes fibrilares, contendo moléculas orientadas de coldgeno, aparecem
como estruturas brilhantes e com cores de interferéncia, que variam do verde ao vermelho,
contra um fundo escuro, quando analisadas em microscopio de luz polarizada. As regides
contendo feixes de fibras coldgenas espessas (compactadas) e organizadas exibem
coloracdo predominantemente avermelhadas e maiores absorbancias, ao passo que, as
regides que possuem coldgeno menos compactado e organizado, apresentam coloracao
verde e menores absorbancias (VIDAL; MELLO; PIMENTEL, 1982).

Neste método, as ldminas foram desparafinizadas em xilol, desidratadas em uma
bateria de alcodis, coradas por aproximadamente 15 minutos em Picrosirius e lavadas em

agua corrente. Em seguida, receberam coloracdo de fundo em Hematoxilina de Harris por 5


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bignolas%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=91593
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minutos. Foram novamente lavadas em dgua corrente, desidratadas em dlcool, diafanizadas

em xilol e montadas em balsamo do Canada.

4.8.4 Analise da birrefrigéncia de fibras colagenas

A birrefringéncia foi analisada por meio de um microscopio de luz polarizada
Olympus BX51-P BX2 (Olympus Corporation, Japao) e as imagens capturadas e analisadas
utilizando-se o analisador de imagens cellSens Dimension 1.6 (Olympus Corporation,
Japan) na objetiva de 10X. Para a aquisicdo das imagens os cortes corados em Picrosirius
foram posicionados a 45° em relacdo ao polarizador e ao analisador. A birrefringéncia foi
avaliada por meio da frequéncia do valor da média de cinza em pixels (VIDAL, 2010), em
trés areas aleatdrias em cada uma das regides anterior, média e posterior do disco articular
(Figura 8), sendo trés cortes por animal, nos diferentes grupos. Toas as andlises foram
realizadas por um unico avaliador treinado. Quanto maior o valor em pixels, maior a
intensidade da birrefringéncia e, consequentemente, maior a organizacdo e compactagcao

das fibras coldgenas (VIDAL, 2010).

Figura 8: Fotomicrografia da ATM mostrando as 4reas analisadas nas regides anterior (A),
média (M) e posterior (P) do disco articular (retangulos vermelho). Aumento de 10X.
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4.8.5 Coloracao em Azul de Toluidina (AT)

O azul de toluidina (AT) € um corante bdsico que tem forte afinidade pelo
grupamento sulfato dos Glicosaminoglicanos sulfatados presentes nos proteoglicanos
(PGs). As regides com elevadas concentracdes de PGs exibem intensa metacromasia, ou
seja, sdo coradas em violeta, diferentemente da cor normal do corante. A coloracdo foi
realizada com AT 0,5% em 5% de Borax (0,125 g/25 mL de 4gua deionizada). As laminas
foram deixadas na solugdo corante por 10 minutos, em seguida, desidratadas em sequéncia
alcoolica (70, 80, 95, 100%), mergulhadas em xilol e montadas com laminulas em Balsamo
do Canada. Foi realizada uma andlise descritiva quanto a presen¢a de metacromasia nas trés
regides anatomicas do disco articular. As andlises foram realizadas por um tnico

examinador treinado e, trés cortes por articulacio foram avaliados.

4.9 Anadlise bioquimica e molecular

Para realizacdo das técnicas bioquimicas e moleculares, a ATM foi cuidadosamente
dissecada e a cdpsula articular, disco articular e tecido retrodiscal removidos ( n < 4 por
grupo para cada técnica). Os tecidos foram colocados em eppendorf e armazenados em

biofreezer a -80°.

4.9.1 Extracao de glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) da Matriz Extracelular

Os fragmentos do disco articular, cdpsula e tecidos retrodiscais da ATM foram
desidratados com acetona (5 mL/g de tecido) por 24h e secos em estufa a 37°C por 24h. Em
seguida foi realizada extracdo dos GAGs sulfatados por digestdo com solucio de papaina
(Merck) (40 mg/g de tecido seco), contendo 100 mM de tampiao de fosfato de sédio, pH
6,5, EDTA 40 mM, e 80 mM B-mercaptoetanol (Sigma). A mistura foi incubada em banho-
maria a 50°C por 24h. Apoés incubacdo, os GAGs, RNA e DNA foram precipitados por
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meio de adi¢do de TPA 90% (10% do volume). Em seguida, o material foi centrifugado
(6000 rpm em 15 mim) e o sobrenadante coletado. Este foi precipitado em 2 volumes de
metanol e armazenado em geladeira a 4°C por 24h. Em seguida, foi realizada nova
centrifugacdo e o precipitado novamente coletado. Apds essa coleta, o precipitado foi seco
em estufa a 37°C por lh e ressuspendido em &4gua (volume suficiente para cobrir o
precipitado). Em seguida, foi adicionado tampdo contendo DNAse (10% do volume) e
colocado em estufa a 37°C por 30 min para ativacdo da DNAse. Posteriormente, o material
foi colocado em estufa a 60°C por 2h para secar e inativar a DNAse, e, finalmente,

ressuspendido em agua (volume para cobrir o precipitado).

4.9.2 Dosagem de GAGs sulfatados

ApOs extracdo, o conteudo total de GAGs sulfatados foi determinado pelo método
de azul de dimetilmetilenol - DMMB (FARNDALE; BUTTLE; BARRET, 1986). Para

a curva padrao foram utilizadas diferentes concentragdes de condroitim sulfato (1 mg/mL) e
a leitura foi realizada em 540 nm em espectrofotometro (Modelo 8452 A Diode Array da

HP, EUA).

4.9.3 Zimografia

A zimografia é uma técnica que permite visualizar diferentes isoformas de uma
enzima ou das formas pré-enzima e enzima ativa, muito frequente em enzimas proteoliticas
extracelulares como as Gelatinases A ¢ B (MMP-2 ¢ MMP-9) (NASCIMENTO et al.,
2013) e foi realizada por meio dos seguintes procedimentos:

1- Extracdo: Os tecidos congelados foram triturados em pulverizador e em seguida,
homogeneizados com tampao de extracao (Tris-HCl 50 mM pH 7.4, NaCl 0,2 M, Triton X-
100 0,1%, CaCl, 10 mM e inibidor de protease 100 ul /10mL), na propor¢cdo de 30 mg de

tecido/100u1 de tampdo de extragdo. A extracao foi realizada por aproximadamente 2 horas
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na geladeira. Apds a extracdo, a amostra foi centrifugada a 4000 rpm (4°C) por 20 minutos.
O sobrenadante foi coletado e armazenado. O precipitado foi ressuspendido com 1/3 do
volume do tampao utilizado na primeira extracdo, e aquecido por 5 minutos a 60°C. Foi
realizada novamente uma centrifuga¢do a 4000 rpm (4°C) por 20 minutos e o sobrenadante
coletado. Os dois produtos das duas extracdes foram entdo misturados. Uma parte do
extrato final foi separada para posterior dosagem de proteinas totais pelo método de
Bradford (1976). Para realizacdo do método de Bradford (1976) foram realizadas aliquotas
dos extratos obtidos anteriormente e como padrdo foi empregado albumina bovina sérica
(BSA). As leituras foram realizadas em espectrofotometro (Modelo 8452 A Diode Array da
HP, EUA) no comprimento de onda de 595 nm.

2- Aplicacdo das amostras: As amostras contendo 30 pg de proteina por amostras
tiveram seu volume completado para 15 pL. com H2O e acrescentado 10 pL. de tampao de
amostra (5,5 mL 4gua destilada, 1,25 mL Tris-HCL 0,5M pH 6.8, 0,3 mL glicerol, 0,2 mL
azul de bromofenol - 0,5% e 0,1 g SDS-10%). A aplicacdo foi em gel de Poliacrilamida
10% e 0,1% de gelatina.

3-Eletroforese (100 V aproximadamente 1h30min): Foi realizada em condi¢des nao
redutoras a 4°C. Apos a corrida, o gel foi lavado por duas vezes de 15 min em Triton X-100
para retirar o SDS. Apds incubagdo overnight a 37°C com tampao de incubacgdo (Tris-HCl
50 mM pH 8.4, 5 mM de CaCl2 e 1 uM de ZnCl2), o gel foi corado com Coomassie
Brilliant Blue por 2h, e descorado (solu¢do metanol 30% e acido acético 10% em dagua).
Em seguida colocado em solucdo encolhedora (metanol 30% e glicerol 3%).

Ap6s eletroforese o gel foi fotografado e verificado em transluminador GBOX
Chemi HR (Syngene, EUA). A quantificacdo das bandas foi feita através de densitometria

utilizando o programa Scion Image Software Alpha 4.0.3.2 (Scion Corporation, EUA).

4.10 Analise Estatistica

Para andlise estatistica das varidveis quantitativas realizou-se, inicialmente, o teste

de normalidade Shapiro-Wilk. No caso das varidveis contemplaram a metodologia

paramétrica, aplicou-se o teste ANOVA one-way com o teste de Tukey para comparacodes
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multiplas. Quando as amostras ndo contemplaram a metodologia destacada, foi aplicado o
teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para comparacdes
multiplas. Em ambos os testes estatisticos adotou-se o p<0,05 como indicativo de diferenca
estatisticamente significativa. Os dados foram tabulados e analisados por meio do software

GraphPad Prism (GraphPad Software, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1 Analise Morfologica

5.1.1 Coloracao em Hematoxilina-esosina (HE)

O GC apresentou morfologia normal do condilo mandibular, disco articular e fossa
mandibular do osso temporal. Nao foram identificadas dreas de inflamacdo sinovial neste
grupo (Figura 9 A1-3).

Os animais do GA exibiram acentuadas alteragdes morfoldgicas nos componentes
da ATM tais como: aumento de espessura do disco articular; hiperplasia da membrana
sinovial, com invasdo do espago articular e formacao de pannus (proliferacdo da membrana
sinovial recobrindo a cartilagem articular); destruicao da cartilagem articular e reabsorcao
Ossea da fossa mandibular (osso temporal); e aplainamento do condilo mandibular (Figura
9 B1-2). No tecido subsinovial foi verificada a presenca de intenso infiltrado inflamatério
cronico, constituido por leucécitos mononucleares, principalmente linfécitos e plasmocitos;
proliferacdo de fibroblastos; proliferacio vascular e acimulo de fibras coldgenas,
indicativos da fase proliferativa-reparativa da inflamagao (Figura 9 B3).

Os animais do GL, GH e GHL apresentaram alteracoes morfologicas de menores
propor¢des do que as observadas no GA.

No GL, foram identificadas areas de reabsorcdo éssea na fossa mandibular e,
hiperplasia da membrana sinovial, com invasdo do espacgo articular e formacao de vilos,
sem, no entanto, a formagao de pannus. O tecido subsinovial exibiu a presenca de infiltrado
inflamatério cronico constituido por leucécitos mononucleares. Ja o condilo mandibular e o
disco articular exibiram morfologia normal (Figura 10 C1-3).

O GH exibiu espessura acentuada no disco articularem relagdo a GC; hiperplasia da
membrana sinovial e invasdo do espago articular, sem formacdo de pannus; reabsorcao
Ossea da fossa mandibular e intenso infiltrado inflamatério cronico no tecido subsinovial. O

condilo mandibular apresentou morfologia normal (Figura 10 D1-3).
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No GHL foram observadas alteragdes como: aumento na espessura do disco
articular em relacdo a GC, reabsorcdo da fossa mandibular, hiperplasia da membrana
sinovial e infiltrado inflamatério cronico no tecido subsinovial com proliferagdo de vasos

sanguineos (Figura 10 E1-3).

Figura 9: Imagens histolégicas da ATM. Coloracao em HE. A1-3: grupo controle (GC).
Aumento de 4X, 10X e 20X, respectivamente. B1-3: grupo artrite (GA). Aumento de 4X,
10X e 40X, respectivamente. d: disco articular. c: condilo mandibular. CF: camada fibrosa
da cartilagem articular. CP: camada proliferativa da cartilagem articular. CH: camada de
cartilagem hialina. CHP: camada hipertréfica da cartilagem articular. p: drea de pannus. *:
area de reabsor¢do dssea. **: infiltrado inflamatodrio cronico. (Barra de Escala = 100 um em
Al, A2, A3, Bl e B2; Barra de escala = 50 pm em B3).
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Figura 10: Imagens histolégicas da ATM. Coloracao em HE. C1-3: grupo laser de baixa
poténcia (GL). Aumento de 4X, 10X e 20X, respectivamente. D1-3: grupo hialuronato de
sédio e alto peso molecular (GH). Aumento de 4X, 10X e 40X, respectivamente. E1-3:
grupo hialuronato de sédio de alto peso molecular e laser de baixa poténcia (GHL).
Aumento de 4X, 10X e 40X, respectivamente. d: disco articular. *: drea de reabsorcio
Ossea. **: infiltrado inflamatdrio cronico. o: osteoclastos. Seta: vasos sanguineos. (Barra
de Escala = 100 um em C1, C2, C3, D1, D2, El e E2; Barra de escala = 50 um em D3 e
E3).
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5.1.2 Morfometria do Disco Articular

Conforme se observa na Figura 11, a espessura do disco articular no GA foi
estatisticamente elevada nas trés regides anatdmicas (anterior, média e posterior) em
comparacgdo ao grupo controle (GC). O GL exibiu significativa redu¢do da espessura nas
trés regides do disco articular em comparagcdao ao GA. O GH demonstrou menor espessura
no disco articular em comparacdo ao GA nas zonas anterior e posterior. Porém, apenas a
dltima foi estatisticamente significativa. A regido média permaneceu com espessura
elevada. O GHL mostrou menor espessura nas trés regides do disco articular quando

comparado ao GA. No entanto, apenas para a regido anterior esta diferenca foi

estatisticamente significativa.
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Figura 11: Morfometria do disco articular (espessura em pm) nos diferentes grupos
experimentais. Grupo controle (GC), grupo artrite (GA), grupo laser de baixa poténcia
(GL), grupo hialuronato de sédio de alto peso molecular (GH) e grupo hialuronato de sédio
de alto peso molecular e laser de baixa poténcia (GHL). (*) Diferenca significante entre os
grupos GC e GA (P<0,05). (a) Diferenca significante entre GA e os grupos assinalados
(P<0,05). Teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn. Média e EP (erro padrao).
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5.1.3 Coloracao em Picrosirus e Birrefringéncia das fibras colagenas

Cortes sagitais da ATM com 7 pum de espessura foram corados em picrosirius e
examinados em microscopio de luz polarizada. Os animais do GC exibiram intensa
coloracdo vermelho-alaranjada no disco articular, indicando um alto grau de compactagdo e
organizacgdo das fibras coldgenas. J4 o GA mostrou uma coloragio esverdeada, sugerindo
desorganizacdo da rede de fibras coldgenas e remodelamento do disco articular (Figura 12).

Os GL, GH e GHL exibiram coloracdo do disco articular semelhante a observada no
GC, o que sugere efeito positivo dos respectivos tratamentos na organiza¢ao e compactacao
da rede de fibras colagenas (Figura 12).

A média dos valores de cinza (microscopia de polarizacdo) revelou que a
birrefringéncia das fibras coldgenas no GA foi estatisticamente menor em comparagdo ao
GC nas trés regides do disco articular. J4 os GL, GH e GHL exibiram birrefringéncia
estatisticamente superior em comparacdo ao GA nas trés regides do disco (Figura 13).
Quanto maior a intensidade da birrefringéncia, maior a organizacao e empacotamento das

fibras coldgenas, confirmando, portanto, os efeitos positivos dos respectivos tratamentos.
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Figura 12: Imagens histolégicas da ATM. Coloracao em Picrosirius (Microscopia de
polarizacido). A: grupo controle (GC). B: grupo artrite (GA). C: grupo laser de baixa
poténcia (GL). D: grupo hialuronato de sodio e alto peso molecular (GH). E: grupo
hialuronato de sédio de alto peso molecular e laser de baixa poténcia (GHL). ¢: condilo
mandibular. d: disco articular. Coloracdo vermelho-alaranjada, indica maior grau de
organizacdo e empacotamento da rede de fibras coldgenas. Coloracdo esverdeada indica
desorganizacdo das fibras colagenas. GA apresentou coloragdo esverdeada e maior
desorganizacdo das fibras coldgenas em relacdo ao GC. GL, GH e GHL apresentaram
coloracgdes semelhantes ao GC. Aumento de 10X. (Barra de Escala = 100 pm).
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Figura 13: Valores de birrefringéncia das fibras colagenas (valores da média de cinza
em pixels) nos diferentes grupos experimentais. Grupo controle (GC), grupo artrite
(GA), grupo laser de baixa poténcia (GL), grupo hialuronato de sédio de alto peso
molecular (GH) e grupo hialuronato de sédio de alto peso molecular e laser de baixa
poténcia (GHL). (*) Diferenca significante entre os grupos GC e GA (P<0,05) (One-way
ANOVA e pés-teste de Tukey). (a) Diferenca significante entre GA e os grupos assinalados
(P<0,05) (Teste one-way ANOVA e pos-teste de Tukey). Média e EP (erro padrao).

5.1.4 Coloracao em Azul de Toluidina (AT)

Nos cortes corados em AT observou-se que o GA exibiu maior metacromasia (*)
nas trés regides do disco articular (anterior, média e posterior) em comparagdo ao grupo
controle (GC), sugerindo elevada concentracdo de PGs na matriz extracelular (Figuras 14,
15e 16).

Os GL, GH e GHL apresentaram leve redu¢do da metacromasia (*) nas regides
anterior e posterior do disco articular em comparacdo ao GA, porém permaneceram
maiores em relagdo ao GC. Na regido média ndo foi observada diferenga aparente entre os

GA, GL, GH e GHL (Figuras 14, 15 e 16).
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Figura 14: Imagens histoldgicas do disco articular da ATM (Regido Anterior). Coloragdo
em Azul de Toluidina. A: grupo controle (GC). B: grupo artrite (GA). C: grupo laser de
baixa poténcia (GL). D: grupo hialuronato de sédio e alto peso molecular (GH). E: grupo
hialuronato de sédio de alto peso molecular e laser de baixa poténcia (GHL). *: Area de
metacromasia (AT cora o tecido em violeta, diferentemente da cor normal do corante.
Indica elevada concentracdo de proteoglicanos). Grupo GA apresentou maior metacromasia
em relacdo ao GC. GL, GH e GHL apresentaram menor metacromasia em relacdo ao GA.
Aumento de 10X. (Barra de Escala = 100 um).
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Figura 15: Imagens histologicas do disco articular da ATM (Regido Média).
Coloracao em Azul de Toluidina. A: grupo controle (GC). B: grupo artrite (GA). C:
grupo laser de baixa poténcia (GL). D: grupo hialuronato de sédio e alto peso molecular
(GH). E: grupo hialuronato de sédio de alto peso molecular e laser de baixa poténcia
(GHL). *: Area de metacromasia (AT cora o tecido em violeta, diferentemente da cor
normal do corante. Indica elevada concentra¢do de proteoglicanos). Grupos GA, GL, GH e
GHL apresentaram maior metacromasia em relacdo ao GC, sem diferenca aparente entre
ambos. Aumento de 10X. (Barra de Escala = 100 pm).
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Figura 16: Imagens histologicas do disco articular da ATM (Regiao Posterior).
Coloracao em Azul de Toluidina. A: grupo controle (GC). B: grupo artrite (GA). C:
grupo laser de baixa poténcia (GL). D: grupo hialuronato de sédio e alto peso molecular
(GH). E: grupo hialuronato de sédio de alto peso molecular e laser de baixa poténcia
(GHL). *: Area de metacromasia (AT cora o tecido em violeta, diferentemente da cor
normal do corante. Indica elevada concentragcdo de proteoglicanos). Grupo GA apresentou
maior metacromasia em relacdo ao GC. GL, GH e GHL apresentaram menor metacromasia
em relacdo ao GA. Aumento de 10X. (Barra de Escala = 100 um).
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5.2 Analise Bioquimica

5.2.1 Dosagem de GAGs Sulfatados

Conforme se observa na Figura 17, a concentracdo de GAGs sulfatados nos tecidos
da ATM (disco articular, cdpsula e tecido retrodiscal) foi estatisticamente mais elevada no
GA quando comparado ao GC.

Os GL, GH e GHL exibiram tendéncia de reducdo do conteido de GAGs sulfatados
em comparacdo ao GA, porém esta diferenca ndo foi estatisticamente significante. A maior

tendéncia de reducdo do conteudo de GAGs foi encontrada no GH (Figura 17).

Dosagem de GAGs
15+
o)
Q
[¢}] *
(2]
o 10-
3 10
Q
-8 .
[«] e
T 5
D e
U’ — —
£
C T ) 1
Ff F & & g

Figura 17: Concentracio de GAGs (mg/g de tecido seco) nos diferentes grupos
experimentais. Grupo controle (GC), grupo artrite (GA), grupo laser de baixa poténcia
(GL), grupo hialuronato de sodio de alto peso molecular (GH) e grupo hialuronato de s6dio
de alto peso molecular e laser de baixa poténcia (GHL). (*) Diferenca significante entre os
grupos GC e GA (P<0,05) (One-way ANOVA e pos-teste de Tukey). Média e EP (erro
padrdo).
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5.2.2 Zimografia

A presenca de MMP-9 latente foi detectada em todos os grupos exceto no GC
(Figura 17). A MMP-9 ativa foi detectada apenas nos GA, GL e GH (Figura 18). A andlise
densitométrica das bandas revelou que os GH e GHL tinham significativamente
quantidades diminutas de isoformas ativa e latente da MMP-9, quando comparadas ao GA.
No GL, apenas a isoforma ativa foi estatisticamente menor em comparacdo a GA (Figura
18).

Em relagdo a MMP-2, as isoformas latente, intermedidria e ativa estavam presentes
em todos os grupos analisados (Figura 19). A densitometria das bandas demonstrou que os
GH e GHL exibiram atividades significativamente menores nas trés isoformas da MMP-2
em comparacdo ao GA (Figura 19). O GL exibiu uma reducao estatisticamente significativa

apenas para a isoforma ativa em comparacao a GA (Figura 19).
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Figura 18: Densitometria das bandas (valor em pixel) correspondentes as isoformas
da MMP-9 (Ativa e Latente) nos diferentes grupos experimentais. Grupo controle
(GC), grupo artrite (GA), grupo laser de baixa poténcia (GL), grupo hialuronato de sédio de
alto peso molecular (GH) e grupo hialuronato de sédio de alto peso molecular e laser de
baixa poténcia (GHL). (*) Diferenca significante entre os grupos GC e GA (P<0,05) (One-
way ANOVA e pods-teste de Tukey). (**) Diferenca significante entre os GC e GA
(P<0,05) (Teste Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn). (a) Diferenga significante entre GA e
os grupos assinalados (P<0,05) (Teste one-way ANOVA e poés-teste de Tukey). (b)
Diferenca significante entre GA e os grupos assinalados (P<0,05) (Teste Kruskal-Wallis e
pOs-teste de Dunn). Média e EP (erro padrao).
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Figura 19: Densitometria das bandas (valor em pixel) correspondentes as isoformas
da MMP-2 nos diferentes grupos experimentais. Grupo controle (GC), grupo artrite
(GA), grupo laser de baixa poténcia (GL), grupo hialuronato de sédio de alto peso
molecular (GH) e grupo hialuronato de sédio de alto peso molecular e laser de baixa
poténcia (GHL). (*) Diferenca significante entre os grupos GC e GA (P<0,05) (One-way
ANOVA e pos-teste de Tukey). (**) Diferenca significante entre os grupos GC e GA
(P<0,05) (Teste Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn). (a) Diferenca significante entre GA e
os grupos assinalados (P<0,05) (Teste one-way ANOVA e pés-teste de Tukey). (b)
Diferenca significante entre GA e os grupos assinalados (P<0,05) (Teste Kruskal-Wallis e
pos-teste de Dunn). Média e EP (erro padrao).
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6. DISCUSSAO

6.1 Morfologia e morfometria da ATM

Estudos prévios demonstraram que a injec@o intra-articular de CFA na ATM de
roedores resultou em resposta inflamatdria prolongada, persistindo por até 6 semanas, iSso
contribuiu para que estudos dos mecanismos envolvidos nas desordens inflamatérias desta
articulacdo fossem desenvolvidos com objetivo de uma eficaz abordagem clinico-
teraputica (SPEARS et al, 2005; KRAMER et al.,, 2010; WANG et al., 2012;
NASCIMENTO; LEITE-PANISSI, 2014). Em nosso estudo, os animais receberam uma
Unica injecdo intra-articular de CFA na ATM, conforme previamente descrito (SPEARS et
al., 2005; KUROKI et al.,, 2011, NASCIMENTO; LEITE-PANISSI, 2014), e as
articulacdes foram analisadas 28 dias apds inducdo de inflamacdo. Ou seja, em uma
condicdo inflamatdria cronica, mais proxima da realidade clinica.

A injecdo intra-articular de CFA (GA) promoveu importantes alteracdes
morfologicas na ATM, incluindo hiperplasia da membrana sinovial, formag¢do pannus,
infiltracdo de células inflamatérias mononucleares, destruicdo da cartilagem articular e
reabsor¢do Ossea da fossa mandibular. A morfometria do disco articular mostrou
deformacdo e aumento da espessura em suas trés regides anatOmicas em comparacdo ao
GC. Resultados semelhantes foram observados em estudos anteriores, nos quais
descreveram diversas alteracbes morfoldgicas e marcadas infiltragdes de células
inflamatdrias na cépsula e tecido retrodiscal, causadas pela injecio de CFA (KAMEOKA et
al., 2009; KUROKI et al., 2011; WANG et al., 2012; GEORGE et al., 2013). Também em
concordancia com nossos resultados, Wang et al. (2012) demonstraram significativa
deformacdo do disco articular e aumento de sua espessura, principalmente nas regides
anterior e média, que estdo sujeitas a maior carga compressiva durante a mastigacao.

Além disso, o GA mostrou a presenca de alteracdes na morfologia do cdndilo
mandibular, tais como aplainamento e erosao 6ssea. Nossos resultados concordam com os
dados encontrados por Kameoka et al. (2009) e Kuroki et al. (2011) que descreveram a

formacdo de osteofitose e erosdo condilar, observada por meio de microtomografia.
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Em contraste, Wang et al. (2012) e George et al. (2013) observaram poucas
alteracdes na cartilagem articular e osso subcondral do condilo da mandibula. Acreditamos
que nestes trabalhos o CFA foi injetado apenas no compartimento superior e/ou tecido
retrodiscal, ndo tendo, portanto, acdo no cdndilo mandibular.

No GC, foi observada auséncia de alteracdes morfoldgicas no cdndilo mandibular,
disco articular e osso temporal. Este resultado sugere que a inducdo de inflamacdo na ATM
esquerda ndo comprometeu a ATM contralateral, que foi utilizada no presente estudo como
controle ndo-injetado. Neste sentido, diversos trabalhos tem demonstrado que a mastigacio
unilateral e outros fatores oclusais ndo sdo fatores etioldgicos primarios na DTM (GESCH
et al., 2005; LUTHER, 2007; MOHLIN et al., 2007; BADEL et al., 2008). Além disso, a
ATM € a unica articulacdo sinovial cujas superficies articulares sdo revestidas por
fibrocartilagem, o que implica em maior capacidade adaptativa e de reparo (DE LEEUW,
2010). Estes resultados suportam a eficdcia do nosso modelo de artrite € o uso da ATM
contralateral como controle sauddvel, reduzindo assim a necessidade de mais um grupo
experimental e o sacrificio de animais em demasia.

No GL foi observada a presenca de areas de reabsor¢do dssea na fossa mandibular,
hiperplasia da membrana sinovial e infiltrado inflamatério crénico, porém em menores
proporcdes se comparado ao GA. J4 a morfometria da ATM mostrou espessura do disco
articular nas trés regides anatdomicas, semelhantes ao GC.

Em nosso estudo, foi utilizado um laser de GaAlAs, com comprimento de onda (A)
de 830 nm, programado para operar numa poténcia de saida de 30 mw e dose de 10 J, de
acordo com os parametros adotados por Bjordal et al. (2003), que define A 830 nm (laser
infravermelho), poténcia de saida entre 15 — 105 mw/cm2 e dose de 0.5 — 15 J, para
distdrbios inflamatoérios cronicos da ATM. Corroborando com nossos resultados, Carvalho
et al. (2011) observaram que o LBP foi eficiente na reducdo das alteracdes morfoldgicas da
artrite, experimentalmente induzida na ATM, controlando a hiperplasia da membrana
sinovial e formacdo de vilos. Os autores utilizaram dose de 9 J com A 780 nm, ou uma
combinacdo (A 780 e 660 nm), sendo verificada maior eficdcia da terapia isolada. Para estes
autores, o laser infravermelho (A 780-820 nm) é mais eficaz para distirbios da ATM em

comparag¢do o laser vermelho (A 660 nm).
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Ainda dando suporte aos nossos resultados, outros trabalhos t€ém demonstrado
significativa redu¢do no nimero de células inflamatérias e na gravidade do processo
inflamatério induzido em outras articulagdes, apds tratamento com o LBP (PALLOTTA et
al., 2012; ALVES et al., 2014; CARLOS et al., 2014). Pallotta et al. (2012), utilizando um
laser com A 810 nm, verificaram que a dose de 10 J foi mais eficiente em comparagao as
doses de 1, 3 e 6 J, embora ambas as doses tenham demonstrado efeitos anti-inflamatdrios
na artrite induzida no joelho de ratos. Ja Alves et al. (2012) e Carlos et al. (2012) obtiveram
resultados positivos na artrite do joelho utilizando doses menores e diferentes comprimento
de onda, respetivamente, 4 J com A 808 nm, e 3 J com A 660 nm.

Duas revisdes sistemdticas também revelaram fortes evidéncias de que o LBP
modulou a resposta inflamatéria aguda e cronica, reduzindo os niveis de marcadores
bioquimicos (PGE2, Cox 2, IL-1B, TNF-a), infiltracdo de neutrdfilos, estresse oxidativo e
formacdo de edema (BJORDAL et al., 2003; BJORDAL et al., 2006).

Neste sentido, o LBP pode acelerar o processo de reparo do tecido e reduzir a
presenca de alteracdes morfolégicas na articulacdo (ALVES et al., 2014), o que foi
claramente demonstrado no presente estudo.

Outro estudo, no entanto, ndo observou redugdo significativa da inflamacao
induzida no tecido retrodiscal (retrodiscite) da ATM de coelhos (KUCUK et al., 2010).
Estes autores utilizaram um laser com A 815 nm e dose de 12 J, e apenas anélises por meio
de cintilografia foram realizadas, dificultando comparagdes com os dados obtidos pelo
presente estudo e os demais citados anteriormente.

O GH exibiu menores alteracdes morfolégicas em comparacdo ao GA. A
morfometria do disco articular mostrou redugio estatisticamente significativa na espessura
do disco apenas na regido posterior em comparagio a GA. A regiio média, no entanto,
permaneceu com espessura elevada.

A semelhanca de nossos resultados, outros trabalhos demonstraram significativo
efeito de diferentes pesos moleculares do HS na reducdo de células inflamatérias,
hiperplasia da membrana sinovial, formagao de pannus, destrui¢dao da cartilagem articular e
anormalidades dsseas na ATM ou em outras articulacdes (XINMIN; JIAN, 2005; LO et al.,
2007; CHOU et al., 2011; EL-HAKIM; ELYAMANI, 2011).
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Sustentando nossos resultados, Duygu et al. (2011) e Li et al. (2012) demonstraram
que o HSAPM foi eficaz, na fase inicial da osteoartrite, na protecdo da cartilagem articular
e retardo na progressao de alteracdes degenerativas.

O possivel efeito protetor do HSAPM pode ser explicado pela capacidade de regular
a viscosidade e propriedades lubrificantes do fluido sinovial, funcionando como barreira
protetora na membrana sinovial e superficies articulares (DUYGU et al., 2011), além de
bloquear a atividade de varias MMPs e citocinas pré-inflamatérias (WANG et al., 2006;
HASHIZUME et al., 2010; SHIMIZU et al., 2010; CAMPO et al., 2011).

O HSAPM também € capaz de induzir a formacdo de dcido hialurdnico endégeno
por sinovidcitos em articulacdes com osteoartrite (SMITH; GHOSH, 1987; BAGGA et al.,
2006). O écido hialurdnico interage através de uma proteina de ligagdo com proteoglicanos,
formando complexos macromoleculares altamente hidratados responsaveis pela resisténcia
a compressao na cartilagem (HARDINGHAM, 1999). Neste sentido, a regidao média do
disco articular, por apresentar maior conteido de GAGs, (DETAMORE et al., 2005;
WILLARD et al., 2012), pode exibir maior interagdo com o hialuronato endégeno e/ou
exogeno, justificando a maior espessura desta regido observado no presente estudo.

O GHL também exibiu menores alteragdes morfologicas e espessura do disco
articular em comparacdo ao GA, sendo que a regido anterior do disco apresentou maior
reducdo da espessura.

Nossos resultados sugeriram efeito positivo do tratamento, uma vez que exibem
propriedades anti-inflamatérias e protetoras dos componentes da ATM. Entretanto, a
literatura ainda nos € ineficiente para discussao do tratamento em questdao (LBP/HSAPM).

A redugdo da espessura do disco articular foi significativa apenas na regido anterior,
possivelmente devido a interacdo do hialuronato com os proteoglicanos, especialmente na

regido média do disco articular (HARDINGHAM, 1999).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ghosh%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3671989
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6.2 Organizacao e compactacio da rede de fibras colagenas

O principal componente estrutural do disco articular da ATM € o coldgeno, cujo
conteddo total varia entre 16,5% e 30,1% do peso umido (DETAMORE et al., 2005;
ALMARZA et al., 2006; KALPAKCI et al., 2011).

O coldgeno do disco articular é quase exclusivamente do tipo I, organizando-se na
forma de feixes de fibras, orientados, principalmente, em dire¢do anteroposterior na regiao
média e, mediolateral nas regides anterior e posterior do disco articular (DETAMORE et
al., 2005), sendo associado as propriedades mecénicas do disco, tais como resisténcia a
tensdo e a tenacidade (DETAMORE; ATHANASIOU, 2003; DETAMORE et al., 2005;
ALMARZA et al., 2006).

Nesse estudo, a organizacdo e compactacao das fibras coldgenas no disco articular
foram avaliadas por meio de cortes sagitais da ATM, corados em picrosirius e examinados
em microscopio de luz polarizada. Utilizando-se o mesmo tipo de microscopia, também, foi
realizado o célculo do valor médio de cinza em pixel no disco articular, para determinagao
da birrefringéncia das fibras colagenas (VIDAL, 2010).

No disco articular, o0 GC exibiu coloracdo avermelhada e elevada birrefringéncia, o
que sugeriu alto grau de organizacdo e compactacdo das fibras coldgenas (VIDAL, 2010).
Contrariamente, o GA apresentou coloracdo esverdeada e birrefringéncia estatisticamente
menor em comparacdo ao GC nas trés regides anatdmicas do disco articular, o que indicou
elevada desorganizacdo da rede de fibras coldgenas e intensa degradacdo da MEC (VIDAL,
MELLO, PIMENTEL, 1982; VIDAL, 2010).

Consistente com os nossos resultados, Guerra et al. (2010) demonstraram que
distirbios na ATM podem promover degradacdo da rede de fibras coldgenas do disco
articular, fazendo com que o mesmo apresente coloracdo esverdeada quando corados em
picrosirius e avaliados em microscépio de luz polarizada.

Concordando com Wang et al. (2012) e George et al. (2013), acreditamos que a
desorganizacdo das fibras coldgenas seja resultante de uma inflamacdo persistente induzida
pela injecdo de CFA, com marcada infiltracdo de células inflamatdérias mononucleares.
Concordes, também com Spears et al. (2005) e Kramer et al. (2010) que, destacaram o

aumento da sintese ou ativacdo de citocinas pré-inflamatorias e de enzimas com atividades
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colagenoliticas, tais como as metaloproteinases (MMPs), que degradam todos os
componentes da MEC, inclusive o coldgeno tipo I (YOSHIDA et al., 2006; LORETO, et
al., 2013).

Nos GL, GH e GHL foram observadas coloracdo avermelhada e birrefringéncia
estatisticamente maior em todas as trés regides do disco articular quando comparados ao
GA, indicando maior organizacdo e compactacdo das fibras coldgenas (VIDAL, MELLO,
PIMENTEL, 1982; VIDAL, 2010).

Corroborando com nossos resultados, Alves et al. (2014) verificaram que o LBP foi
eficaz na reparacdo de tecidos e aumento da organizacdo da rede de fibras coldgenas. Por
outro lado, Carlos et al. (2014), demonstraram significativo aumento da organizacdo das
fibras coldgenas na membrana sinovial em ratos com artrite da articulagdao do joelho apds
tratamento com LBP.

No que concerne aos efeitos do HSAPM, trabalhos tém mostrado resultados
significativos na reducdo de alteracdes morfolégicas e degenerativas na ATM e em outras
articulacdes (XINMIN; JIAN, 2005; DUYGU et al., 2011; LI et al., 2012).

O aumento ocorrido na organizagdo das fibras de coldgeno nos grupos, GL, GH ou
GHL, sugerem-nos uma eficiéncia do LBP, HSAPM e da combinagdo dos dois na inibi¢ao
das alteracdes degenerativas no disco articular.

Portanto, acreditamos que os resultados obtidos se devam aos efeitos anti-
inflamatorios do LBP e HSAPM conforme relatado na literatura por Bjordal et al. (2003);
Bjordal et al. (2006); Wang et al. (2006); Hashizume et al. (2010); Kucuk et al. (2010);
Carvalho et al. (2011) e Alves et al. (2014); bem como a reducdo da sintese ou atividade de
enzimas que degradam fibras coldgenas, tais como as MMPs (WANG et al., 2006; HSIEH
et al., 2008; KAROUSOU et al., 2008; SHIMIZU et al., 2010; ALVES et al., 2014;
MARCOS et al., 2014).

6.3 Proteoglicanos e GAGs sulfatados

No presente estudo, a avaliagdo dos proteoglicanos (PGs) no disco articular foi

realizada por meio de cortes sagitais da ATM, corados em Azul de Toluidina (AT) e, a
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quantificacdo de GAGs determinada por meio do método de azul de dimetilmetilenol —
DMMB (FARNDALE; BUTTLE; BARRET, 1986).

No GA, observou-se maior metacromasia nas trés regides anatomicas do disco
articular em comparacio ao grupo controle (GC), sugerindo-se maior concentra¢io de PGs.
Em contrapartida, a dosagem de GAGs dos tecidos da ATM (cépsula, disco e tecido
retrodiscal) mostrou valores estatisticamente superiores em comparagao ao GC.

Consistente com os nossos resultados, Guerra et al. (2010) também descreveram
maior metacromasia no disco articular apds inducdo de processo degenerativo da ATM.

Outros trabalhos tem demonstrado significativo aumento da expressdo de RNAm de
PGs, tais como agrecam e lumicam no disco articular de pacientes com osteoartrite ou
artralgia da ATM. Com isso, sugerem que, danos causados ao disco articular podem
promover alteragdes bioquimicas na MEC, originando uma elevada sintese de PGs
(PAEGLE; HOLMLUND; HJERPE, 2005; KIGA et al., 2011).

De acordo com Paegle, Holmlund, Hjerpe (2005) a fase inicial da osteoartrite é
marcada por um aumento na sintese dos componentes da MEC, inclusive de PGs e GAGs.
No entanto, em estagios mais avancados da doenca a degradag@o de PGs e sua liberacdo no
fluido sinovial prevalecem, como resultado de um desequilibrio entre os processos
degenerativos e de reparo (ISHIMARU et al., 2001; PAEGLE; HOLMLUND; HJERPE,
2005).

Os PGs desenvolvem importante papel na compactacdo e organizacdo das fibras
coldgenas (KIGA et al., 2010) e, exercem acdo fundamental na regeneracio da ATM
(KIGA et al., 2010; KIGA et al., 2011; KIGA, 2012). Além disso, também tem sido
descrito uma acdo sobre a regulacdo da condrogénese e remodelamento da MEC na
cartilagem articular de ATMs com osteoartrite (EMBREE et al. 2010).

Portanto, o aumento da concentragdo de PGs e GAGs, observado no presente
estudo, sugere-nos, uma clara tentativa de reparo do disco articular apds indugdo de atrite
por meio de injecdo de CFA.

Nos GL, GH e GHL foi observada menor metacromasia nas regides anterior e
posterior do disco articular e, menores concentracdes de GAGs nos tecidos da ATM em

comparac¢do ao GA, porém, sem diferengas estatisticas.
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A literatura demonstrou que o LBP exibe uma a¢ao anti-inflamatéria € moduladora
de varias citocinas pro-inflamatérias e enzimas que degradam a matriz, acelerando os
processos de reparo (KAROUSOU et al., 2008; GUERRA et al., 2013; ALVES et al., 2014,
MARCOS et al., 2014), enquanto o HSAPM apresenta acdo significativa na protecdo das
superficies articulares, e preven¢do da degradacdo de GAGs na cartilagem articular (LI et
al., 2012).

Nossos resultados demonstraram um maior grau de remodelamento da MEC, nos
grupos GL, GH e GHL em comparacido ao GA, o que nos sugere, uma potencializacdo dos
processos de reparo através da aplicacdo de ambas as terapias propostas. Novos estudos,
com marcagdes especificas de PGs, tais como o biglicam, decorim, versicam, agrecam e
lumicam sdo necessdrios para confirmacao de tal acdo e melhor entendimento das funcdes

especificas destes PGs em processos patologicos da ATM.

6.4 Atividade das Gelatinases (MMP-9 e MMP-2)

No presente estudo, as atividades de todas as isoformas da MMP-9 (latente e ativa)
e MMP-2 (intermedidria, latente e ativa) foram estatisticamente mais elevadas no grupo de
ratos com artrite (GA) em comparagio ao grupo controle (GC).

Corroborando com nossos resultados, diversos trabalhos tém demonstrado a
presenca de MMP-2 e MMP-9 no fluido sinovial ou disco articular de pacientes com
osteoartrite e desarranjo interno, indicando um papel essencial destas MMPs nas disfungdes
da ATM (MIZUI et al., 2001; SRINIVAS, et al., 2001; YOSHIDA et al., 2006; LORETO,
et al., 2013).

Estudos prévios t€ém demonstrado que injecdes intra-articulares de CFA na ATM
induziram o surgimento de alteracdes artriticas, tais como degeneracdo das estruturas
articulares e intensa resposta inflamatéria com liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, a
exemplo de TNF-a e IL-1B (SPEARS et al., 2005; KRAMER et al., 2010; WANG et al.,
2012).

Essas citocinas modulam a expressio de metaloproteinases, principalmente as

MMPs 1, 3, 9 e 13, ao estimular sua sintese e liberacio no meio extracelular (IJIMA;
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KOBAYASHI; KUBOTA, 2001; GE et al., 2009). J4 a MMP-2 pode ser ativada por acao
das MMPs 1 e 13 (CLARK; MURPHY, 1999; LU et al., 2011).

Acredita-se que a MMP-2 tenha um papel essencial no remodelamento e
manuten¢do da integridade da MEC, sendo sintetizada por células da membrana sinovial,
fibroblastos e condrécitos (MIZUI et al., 2001; GILLARD et al., 2004; YOSHIDA et al.,
2006), no entanto, em niveis elevados sugere condicdes patoldgicas da articulacdo (MIZUI
et al., 2001; SRINIVAS et al., 2001; MIYAMOTO et al., 2002).

Por outro lado, a MMP-9 pode ser sintetizada em grande quantidade por células
inflamatorias, e, portanto, proeminente em condi¢des inflamatdrias articulares, tais como a
osteoartrite da ATM (MIZUI et al., 2001; YOSHIDA et al., 2006).

No presente estudo, justifica-se, portanto, ambas as MMPs apresentarem indices
elevados no GA, o que indicou a presenca de inflamacdo ativa com degradacdo dos
componentes da MEC, especialmente coldgeno, o que foi refletido nos valores de
birrefringéncia das fibras coldgenas, conforme descrito anteriormente nesta discussao.

No GL foi observada atividade estatisticamente menor das isoformas ativas tanto da
MMP-9 como da MMP-2 em comparagdo ao GA. Até o momento, ndo foram verificados
trabalhos que avaliaram a acdo do LBP sobre a MMP-2 e MMP-9, em disturbios da ATM.
No entanto, a existéncia de estudos em outras articulacdes, tais como a do joelho,
demonstraram efeitos significativos do laser na redu¢cdo das MMPs, em artrite
experimentalmente induzida (ALVES et al., 2014; CARLOS et al., 2014).

Alguns estudos que investigaram os efeitos do LBP sobre a atividade de MMPs em
outros tecidos, tais como o tendao de Aquiles e muisculos, também mostraram que o LBP ¢
capaz de modular a atividade da MMP-2 e MMP-9 (KAROUSOU et al., 2008; GUERRA
et al., 2013; [YOMASA et al., 2013; MARCOS et al., 2014).

Foi demonstrado, também, que o LBP regula o processo inflamatério, melhora a
cicatrizagdo, estimula a sintese de coldgeno e, modula o equilibrio entre enzimas que agem
no remodelamento da matriz, tais como as MMPs (ALVES et al., 2014). Portanto, nosso
estudo concorda com o autor, pois verificamos que a redu¢do de MMP-2 e MMP-9, sugere
que o LBP € capaz de acelerar o processo de reparo na artrite induzida por CFA, reduzindo
o desenvolvimento de alteracdes morfoldgicas e degradacdo da MEC, ji mencionadas

anteriormente.
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No GH a quantidade de todas as isoformas da MMP-2 e MMP-9 foram
estatisticamente menores em comparacdo ao GA. Corroborando com nossos resultados,
véarios trabalhos demonstraram que o HS pode desempenhar um efeito protetor nas
estruturas articulares, agindo na supressdo da atividade ou sintese de varias MMPs e
citocinas pro-inflamatérias (WANG et al., 2006; HSIEH et al., 2008; HASHIZUME et al.,
2010; SHIMIZU et al., 2010; CAMPO et al., 2011; LI et al., 2012).

Embora diferentes pesos moleculares do HS sejam eficazes na redu¢do de MMP-2 e
MMP-9, o HSAPM mostrou-se mais eficiente (HSIEH et al., 2008).

Consistente com nossos resultados, um estudo in vitro destacou o potencial
significativo do HSAPM na reducdo da expressao dos genes de 16 citocinas ou enzimas
associadas a osteoartrite, incluindo a MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 ¢ MMP-13
(WANG et al.,, 2006). Em contrapartida, Hashizume et al. (2010), demonstraram um
significativo efeito na reducdo de MMP-9, no fluido sinovial de pacientes com osteoartrite
do joelho. Neste sentido, Xinmin e Jian (2005) compararam os efeitos da artrocentese,
HSAPM e terapia combinada sobre a osteoartrite induzida na ATM de coelhos e
verificaram que a artrocentese ndo foi eficaz na reducdo das alteracdes morfologicas. No
entanto, o tratamento com HSAPM ou terapia combinada demonstraram efeitos
significativos, descartando assim, o efeito de lavagem do HS.

A literatura € ainda ineficiente com relacdo a influéncia do HSAPM sobre as MMPs
em disturbios da ATM. O presente estudo destaca-se por ser o pioneiro a demonstrar o
papel do HSAPM na reducdo da MMP-2 e MMP-9 em ATMs com artrite induzida. A
reducdo verificada comprova a acdo droga na protecao dos componentes desta articulagdo.

Ja o GHL exibiu as maiores reducdes em ambas as isoformas da MMP-2 e MMP-9
em comparacdo ao grupo controle. Tais resultados sugerem que a associacdo das duas
terapias representou a potencializacdo dos seus efeitos sobre a atividade das MMPs. Nao ha

dados na literatura de utilizagao das duas terapias em conjunto.
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7. CONCLUSAO

Com base nas condi¢des experimentais e nos achados histolégicos e bioquimicos

obtidos, podemos concluir que:

O modelo proposto de inflamagao da ATM foi satisfatério e mostrou-se eficiente
para desenvolver, em até 28 dias, importantes mudangas morfoldgicas e estruturais
compativeis com as alteragdes artriticas da ATM, tais como aumento da espessura
do disco articular, proliferacio da membrana sinovial com formagdo de vilos e
pannus, infiltracdo de células inflamatérias mononucleares no tecido subsinovial,
desorganizacdo da rede de fibras coldgenas, aumento da concentracio de GAGs e

aumento da atividade de MMP-2 e MMP-9.

Os tratamentos com LBP, HSAPM e com os dois tratamentos, simultaneamente,
foram eficientes na protecdo das estruturas articulares e na rapidez nos processos de

reparo, apos inducao de artrite na ATM com CFA, promovendo:

a) Reducdo das alteragdes morfoldgicas e menor espessura do disco articular;
b) Melhor organizagdo e compactacdo das fibras coldgenas;
c) Tendéncia de redugdo na concentragdo de GAGs e;

d) Menor atividade de MMP-2 e MMP-9.

O tratamento simultdneo com LBP e HSAPM, a excecdo da atividade das MMPs,

nao superou os efeitos isolados de cada um dos respectivos tratamentos.
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