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RESUMO

Objetivo: Este trabalho teve por objetivo caracterizar o desenvolvimento de um modelo de
osteoartrite, na articulacio temporomandibular (TMJ-OA), posteriormente a cirurgia de
anteriorizacdo de disco articular em ratos, em comparacdo a um modelo ja estabelecido de
inducdo de osteoartrite (OA), pela infiltracdo intra-articular do agente inflamatdrio, CFA.
Métodos: Ratos Wistar machos (160-180 g) foram randomicamente divididos em dois grupos,
denominados ADD (submetidos a anteriorizacdo do disco articular) e falso-operados (acesso
cirdrgico, sem a anteriorizacdo do disco articular). Para fins de comparacdo, dois grupos
experimentais adicionais receberam a infiltragcdo intra-articular do adjuvante completo de
Freund (CFA; 50 pl/sitio; 1:1 6leo/emulsdo salina) ou, 0 mesmo volume de solugdo salina (NaCl
0,9%). Diferentes subgrupos experimentais (n=8 por grupo) foram eutanasiados em 15, 30 ou
60 dias depois dos procedimentos. A regido correspondente a articulacdao temporomandibular
(ATM) foi coletada para analises histolégicas quanto a espessura da fibrocartilagem
(hematoxilina-eosina), a presenca de proteoglicanas (safranin-O e azul de toluidina), ao
metabolismo désseo sub-condral (fosfatase acida tartarato-resistente; TRAP) e aos niveis de
colageno (tricromico de Masson). A imunopositividade para a agrecanase, ADAMTS5, foi
avaliada nas diferentes camadas de fibrocartilagem. Imagens de microtomografia foram
adquiridas para avaliacdo da morfologia e microestrutura (30 e 60 dias; N=4 por grupo). Os
niveis inflamatdrios das citocinas séricas, IL-1f3, IL-6 e TNF, foram avaliados como indicativos
dos possiveis efeitos da inducdo de TMJ-AO, por ADD ou CFA.

Resultados: A andlise da coloracdo por hematoxilina-eosina demostrou um aumento na
espessura da fibrocartilagem no grupo ADD, em 15 e 30 dias, principalmente no tergo anterior
do condilo. No grupo CFA, um espessamento da fibrocartilagem foi encontrado no tergo

posterior, somente em 15 dias. Um aumento da presenca de proteoglicanas foi encontrado
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na fibrocartilagem do grupo ADD, de acordo com a analise qualitativa pelas coloracées de
safranin-O e de azul de toluidina. O grupo ADD também apresentou um aumento da
imunopositividade para ADAMTSS5 nas células da fibrocartilagem, em 15 e 30 dias, enquanto
que a expressao dessa agrecanase, no grupo CFA, apresentou-se discretamente aumentada
em 15 dias. A avaliacdo histolégica do osso subcondral ndo revelou nenhuma diferenca em
relacdo ao conteudo de coldageno ou, ao niumero de osteoclastos ativos, nos grupos ADD ou
CFA, como indicado pelas coloragées de tricromico de Masson e TRAP. Contudo, a andlise
microtomografica demostrou mudangas marcantes na morfologia e na estrutura éssea dos
condilos do grupo ADD, com formacao de ostedfitos em 30 dias e, achatamento da superficie
articular em 60 dias. O terco anterior do condilo do grupo ADD também apresentou um
aumento na separagdo trabecular e na superficie éssea, associada com uma redugdo da
espessura trabecular e do volume ésseo. Os niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias (IL-
1P, IL-6 e TNF) foram indetectdveis em todos os grupos experimentais.

Conclus@o: O modelo cirdrgico ADD em ratos levou a alteragdes cronicas compativeis com OA,
com formacao de ostedfitos, seguida por achatamento da superficie condilar e alteracdes
trabeculares. Este modelo experimental pode representar uma nova estratégia para investigar
os mecanismos relacionados a TMJ-OA, permitindo a identificacdo de novas terapias para esta

condicao.



DESCRITORES?

Articulacdo temporomandibular (TMJ), osteoartrite (OA), cartilagem articular, inflamacao.
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ABSTRACT

Objective: This study aimed to characterize the development of temporomandibular
osteoarthritis (TMJ-OA) following the surgical anterior displacement of the articular disc (ADD)
in rats, in comparison to the well-established model of OA induced by the intra-articular
injection of the inflammatory agent CFA.

Methods: Male Wistar rats (160-180 g) were randomly divided into two surgical groups,
namely ADD (submitted to anterior disc displacement) and sham-operated (surgical access,
without ADD). For purposes of comparison, two additional experimental groups received an
intra-articular infiltration of complete Freund’s adjuvant (CFA; 50 upl/site; 1:1 oil/saline
emulsion), or the same volume of saline solution (0.9% NaCl). Different experimental
subgroups (N=8 per group) were euthanized on 15, 30 or 60 days after procedures. The region
corresponding to the left TMJ was collected for histological analysis of fibrocartilage thickness
(hematoxylin-eosin staining), presence of proteoglycans (safranin-O and toluidine blue),
subchondral bone metabolism (tartrate-resistant acid phosphatase; TRAP) and collagen levels
(Masson's trichrome). The immunopositivity for the aggrecanase ADAMTS5 was examined in
the fibrocartilage layers. Micro-CT images were acquired for morphological and
microstructural evaluation (30 and 60 days; N=4 per group). The levels of inflammatory serum
proteins (IL-1B, IL-6 and TNF) were assessed to evaluate the possible systemic outcomes of
TMJ-OA induced by ADD or CFA.

Results: The analysis of hematoxylin-eosin-stained sections revealed an increment of
fibrocartilage thickness in the ADD group, on 15 and 30 days, mainly in the anterior third of
the condyle. In the CFA group, a fibrocartilage thickening was seen in the posterior third, only
at 15 days. Increased proteoglycan contents were present in the fibrocartilage of the ADD

group, according to the qualitative analysis by safranin-O and toluidine blue staining. The ADD
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group also displayed an augmented immunopositivity for ADAMTSS in the fibrocartilage cells,
on 15 and 30 days, whereas the expression of this aggrecanase was subtly increased in the
CFA group at 15 days. The histological evaluation of the subchondral bone did not reveal any
evident difference in the collagen contents, or in the number of activated osteoclasts, in the
ADD or CFA groups, as indicated by Masson’s trichrome and TRAP staining. However, the
micro-CT analysis showed marked morphological and structural changes in condyles of the
ADD group, with osteophyte formation on 30 days, and a flattening of condylar surface on 60
days. The anterior condyle third of the ADD group also presented an increment of trabecular
separation and bone surface, associated to a reduction of trabecular thickness and bone
volume. The serum levels of the pro-inflammatory cytokines, namely IL-13, TNF or IL-6, were
undetectable in all the experimental groups.

Conclusion: The surgical model of ADD in rats led to long-term OA-like alterations, with the
formation of osteophytes, followed by flattening of the condyle surface and trabecular
derangements. This experimental model might represent a reliable strategy to investigate

TMJ-OA-related mechanisms, allowing the identification of novel therapies for this condition.
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DESCRIPTORS?

Temporomandibular joint (TMJ), osteoarthritis (OA), articular cartilage, inflammation.

2MeSH- Medical Subject Headings, available at: www.nlm.nih.gov/mesh
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LISTA DE ABREVIATURAS

# Osteoartrite — OA

# Articulacdao temporomandibular — ATM ou TMJ

# Disfuncdo temporomandibular — DTM ou TMD

# Osteoartrite em articulacao temporomandibular - TMJ-OA
# Anteriorizacdo de disco articular — ADD

# Desarranjo interno articular — DIA

# Adjuvante completo de Freund - CFA

# Hematoxilina & Eosina - H&E

# Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato — TRAP

# ADAM metalopeptidase com trombospondina tipo 1 dominio 5 — ADAMTS5
# Interleucina 1B - IL-13

# Interleucina 6 — IL-6

# Fator de necrose tumoral - TNF

# Microtomografia — Micro-CT
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INTRODUCAO

Disfungéo temporomandibular

A articulacdo temporomandibular (ATM) é uma articulacdo sinovial e bilateral, que
desempenha um papel muito importante, guiando a movimentacdo do osso mandibular, bem
como, absorvendo e distribuindo a carga exercida durante tarefas simples como mastigar,
engolir e falar (1).

Com relacdo a anatomia da ATM, ela é composta pela fossa articular, um processo do
osso temporal; pelo condilo, um processo do osso mandibular; pelo disco articular, estrutura
fibrosa que tem a funcdo de absorver e distribuir e lubrificar a articulacdo e, pela capsula
articular, que além de estabilizar a articulagdo através de seus ligamentos, promove a
formacao do liquido sinovial a partir da camada intima. O liquido sinovial, também conhecido
como sindvia, é o lubrificante fundamental para que os movimentos basicos realizados pela
ATM, como a rotacdao e translacdo, possam ocorrer facilmente, diminuindo atrito e
distribuindo a pressao por todo o compartimento articular (2). Alteracées na morfologia e na
dindmica destas estruturas da ATM sdo fatores predisponentes para o desenvolvimento de
patologias articulares dependendo da sua capacidade adaptativa.

A disfuncdo temporomandibular (DTM) representa uma condicdo patoldgica
degenerativa musculoesquelética, associada a alteracdo de forma e funcdo, sendo
manifestada através de dores e ruidos articulares, limitacGes e desvios de movimento e dor
orofacial. Seu conceito vem sofrendo algumas alteracdes ao longo dos ultimos anos, podendo
ser divida em dois grandes grupos: DTM miopatica e DTM artropatica. Estas alteracdes podem

ser encontradas isoladamente, mas sdao predominantemente mistas (3). Estima-se que 25%

15



da populacao tenham apresentado, em algum momento, os sintomas de DTM; porém, apenas
uma pequena parcela desta populacdo procura tratamento para esta doenca (4).

Aproximadamente 66% dos pacientes com sintomas de DTM apresentam alguma
alteracao de forma e fungdo intra-articular observadas em ressonancia nuclear magnética (5).
Este grupo de alteracdes patoldgicas é definido como “desarranjos internos articulares” (DIA).
Desarranjo interno é um termo ortopédico que designa uma falha mecanica localizada,
interferindo na fluidez do movimento articular. Para a ATM, esse termo é utilizado quando
existe uma relagao de anormalidade entre as estruturas internas da articulagdo, ou seja, o
disco articular encontra-se mal relacionado com as outras estruturas: o condilo e a eminéncia
articular (The Glossary of Prosthodontic Terms). Dessa forma pode-se subclassificar estes DIA
em: irregularidades de superficie; condi¢cdes anquildticas (aderéncias, adesdes, anquilose
Ossea); desarranjos de disco (anteriorizacdo de disco articular com e sem reducgdo);
desarranjos disco-condilo (subluxacdes e luxa¢des) e corpos estranhos (6).

A etiopatogenia das DTMs tem sido o foco de muitas investigagdes, assim como, as
alteracdes presentes nas articulagdes com DIA. O impacto a respeito desses achados é de
interesse para as abordagens clinicas que visam o tratamento estrutural da ATM,
diferentemente de outra corrente de abordagem clinica que tem como alvo principal a dor do
paciente (7).

A evolucdo natural da doenca ainda é pouco conhecida; tem sido sugerido que as
forcas anormais sobre a ATM em pacientes com DIA podem estar associadas ao aparecimento
de processos degenerativos intra-articulares, como a osteoartrite (OA) (1, 5, 8). Este dado estd
associado ao achado frequente de altera¢gdes morfoldgicas no céndilo mandibular em
pacientes que sofrem de DTM e que apresentam disco articular anteriorizado, um tipo de DIA.

Em contrapartida, alteracdes dsseas leves também sdo observadas em pacientes com
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articulacOes definidas como “normais” (5, 9). Esse processo faz parte do equilibrio entre
adaptacdo e remodelacdo; porém, quando a capacidade de adaptacdo dos tecidos articulares
é excedida, ocorre o estabelecimento de um processo degenerativo, denominado de OA (9,
10). Embora ndo esteja comprovado, de acordo com os achados da literatura, ha indicios
fortes de que a OA seja uma evolucdo de uma articulacdo com DIA, ndo o contrario (1). Outra
teoria sobre a evolugcdo da DTM seria de que o DIA e a OA ocorrem em conjunto, como
consequéncia de sobrecarga articular.

Outra alteracdo ainda ndo bem esclarecida é a relacdo entre a anteriorizagdo do disco
articular e o retroposicionamento do condilo mandibular dentro do espacgo articular: qual
deles seria a causa ou o efeito? Em modelos animais em coelhos, ja foi demonstrado que a
aplicacdo de forca no sentido de retroposicionamento mandibular promove anterioriza¢do de
disco articular (11, 12). Por outro lado, a indugdo cirdrgica de anteriorizagdo de disco articular
em coelhos também pode resultar em retroposicionamento do condilo mandibular (13).
Clinicamente, ja foi demonstrado que pacientes que apresentam DIA apresentam,
cefalometricamente, maxila e mandibula com comprimento menor do que a normal, em
comparagao para pacientes assintomaticos (14, 15). Esse achado corrobora com os resultados
jd observados em animais; entretanto, ainda ndo é possivel afirmar o que ocorre
primeiramente, se a anteriorizacdo do disco articular, se o retroposicionamento do condilo
mandibular ou, se estas alteragdes ocorrem simultaneamente. O entendimento desta relagdo
é fundamental para compreender se alguns individuos apresentam pré-disposicdo a
anteriorizacdo de disco articular, como por exemplo, pacientes classe Il de Angle ou, se a
aquisicdo de alguns habitos funcionais pode induzir o retroposicionamento do condilo

mandibular e, consequentemente, ocasionar a anteriorizacao do disco articular.
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Osteoartrite na ATM

Osteoartrose ou, atrite degenerativa, é classicamente definida como uma doenca nado
inflamatdria de articulagbes moveis, atingindo principalmente a cartilagem articular,
produzindo sintomas em uma Unica articulacdo. A doenca é considerada como resultado de
um padrdo de danos tempo-dependente, ao invés de uma entidade Unica. O processo
degenerativo é caracterizado pela degradacdo progressiva da cartilagem articular e tecidos
moles, afinamento e remodelagdo de osso subcondral, formagao de espordes marginais e
formacao de cistos subcondrais. A presenca de dor ndo é um sintoma determinante que
caracteriza a doenga, visto que a osteoartrite € muito frequente em pacientes idosos de forma
assintomdtica. Porém, esta se torna sintomdatica quando acompanhada de processo
inflamatdrio secunddrio (3). Entretanto, a compreensao atual é que o processo inflamatério e
as alteracOes degenerativas estao intimamente relacionados; logo, o termo osteoartrite (OA)
é mais adequado para descrever esta doenca (6). Ao longo das duas ultimas duas décadas, o
conceito sobre OA tem sofrido algumas mudancas, sendo atualmente definida como uma
doenca inflamatdria de baixo grau, no qual a inflamacgdo ocorre no inicio da doengca como
resultado da interacdo entre o sistema imune e fatores locais, como danos aos tecidos
articulares e disfungdes metabdlicas (16, 17).

O foco dos trabalhos na literatura, nesta ultima década, tem sido desvendar os eventos
inflamatdrios intra-articulares, seus mediadores e agentes moduladores, que
consequentemente acabam gerando a OA. Sua etiologia é multifatorial e complexa e, o seu
desenvolvimento, é considerado um evento secunddrio a anteriorizacdo de disco articular,
trauma, sobrecarga funcional e anormalidades de desenvolvimento. Todavia, a patogénese e
os fatores causais do colapso dos tecidos de revestimento articulares ainda permanecem

pouco claros e sdo tema de controvérsia (18).
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Todos os tecidos de revestimento da articulacdo desempenham papel importante para
o equilibrio que adapta a forma (contorno das superficies articulares) a funcdo (movimentos
complexos de abertura e fechamento da mandibula). Embora a cartilagem articular tenha sido
descrita originalmente como um tecido inerte, devido a falta de vascularizacdo, apresenta um
sistema complexo de regulacdo enzimatica que permite a sua remodelacdo. Quando ha a
perda do equilibrio entre a capacidade de adaptacdo e a demanda funcional exigida, ou seja,
o equilibrio anabdlico e catabdlico, alguns mecanismos sdo ativados para prevenir ou reparar
o dano. Quando a capacidade adaptativa excede a capacidade reacional do tecido temos
como resultado a necrose celular. A capacidade de adaptagdo dos tecidos de revestimento da
ATM é continua, porém, é mais pronunciada durante o estdgio de crescimento e, ao longo dos
anos, a resposta dos tecidos a adaptacao é menor, podendo mais facilmente exceder o limite
adaptativo (3, 6).

O conceito de “érgdo articular” ganhou mais forca a partir do momento que se
comecou a compreender a interacdo entre tecidos que fazem parte do sistema articular da
ATM. O liquido sinovial, produzido pela membrana sinovial que reveste a ATM, desempenha
papel importante na nutricdo, trocas metabdlicas, fagocitose e, principalmente, lubrificacdo
da fibrocartilagem, que é o tecido de revestimento da superficie do condilo e da fossa
articular. A fibrocartilagem, por sua vez, é suportada diretamente pelo tecido dsseo
subcondral e ligamento capsular. A absorcdo das forcas exercidas sobre a ATM estd
diretamente associada a propriocep¢do neuromuscular e ligamentos capsulares, que
diminuem a forca sobre a articulacdo. No entanto, a fibrocartilagem e o liquido sinovial
contribuem para a absorc¢ao e dissipac¢do da carga intra-articular. Quando a capacidade desse

complexo sistema excede ou diminui, ha possibilidade de causar dano as estruturas
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superficiais da articulacdo. Nesse contexto, a capacidade de adaptar-se do “érgao articular”
desempenha papel importante no equilibrio entre saide e doenca dos tecidos (6).

Os trabalhos realizados em modelos animais de OA em ATM tém demonstrado forte
correlacdo entre a sobrecarga articular e a degradacdo de matriz fibrocartilaginosa; muitos
destes estudos foram realizados com dispositivos que alteram a oclusdo de forma abrupta,
assim como a mudanca na posicao do disco articular (19-22).

A cartilagem condilar da ATM é divida a partir da camada mais superficial para a mais
profunda em: camada fibrosa, proliferativa, pré-hipertréfica e hipertréfica. Uma das
caracteristicas de uma articulagdo com OA é a perda leve e progressiva da matriz extracelular,
que é composta principalmente por coldgeno tipo Il (19, 23). A degradacdo de matriz
extracelular é mediada por citocinas proé-inflamatdrias, como interleucina-1p (IL-1B) e fator
de necrose tumoral (TNF), que induzem a sintese e ativacdo de metaloproteinases pelos
condrdcitos, e essas sdo responsaveis pela degrada¢cdao da matriz extracelular na regido
articular.

As metaloproteinases sdo um grupo de enzimas proteoliticas que desempenham papel
importante em vdrios processos bioldgicos, como desenvolvimento embriondrio,
morfogénese, remodelacdo tecidual, crescimento celular, migracdo e apoptose (24). Em
condicGes de normalidade tecidual elas participam de processos de defesa e reparo tecidual,
ja em condicOes patoldgicas inflamatdrias, como osteoartrite, artrite reumatoide, doencgas
cardiovasculares e canceres, as metaloproteinases participam ativamente de processos de
destruicdo tecidual (25). Sua expressdo é regulada por fatores de crescimento, citocinas
inflamatdrias e hormonios (24). Dentre as metaloproteinases, dois subgrupos tém maior
relevancia para os processos destrutivos da cartilagem, as MMP (metaloproteinases da

matriz) e as ADAMTS (desintegrina e metaloproteinases com residuos de trombospondina)
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(26). O influxo do ion zinco para o meio celular é extremamente importante para a transcrigao
de MMPs e ADAMTSs; posteriormente, estas sdo secretados para o meio extracelular de
forma zimogénica e ativadas por outras proteases (24, 27). Uma vez ativadas, a atividade
dessas proteases é regulada por TIMPS (inibidores tissulares de metaloproteinases) em fluidos
corporais e plasmaticos, e por inibidores endégenos como a azmacroglobulina (a2M) (24). As
metaloproteinases que apresentam maior relevancia no processo de osteoartrite sdo: MMP3,
MMP9, MMP13 e ADAMTSS (6, 19, 22, 28). A agrecanase, ADAMTSS, é considerada uma das
enzimas mais importantes nesse processo destrutivo, sendo que a dele¢do génica do seu sitio
catalitico em camundongos foi capaz de reduzir drasticamente a progressao da OA (29).

Citocinas e outros mediadores inflamatdérios presentes no liquido sinovial também
parecem desempenhar um papel importante na patogénese da OA produzindo enzimas de
degradag¢ao, como a tripsina. Foi demonstrado em ATM de porcos submetidos a um protocolo
de hiperfuncdo, através de um aparato de movimentagdo ciclica e com a injecdo de
hiauluronoidase e tripsina, como enzimas de degradacdo da matriz extracelular, que a hd um
aumento significativo na expressdo de IL-13, MMP1, MMP3 e MMP9, o que foi associado,
funcionalmente, a um aumento significativo do coeficiente de friccdo das superficies
articulares (30). As citocinas pro-inflamatdrias IL-1B, IL-6 e TNF estdo presentes no fluido
sinovial de pacientes com DTM, e estdo relacionadas com o processo degenerativo na ATM
(28). Niveis sistémicos elevados dessas citocinas estdo normalmente associados com doencas
reumatologicas, mas também podem estar associados a processos destrutivos em ATM de
humanos (31, 32).

A relacdo entre o tecido dsseo e a fibrocartilagem de revestimento também tem papel
fundamental no desenvolvimento da OA, uma vez que as altera¢des a nivel da cartilagem

refletem-se no o0sso subjacente, o osso subcondral (33). Uma perda éssea e remodelacdo da
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superficie condilar ocorre em fung¢do do estabelecimento da OA em modelos animais (34). Os
achados em microtomografias sugerem a ocorréncia de um afinamento de trabéculas,
aumento de espaco intertrabecular, aumento da superficie trabecular e perda volume dsseo
em condilos (19, 21, 35). Ademais, analises de histoquimicas demonstram que osteoclastos
dessa regido encontram-se ativados e em maior numero (21, 33).

O processo inflamatadrio intra-articular, além de causar degradacao da fibrocartilagem,
com perda de capacidade lubrificante do liquido sinovial e aumento a friccao entre os tecidos,
também tem o potencial de alterar estruturalmente o disco articular, aumentando a sua
porosidade, diminuindo sua capacidade elastica e aumentando a degradacdo das fibras
coldgenas (36). Desta forma é possivel sugerir que o processo inflamatério intra-articular tem
potencial de alterar as propriedades das estruturas de revestimento articular e favorecer
possivelmente o deslocamento do disco articular, causando DIA.

A presenca de OA e DIA parecem ter uma relagdo conjunta. Independente do fator
etiolégico primario, essas duas alteracdes sao frequentemente observadas em exames de
ressonancia magnética nuclear (RMN) em individuos que apresentam DTM. A presenca de dor
em ATM estd altamente associada a presenca de DIA diagnosticada por RMN (64,5%).
Entretanto, a presenca de DIA em pacientes sem sintomas pode variar entre 30 a 39%. Através
desses dados pode-se imaginar que a presenca de DIA pode ter um papel na producdo da dor
e na disfuncdo (DTM); porém, o DIA, isoladamente na ATM, ndo seria suficiente para causar
dor. Da mesma forma, a presenca de OA numa amostra de 388 pacientes com dor em ATM
foi de 45,4%. Quando estas alteracdes, OA e DIA estdo associadas, representam fator de risco
a presenca de dor em ATM (3.7:1). Contudo, énfase é dada pelo autor de que esta associacao
ndo poder ser considerada como fator Unico e dominante ao desenvolvimento de dorem ATM

(37).
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Modelos Experimentais para Disfun¢cdo Temporomandibular

Muitos modelos, animais ou computadorizados, tém sido propostos para avaliar as
disfuncdes articulares, uma vez que estudar algumas alteracdes moleculares e histolégicas em
humanos se torna impossivel. O desenvolvimento de desarranjos internos articulares, a partir
de modificacdes de relacdo entre as estruturas dsseas e o disco articular, tem sido o foco de
tais estudos, com o objetivo de compreender as modificacbes que ocorrem aos niveis
estrutural e molecular, assim como, o desenvolvimento de estratégias clinicas para o
tratamento dessa disfungdo. Embora o arranjo estrutural das articulagdes de modelos como
ratos e coelhos tenha consideravel semelhanca, ndo se pode deixar de salientar que a cinética
dos movimentos mastigatdrios jamais sera igual a humana.

Um estudo baseado em analise de elementos finitos que tentou avaliar a distribuicao
do estresse sobre as estruturas da eminéncia articular e disco articular, em um modelo de
desarranjo interno articular que simulava alteracdes de posicao do disco articular (anterior,
posterior, medial e lateral), demonstrou estresse maximo aumentado de 6 a 12x sobre o disco
articular e de 13 a 60x sobre a porcdo posterior da eminéncia articular. Nesse modelo, sé ndo
foi avaliado o estresse maximo exercido sobre o condilo articular, que seria interessante para
a compreensao da distribuicdo das forcas dentro de uma ATM disfuncional (38).

A inducdo de inflamacdo em articulacdes através da infiltracdo de agentes flogisticos
tem sido frequentemente utilizada em modelos para o estudo de DTM em ratos (34, 36, 39).
Estes protocolos sao empregados a fim de melhor compreender a sucessdao de eventos e a
expressao de mediadores quimicos que influenciam a degradacao das superficies articulares,
a fim de aumentar o entendimento sobre a etiofisiopatogenia da AO em ATM. Dentre os
compostos indutores presentes na literatura, o CFA (adjuvante completo de Freund) tem sido

o agente mais utilizado. O CFA é uma emulsdo de 6leo de parafina contendo micro-organismos
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inativados por calor, muito utilizada desde os anos de 1950, em modelos experimentais para
doencas autoimunes. Este composto atua como um imunopotencializador, estimulando a
imunidade celular e liberando citocinas, sendo considerado o composto preferencial para este
tipo de modelo de osteoartrite (40, 41). Na ATM, o CFA induz, desde alteracbes na
fibrocartilagem de revestimento da superficie articular, até alteracdes nas propriedades
biomecanicas do disco articular (36, 39).

Um modelo animal bastante utilizado para experimentos em ATM sao coelhos. Devido
ao tamanho do animal, a realiza¢do de procedimentos cirurgicos envolvendo a ATM torna-se
mais facil. Entretanto, € um modelo de maior custo e de manejo mais complicado em relacao,
por exemplo, aos ratos. Seguindo os achados clinicos, onde parece haver relagdao entre OA e
DIA, a mimetizacao da anteriorizagao de disco articular em modelos experimentais tem sido
demonstrada através de procedimento cirurgico, desinserindo o ligamento capsular e
tracionando este em direcao anterior através de sutura e eldsticos. Este tipo de modelo tem
sido utilizado com sucesso, demonstrando alteracdes degenerativas intra-articulares em
coelhos (3, 12, 20, 42, 43).

Um trabalho recente avaliou anatomicamente a similaridade entre a ATM humana
com a de ratos. Como resultado, observou-se que existem pequenas diferencas em relacdo
ao angulo das estruturas; no entanto, elas podem ser ditas como similares. A cabeca condilar
possui um aspecto mais plano, e ndo apresenta eminéncia articular como a ATM humana,
assim como o disco articular é mais fino e em menor proporcao (44). Histologicamente, as
superficies de revestimento sdo bastante similares (45). O fato de serem roedores justifica
essas diferencas; porém, quando o objetivo é avaliar alteracdes inflamatérias, o rato torna-se

um modelo viavel.
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Modelos experimentais utilizando ratos, com a introducdo de dispositivos que alteram
a sua relacdo normal de oclusdo, tém sido bastante utilizados. Na literatura, hd demonstracao
de diversos modelos capazes de gerar algum grau de inflamacdo intra-articular e,
consequentemente, a degeneracdo de superficie articular em diversos graus: mordida cruzada
(22, 36); aumento de dimensao vertical (28); projecdo ou retroposicionamento de mandibula
(13, 46, 47) e; remocado de disco articular (48).

Embora o rato seja o animal mais pratico para a realizacdo de experimentos devido ao
tamanho, ao cuidado e ao tempo de crescimento, ndo houve até o momento o
desenvolvimento de nenhum modelo propondo a realizagdo de procedimento de
anteriorizacao de disco articular, como o que ja existe em coelhos (20). Um dos motivos estd
relacionado as dificuldades técnicas para realizar o procedimento cirurgico de anteriorizacao
do disco articular; no entanto, o desenvolvimento deste modelo seria de grande importancia
cientifica, uma vez que, seria mais fidedigno aos achados clinicos.

A inducdo de inflamacdo, através de infiltracdo ou por dispositivos de alteracdes
oclusais abruptas - que sdo os modelos ja existentes - ndo apresenta o deslocamento do disco
articular. Como ja descrito anteriormente, um dos principais achados clinicos em articulagdes
com osteoartrite (OA) é a presenca de desarranjos internos articulares (DIA), ou seja, alteracao
na posicdo funcional do disco, o que faz parte de todo o contexto fisiopatoldgico para o
estabelecimento da doenca.

A necessidade de modelos experimentais mais proximos da realidade clinica é parte
fundamental para compreensdao dos mecanismos envolvidos no processo da AO, ainda por
serem descobertos e, consequentemente, ao desenvolvimento de novos alvos farmacolégicos
(16). A infiltracdo de agentes quimicos com esse propdsito tem sido questionada atualmente,

pois, apesar de ser um modelo de rapida progressao, causam uma inflamacao intensa nos
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tecidos articulares, ndo representativa da OA em humanos. Modelos de OA em joelho que
envolvem procedimentos cirlrgicos ou sobrecarga mecanica tem sido valorizados pela
proximidade com a doengca em humanos (49, 50).

Com base no que foi descrito acima, o presente estudo teve por objetivo padronizar,
em ratos, um modelo de osteoartrite associada com desarranjo interno articular, através da
anteriorizacdo cirdrgica do disco articular. Ademais, este estudo teve como meta, avaliar
alterag6es morfoldgicas locais e altera¢des inflamatdrios sistémicas no modelo cirdrgico, em

comparagao com o modelo de inje¢do intra-articular de CFA.
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OBIJETIVOS

Objetivo geral

O presente estudo teve por objetivo caracterizar, em ratos, um modelo de osteoartrite

(OA) associada com desarranjo interno articular (DIA), através da anteriorizacdo cirdrgica do

disco articular da ATM, comparando as alteracGes degenerativas com aquelas observadas no

modelo de indugdo por infiltragdo intra-articular de CFA na ATM.

Objetivos especificos

a)

b)

d)

e)

Verificar histologicamente, por meio de técnicas histoquimicas, a resposta da
fibrocartilagem de revestimento articular frente as alteracdes degenerativas propostas
pelos 2 modelos de indugdo de OA.

Determinar as diferencas na morfologia articular e na estrutura dssea trabecular entre os
grupos experimentais, utilizando microtomografia computadorizada (micro-CT).

Estimar a interferéncia da anteriorizacdo do disco articular da ATM no estabelecimento do
processo de OA.

Avaliar a expressao sérica de marcadores inflamatdrios relacionados ao processo de OA
nos diferentes grupos, por meio de ELISA.

Avaliar a expressdo da agrecanase, ADAMTS5, na fibrocartilagem dos diferentes grupos

experimentais, através de imunoistoquimica.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Baseado no volume de publicacdes relacionadas a osteoartrite nos ultimos anos, pode-
se concluir que esta é uma area de grande interesse cientifico. A alta prevaléncia da doenca,
onde se estima que aproximadamente 37% da populacdo americana, acima de 60 anos, sofra
desse mal, é com certeza um fator estimulante para esse desenvolvimento. O colapso
progressivo das estruturas de revestimento articular é a principal caracteristica dessa
patologia; consequentemente, tem-se a presencga de dor, a disfungao articular e a formagao
de deformidades articulares. A auséncia de tratamentos efetivos que modulem a progressao
da doenca, acaba tendo como consequéncia um grande nimero de pacientes que sao tratados
com a instalacdo de préteses articulares em estdgios finais da doenca, quando os farmacos
existentes ndo conseguem mais prover qualidade de vida satisfatéria aos pacientes.

Considerando-se as duas ultimas décadas, muitas descobertas envolvendo os
mecanismos da doenca ocorreram, assim como, algumas mudancas de conceito relacionadas
a etiofisiopatogenia. Atualmente, esta patologia assume o status de doenca inflamatdria de
baixo-grau; ou seja, uma doenca crbnica, onde a inflamacdo ndo esta somente presente em
guadros algicos, mas tem papel fundamental em todos os processos relacionados a doenca,
guer seja na degeneracao da cartilagem, ou nas altera¢des désseas subjacentes. Em virtude
dessas novas informacdes, todas as areas médicas devem rever seus conceitos relacionados
ao tratamento clinico. A osteoartrite € uma doenca que atinge todas as articulacGes e, essa
mudanca n3do é diferente para a disfuncdo temporomandibular (DTM), um grupo de
alteracdes onde se insere a osteoartrite dentro das alteracdes na ATM.

Tendo em vista que as articulagdes do corpo, embora tenham muitas semelhancas,

ndo apresentem as mesmas caracteristicas morfolégicas e funcionais, existe uma necessidade
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de modelos experimentais mais préximos a realidade clinica; sem divida as DTMs se inserem
nesse contexto. Os desarranjos internos articulares (DIA), como descrito na literatura, estdo
intimamente relacionados com o surgimento da OA em ATM. Por se tratar de uma doenca
cronica e por vezes silenciosa, os pacientes, em sua maioria, sdo diagnosticados somente em
estdgios mais avancados, quando normalmente sofrem com alteracdes dolorosas. O
entendimento acerca dos processos de estabelecimento e evolucdo da doenca é fundamental
para a realiza¢do de tratamentos mais eficientes. Nesse contexto, os modelos experimentais
inserem-se como alternativas em virtude das limitagdes associadas aos estudos em humanos.

O modelo proposto neste trabalho em ratos segue uma tendéncia natural em pesquisa
basica, onde animais de pequeno porte e com possibilidade de manipulacdo genética
contribuem para a descoberta dos mecanismos bioquimicos envolvidos com a OA. O modelo
de anteriorizacao de disco articular em coelhos segue em sentido contrdrio a essas exigéncias;
a proposta desse trabalho tem fundamento pratico e tem a possibilidade de contribuir para
novas descobertas. Além disso, o presente estudo correlacionou os dados encontrados com o
modelo de ADD em ratos, com aqueles observados no modelo cldssico de indugdo de OA em
ratos, induzido pela injecdo intra-articular de CFA.

Os achados de micro-CT conseguiram expressar da melhor forma nossos objetivos em
relacdo ao desenvolvimento da OA nesse modelo. As alteracGes dsseas ndo ocorreram de
forma rapida, mas foram consequéncia de um processo cronico, no qual o deslocamento do
disco articular interferiu de forma significativa no metabolismo da ATM, visto que em 60 dias
surgiram as alteracdes mais importantes na estrutura dssea trabecular. O aumento da
espessura da fibrocartilagem, principalmente na regido anterior do condilo, foi provavelmente
uma reacao inicial em consequéncia de um processo adaptativo e, a formacdo de ostedfitos

laterais, nas microtomografias em 30 dias, ddo subsidio a esse achado, visto que ocorre uma
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fase proliferativa na fibrocartilagem dessa regido. A auséncia da analise histoldgica para os 60
dias ocorreu em funcdo do processo de descalcificacdo, que é lento em virtude da utilizacdo
de agentes quelantes, uma vez que produtos acidos tendem a comprometer a integridade dos
tecidos, principalmente para imunoistoquimica. Provavelmente, fazendo uma correlacdo com
os achados em micro-CT em 60 dias, teremos uma diminuicdo expressiva da espessura da
fibrocartilagem nesse momento, associado a uma perda de proteoglicanas e um aumento de
proteinas relacionadas ao metabolismo ésseo e a destruicdo de matriz extracelular na
fibrocartilagem. Na maior parte das analises, os resultados para o modelo de CFA foram mais
discretos, com uma tendéncia a resolugdo, ficando mais distante dos achados clinicos
observados em pacientes com OA de ATM.

Pode-se concluir que o modelo proposto surge como uma alternativa ao estudo
alteracGes patoldgicas na ATM, apresentando alteragdes semelhantes a OA, tendo como
diferencial a associacdo do desenvolvimento da doenga com a anteriorizacdo do disco
articular em ratos, possibilitando a investigacdo de mecanismos relacionados a

etiofisiopatogenia ou o desenvolvimento de novas terapias.
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PUCRS
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