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RESUMO 

 

 

Disfunção temporomandibular (DTM) é um distúrbio relacionado à função do 
sistema mastigatório que acomete as articulações temporomandibulares (ATM), os 
músculos mastigatórios e/ou estruturas associadas. As desordens inflamatórias na 
ATM classificam-se como uma das quatro classes de DTM, estando presente em um 
grande número de pacientes. Embora a inflamação e a dor nas estruturas articulares 
sejam entidades clínicas importantes, seus mecanismos são pouco compreendidos. 
Objetivamos montar modelo experimental de artrite na ATM para estudar a 
fisiopatologia da doença e a participação de mediadores inflamatórios como óxido 
nítrico (NO). Foram utilizados ratos Wistar fêmeas (160-220 g) nos quais se injetou 
40 microlitros de zymosan (Zy: 0,25; 0,5; 1 ou 2 mg) na ATM esquerda dos animais 
para indução de artrite. Esses animais foram sacrificados nos tempos de 3 h, 6 h, 1, 
2, 3, 5, 7, 10 e 21 dias. Utilizaram-se inibidores da síntese de óxido nítrico L-NAME 
(10, 30 e 100 mg/kg i.p.) ou 1400W (0,5 e 1 mg/kg s.c.) os quais foram injetados 30 
min antes da indução da artrite. Parâmetros de contagem do influxo celular no 
líquido sinovial, estudo da permeabilidade vascular pelo extravasamento de azul de 
Evans, estudo do ensaio de mieloperoxidase (MPO), determinação da produção de 
óxido nítrico através da dosagem de nitrito pelo método de Griess, análise 
histopatológica e imunohistoquímica para NO sintase induzida (NOSi) foram 
avaliados. Observamos que Zy (2 mg) induziu aumento significativo do influxo celular 
no líquido sinovial (p<0,05), do extravasamento de azul de Evans (p<0,05), da 
atividade de mieloperoxidase (p<0,05) e da dosagem de nitrito/nitrato (p<0,05) na 6ª 
h após indução da artrite em relação ao grupo controle. A análise histopatológica 
mostrou que Zy (2 mg) induziu, de forma significativa, infiltrado celular na membrana 
sinovial, no tecido conjuntivo periarticular, no tecido muscular  esquelético e 
espessamento da MS na 6ª h após indução da artrite. No 10º d após indução da 
artrite, continua a apresentar infiltrado celular na MS, no tecido conjuntivo 
periarticular, no tecido muscular esquelético e espessamento da MS, assim como 
passa a apresentar fibrose da MS e do disco articular. No 21º dia após indução da 
artrite, foram observados infiltrado celular apenas na MS, com espessamento da 
mesma, e aumento da fibrose da membrana sinovial, da cartilagem articular, do 
tecido periarticular e do disco articular, significativamente diferentes em relação ao 
grupo controle. À análise da reação de imunohistoquímica para NOSi, observou-se 
aumento da expressão de NOSi no animais com Zy (2 mg). Tanto L-NAME 100 
mg/kg quanto 1400W 1 mg/kg (p<0,05) foram capazes de reverter o aumento do 
influxo celular no líquido sinovial da ATM (p<0,05), o extravasamento plasmático 
(p<0,05), as alterações histopatológicas e a expressão de NOSi pelo estudo da 
reação de imunohistoquímica para NOSi observadas na 6ª h após indução da artrite.  
Esses resultados sugerem que o modelo experimental proposto se presta ao estudo 
da artrite na ATM, e que NO participa na fisiopatologia do processo inflamatório da 
DTM. 

 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 
 
 Temproromandibular disfunction (TMD) is related to a masticatory system 
disfunction which can include the temporomandibular joint (TMJ), the masticatory 
muscles and/or other related structures. TMJ inflammatory disorders are one of the 
major pathology of TMD afecting a great number of patients. Although TMJ´s 
inflammation and pain are important cinical entities, their mechanisms are poorly 
understood. The purpose of the study is to propose an experimetnal model of TMJ´s 
arthritis to study its patophysiological mechanisms and inflammatory mediators such 
as nitric oxide (NO). Female Wistar rats (160-220 g) were used to the study. To 
induct TMJ´s arthritis, zymosan 40 µL (Zy: 0,25; 0,5; 1 ou 2 mg) was injected into left 
TMJ. The animals were sacrified in times 3 h, 6 h, 1, 2, 3, 5, 7, 10 e 21 days. Nitric 
oxide syntase inhibitors L-NAME (10, 30 e 100 mg/kg i.p.) or 1400W (0,5 e 1 mg/kg 
s.c.) were administered 30 min before TMJ´s arthritis induction. Leucocyte influx 
count in the sinovial fluid, vascular permability study using Evans blue dye 
extravasation, myeloperoxidase assay (MPO), NO production determination using 
Griess reaction, histopatological analyisis and imunohystochemical for induced NO 
synthase (iNOS) were utilized as parameters of this sutudy. It was observed that Zy 
(2 mg) induced significantly increase in leucocyte influx count (p<0,05), Evans blue 
dye´s extravasation (p<0,05), myeloperoxidase activity (p<0,05) and NO dosage 
(p<0,05) compared with control group 6 h after TMJ arthritis induction. 
Histopatological analysis of TMJ of Zy injected animals showed inflammatory cell 
infiltration in synovial membrane (SM), in conective periarticular tissue, in squeletic 
muscle tissue and thickness of SM in 6 h after TMJ arthritis. On the 10th day after 
TMJ arthritis, the TMJ remain showing leucocyte infiltration to synovial membrane 
(SM), to conective periarticular tissue, to squeletic muscle tissue and thickness of 
SM, as well as fibrosis of SM and articular disc. On the 21st  d after TMJ arthritis, it 
was observed cell influx only to SM, showing, however, thickness of SM and the 
major fibrosis of SM, articular cartilage, conective periarticular tissue and articular 
disc. TMJ´s imunohistochemistry reaction for iNOS showed increase iNOS´s 
expression in animals with TMJ´s arthritis compared to the control group. L-NAME 
100 mg/kg and 1400W 1 mg/kg reduced the increase in leucocyte count in the 
synovial fluid, the Evans blue dye extravasation, the histopatological alterations, and 
reduced the iNOS expression after imunohistochemistry reaction for iNOS 6 h after 
TMJ arthritis. These results sugest that this experimental model can be used to study 
TMJ arthritis, and that NO can participate in the physiopathological mechanisms of 
TMD. 
 

 

 

 

 

 

 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                              

                                                                                                              

II..  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  

 

 



 

I. INTRODUÇÃO 

 

 

1. Articulação temporomandibular 

 

 

As articulações temporomandibulares (ATM) são componentes do sistema 

estomatognático constituído também pela musculatura facial, dentes, periodonto, 

mucosa jugal, língua, glândulas, nervos e vasos sangüíneos. Esses componentes, 

em conjunto, desempenham importantes funções para a sobrevivência e para as 

relações sociais dos indivíduos como mastigação, sucção, deglutição, respiração, 

fala e expressão facial. Caso alguma dessas estruturas esteja acometida funcional 

ou patologicamente, tal alteração trará problemas funcionais e prejudicará 

sobremaneira a qualidade de vida dessas pessoas (PAIVA, 1997).  

Essa articulação é uma das mais complexas articulações do corpo sendo 

classificada como uma articulação gínglimo artroidal ao realizar movimentos de 

dobradiça e de deslize, respectivamente; tendo origem embriológica do 1º arco 

branquial (ÖGÜTCEN-TOLLER & KESKIN, 2000). Diferencia-se das demais 

articulações do corpo pelo fato de as duas ATMs, direita e esquerda, funcionarem 

simultaneamente; de apresentar tecido conjuntivo denso fibroso em vez de 

cartilagem hialina; de possuir um ponto rígido ao final do movimento, os dentes, e de 

apresentar metabolismo diferenciado. Trabalha em conjunto com os músculos 

mastigatórios masseter, temporal, pterigóideo medial e lateral, supra e infra-hióideos 

para realizar os movimentos excursivos mandibulares de abertura, fechamento, 

protrusão e lateralidade direita e esquerda e assim exercer as funções do sistema 

mastigatório (RATCLIFF et al., 1998; OKESON, 2000).  

 Está localizada à frente do ouvido e é formada anatomicamente pelo côndilo 

mandibular articulando na fossa mandibular do osso temporal, apresentando o disco 

articular, avascular e sem inervação, interposto entre as duas estruturas ósseas com 

as funções de amortecer e distribuir pressões durante os movimentos; preencher os 

espaços intra-articulares, compensando as irregularidades ósseas; estabilizar os 

côndilos nas suas posições e movimentos funcionais e proteger a cartilagem 

articular e o osso subcondral. O disco articular é constituído por uma matriz 



fundamental composta de fibras colágenas e proteoglicanos com condrócitos em sua 

intimidade. Insere-se na cápsula articular anterior e posteriormente, sendo a região 

posterior denominada zona bilaminar ou retrodiscal. Essa região apresenta dois 

estratos, o superior, composto de fibras elásticas, e o inferior, composto de fibras 

colágenas, sendo a única estrutura capaz de tracionar posteriormente o disco 

articular, caracterizando-se por ser ricamente inervada e vascularizada e, portanto, 

fonte importante de dor nas disfunções temporomandibulares (DTM) (FUJITA & 

HOSHINO, 1989; OKESON, 2000) (figura 1). 

Os ligamentos articulares como cápsula articular, ligamento 

temporomandibular, ligamentos colaterais mediais e laterais e ligamento mandíbulo 

ou disco-maleoar, participam da função articular ao limitar de forma passiva os 

movimentos excursivos mandibulares tanto mecanicamente quanto através de 

atividades reflexas neuromusculares (OKESON, 2000).  

A presença do líquido sinovial, produzido, secretado e reabsorvido pela 

membrana sinovial situada na superfície interna da cápsula articular, é muito 

importante, pois lubrifica as superfícies articulares, nutre as células do disco articular 

e da cartilagem articular e atua na defesa local ao apresentar células como linfócitos 

e macrófagos. O revestimento da membrana sinovial é composto de uma a três 

camadas de células sinoviais (sinoviócitos tipo A ou macrófagos-símile e sinoviócitos 

tipo B ou fibroblastos-símile) soltas em uma matriz fundamental composta de 

proteoglicanos, tendo as glicosaminoglicanas (condroitin-4-sulfato e condroitin-6-

sulfato) como seus componentes estruturais, de ácido hialurônico, de água e de 

fibras colágenas. Não apresenta membrana basal para separação do tecido 

conjuntivo subjacente, apenas uma estrutura símile (laminina), e o epitélio dos 

capilares são fenestrados (DIJKGRAAF et al., 1995; MURAMAKI et al., 1998; 

SHIBATA et al., 1998, NOZAWA-INOUE et al.,  2003). 

O equilíbrio entre os níveis das enzimas metaloproteinases (MMPs), que 

degradam proteoglicano e colágeno da matriz cartilaginosa, e TIMPs, fator tecidual 

inibidor das metaloproteinases, regulam a remodelação tecidual em condições 

fisiológicas. O desequilíbrio entre os níveis dessas enzimas é um fator importante 

para o desenvolvimento de processos degenerativos articulares (LEONORE et al., 

1995; KUBOTA et al., 1997,1998; SHINODA & TAKAKU, 2000; MIZUI et al., 2001). 

 

 



 

Anatomia da ATM 

 

 

 
       

 

 

 
 

Figura 1. Articulação temporomandibular e músculos mastigatórios. 1. côndilo 

mandibular, 2. fossa mandibular do osso temporal, 3. disco articular, 4. zona 

retrodiscal, 5.  cartilagem articular, 6. músculo masseter, 7. músculo temporal, 8. 

músculo pterigóideo lateral superior, 9. músculo pterigóideo lateral inferior. 
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2. Disfunção temporomandibular 

 

 

Disfunção temporomandibular (DTM) é um distúrbio relacionado à função do 

sistema mastigatório que acomete as articulações temporomandibulares e/ou os 

músculos mastigatórios caracterizada por ruídos articulares, limitação dos 

movimentos mandibulares e dores orofaciais, alterando sobremaneira a qualidade 

vida desses pacientes, levando-os ao afastamento no trabalho e a ter problemas 

familiares e sociais. Inicialmente foi denominada Síndrome de Costen em 1934, 

identificada por um otorrinolaringologista, ao descrever um grupo de sintomas 

situados ao redor do ouvido e nas ATMs, sendo denominada DTM em 1982 

(COSTEN, 1934; LOCKER & GRUSHKA; 1987; OKESON, 2000). 

Dados epidemiológicos, indisponíveis no Brasil, sugerem que cerca de 6 a 

12% da população apresentam sintomas de DTM e que são gastos por ano cerca de 

10 bilhões de dólares no tratamento desta desordem nos Estados Unidos. Dados 

mostraram também uma maior prevalência de DTM no sexo feminino (WÄNMAN, 

1996; KIRVESKARI et al., 1998; KAMISAKA et al., 2000; MILAM, 2003).  

As DTMs apresentam etiologia multifatorial tendo como fatores de risco 

hábitos parafuncionais como mascar chicletes, onicofagia, hábito de morder objetos 

e bruxismo (ISRAEL et al., 1999; MANFREDINI et al., 2003). Hábitos posturais como 

maneira de sentar, de andar, posição de dormir e uso de bolsas pesadas, e hábitos 

ocupacionais como o uso contínuo do telefone por telefonistas e músicos com 

instrumento de sopro ou instrumento com apoio na mandíbula também são 

importantes (de WIJER et al.,  1996; OLIVO et al.,  2006). Traumas na região de face 

e pescoço são fatores de risco importantes (HARKINS & MARTENEY, 1985;  

KRONN, 1993). Problemas psicológicos, ansiedade, depressão e estresse têm 

grande correlação com os pacientes que apresentam DTM (SCHNURR et al., 1990; 

MADLAND et al., 2000). Envolvimento de alterações sistêmicas como artrite 

reumatóide e fibromialgia são importantes de serem investigados durante anamnese 

desses pacientes (CHENITZ, 1992; FREDRIKSON et al.,  2003; SMYTHE, 2005).  

Dor nas estruturas articulares e musculares é um dos mais importantes 

sintomas de pacientes com DTM e uma fonte comum de dor orofacial crônica. 

Trabalhos têm relatado que a inflamação articular exerce o papel de sensibilizar 

nociceptores, causando hiperalgesia, e aumenta a excitabilidade dos neurônios do 



gânglio trigeminal que inervam a ATM, causando alodínea. A dor articular pode, 

ainda, causar hiperatividade dos músculos mastigatórios, o que perpetua a condição 

da dor facial (Yu et al., 1995; TAKEUCHI et al.,  2004; TAKEDA et al., 2006). Outros 

sintomas característicos de DTM são limitação e dor durante movimentos 

mandibulares e ruídos articulares durante movimento como estalido e crepitação. 

Sintomas não característicos de DTM como cefaléia, dor cervical, sintomas 

otológicos como zumbido, otalgia, perda de audição e barohipoacuisia e distúrbios 

do sono podem estar presentes em alguns casos (KAMISAKA et al.,  2000; 

CIANCAGLINI & RADELLI, 2001; LAM et al.,  2001; YATANI et al., 2002; OLIVO et 

al.,  2006).  

As DTMs podem ser classificadas em articulares e musculares. As disfunções 

musculares incluem co-contração protetora, mialgia não-inflamatória, mioespasmo, 

mialgia centralmente mediada e dor miofascial. As disfunções articulares incluem 

quatro grandes classes, a citar desarranjos internos articulares como deslocamento 

do disco articular com e sem redução; alterações inflamatórias como sinovite, 

capsulite, retrodiscite e osteoartrite; incompatibilidade estrutural das superfícies 

articulares; e desordens inflamatórias de estruturas associadas (OKESON, 2000). O 

diagnóstico diferencial é mister para o correto tratamento, e é realizado clinicamente 

com o auxílio de exames complementares. Em casos de osteroartrite, entretanto, 

parâmetros clínicos e radiográficos não são sensíveis o suficiente para identificar 

essas alterações no início, destacando a importância da artroscopia. Autores 

sugerem que os deslocamentos de disco são fatores de risco para o 

desenvolvimento de alterações degenerativas como osteoartrite, e que as artrites 

são as entidades clínicas mais comuns encontradas nas DTMs (ISRAEL et al., 1998; 

STEGENGA, 2001).  

As modalidades de tratamento incluem terapias oclusais com placas oclusais,  

terapias físicas (termoterapia, terapia de resfriamento, laser, ultra-som, estimulação 

elétrica neural transcutânes-TENS), fisioterapia, terapia com exercícios, terapia 

farmacológica, guia de orientações, acupuntura e procedimentos cirúrgicos como 

artroscopia, artrocentese, reposicionamento de disco e regularização das superfícies 

articulares (RAUSTIA et al., 1985; SANDERS, 1986;  NITZAN et al., 1997; 

NICOLARIS et al., 2000;   OKESON, 2000). 

Kircos et al. (1987) mostraram que em 32% da população por ele estudada 

havia deslocamento anterior do disco sem apresentar disfunção na ATM. Além 



desse achado, sinais e sintomas às vezes persistem mesmo após tratamento clínico 

e/ou cirúrgico das DTM, e estudos relatam remissão espontânea dos sinais e 

sintomas de DTM com diagnóstico de deslocamento anterior do disco articular sem 

redução com o tempo (SANDLER et al.,  1998; KAMISAKA et al.,  2000; 

NISHIMURA et al.,  2004). Esses dados reiteram a importância de compreender 

melhor sua fisiopatologia na tentativa de se alcançar alternativas de tratamento mais 

eficazes. 

 

 

3.   Modelos experimentais para estudo das alterações inflamatórias na 

articulação temporomandibular 

 

 

Vários modelos experimentais têm sido desenvolvidos para o estudo das 

alterações inflamatórias da ATM. Alguns autores propõem a indução da osteoartrite 

através de procedimentos cirúrgicos (YAILLEN et al., 1979; HELMY et al., 1988; 

ISHIMARU & GOSS, 1992; LEKKAS, 1994) ou mecânicos (IMAI et al., 2001), outros, 

entretanto, induzem alterações inflamatórias através da injeção intra-articular de 

substâncias. Autores como Puzas (2003) acreditam ainda não haver um modelo 

experimental que esclareça a fisiopatologia das DTMs em todos os estágios, da fase 

aguda à fase crônica. De acordo com Roveroni et al. (2001), essa incógnita na 

fisiopatologia da inflamação e da dor na ATM se deve em parte à limitação de 

modelos experimentais e à dificuldade em mensurar parâmetros inflamatórios na 

região. A saber, os diferentes modelos experimentais apresentam vantagens e 

desvantagens que os tornam válidos dependendo da abordagem que se pretende 

fazer, porém há mais similaridades que diferenças entre estes modelos e a artrite na 

ATM, o que justifica o seu emprego.  

Um dos primeiros modelos de indução de artrite na ATM através da injeção 

de substâncias foi desenvolvido por Zamma, em 1983, o qual utilizou estímulos 

mecânicos juntamente à inoculação intradérmica de adjuvante completo de Freund 

(CFA) na escápula parietal de ratos, sendo a artrite avaliada histologicamente.  Ren 

(1999), fazendo uso dos filamentos de von Frey e pela indução da dor facial por CFA 

i.art., desenvolveu um método mecânico que permitiu estudar a dor orofacial tanto 



aguda quanto cronicamente. Kerins et al., em 2003 e 2005, induziram inflamação/dor 

aguda na ATM pela injeção de CFA, avaliando tais achados através de parâmetros 

comportamentais alimentares. Tominaga et al. (1999) injetaram o antígeno 

ovoalbumina para indução da artrite na ATM. 

Haas et al., em 1992, aplicaram óleo de mostarda na região 

temporomandibular e, através de parâmetros inflamatórios de extravasamento de 

azul de Evans e infiltração de neutrófilos, observaram inflamação aguda nos tecidos 

articulares. Fiorentino et al. (1999) compararam atividade inflamatória do óleo de 

mostarda e do glutamato aplicados na região da ATM através de parâmetros 

inflamatórios de extravasamento de azul de Evans e da medição do edema, e 

mostraram que óleo de mustarda induziu alterações inflamatórias agudas, enquanto 

glutamato não apresentou tal efeito. 

Outros trabalhos mostraram que a aplicação i.art. de substâncias como óleo 

de mostarda (YU et al., 1995; NOGUCHI et al., 2005), glutamato (CAIRNS et al., 

1998, 2001), substâncias algésicas (NaCl, KCl, histamina) (BROTON & SESSLE, 

1988) e capsaicina (LAM et al., 2005) na ATM de ratos apresentava efeitos de 

hiperatividade na musculatura facial. 

Em 1996, Carleson et al. injetaram substância P (i.art.) na ATM de ratos e 

estudaram o papel da inflamação neurogênica na artrite aguda da ATM.  

Kawai et al., em 2000, utilizaram IL-1 recombinante humana para indução da 

artrite na articulação temporomandibular de ratos e estudaram a participação de 

radicais livres na etiopatogenia das alterações degenerativas da ATM cronicamente. 

Roveroni et al. (2001) administraram formalina na ATM de ratos e realizaram 

estudo comportamental para avaliar dor orofacial aguda. Takeuchi et al. (2004) 

induziram inflamação/dor aguda na ATM através da injeção de kaolina e carragenina 

e estudaram dor baseados em parâmetros comportamentais e em preparação de 

nervo isolado.  

Para estudo da artrite reumatóide (AR) na articulação temporomandibular, Al-

Mobireek et al. (2000) induziram a doença baseados no método de Cromartie et al. 

(1977) pela injeção sistêmica de células de estreptococus e estudaram AR na ATM 

através de exames clínicos e tomográficos. 

 



4.       Artrite induzida por zymosan 

 

 

 O zymosan é um polissacarídeo constituinte da parede celular do fungo 

Saccharomyces cerevisae que causa uma resposta inflamatória quando injetado 

intradérmica (RIDGER et al. 1997), intraperitoneal (RAO et al., 1994; BOUGHTON-

SMITH & GHELANI, 1995; AJUEBOR et al., 1998) ou intra-articularmente (GEGOUT 

et al., 1995; COMERFORD & ETWEBI, 1995; PETTIPHER & SALTER, 1996; 

ROCHA et al., 1999). 

A administração de zymosan ativa a via alternativa do sistema complemento, 

induz a degranulação de mastócitos a liberar aminas vasoativas como serotonina e 

histamina, é capaz de gerar produtos do metabolismo do ácido araquidônico, assim 

como de estimular a liberação de mediadores inflamatórios por macrófagos, 

neutrófilos e células sinoviais (JOHNSON et al., 1975; KONNO & TSURUFUJI, 1983; 

GRIFFITHS et al., 1991; COATES & McCOLL, 2001; VALE et al., 2006).  

A injeção intra-articular de zymosan desencadeia artrite caracterizada 

inicialmente por aumento da permeabilidade vascular e migração celular (ROCHA et 

al., 1999). Posteriormente, ocorre hipertrofia sinovial, infiltração de células 

mononucleares, ativação de fibroblastos e formação do pannus (KEYSTONE et al., 

1977; GEGOUT et al., 1994). Há ainda estudos sugerindo degradação da cartilagem 

articular e do osso subcondral na fase crônica da artrite por zymosan (GEGOUT et 

al., 1995; BEZERRA et al., 2004). Não existem relatos demonstrando a artrite 

induzida por zymosan na articulação temporomandibular de animais, sendo este um 

trabalho inédito na literatura. 

 

 

5.       Mediadores inflamatórios na disfunção temporomandibular 

 

 

Pesquisas clínicas e experimentais sobre patogênese e mediadores 

inflamatórios envolvidos na dor, na inflamação e em processos degenerativos da 

articulação temporomandibular (ATM) vêm sendo desenvolvidas nessas duas 

últimas décadas. Alguns mecanismos já foram propostos assim como a participação 



de alguns mediadores inflamatórios, entretanto, não se tem ainda uma completa 

compreensão de como se desencadeiam esses processos.  

 

 

5.1.    Citocinas 

 

 

 Citocinas são peptídeos extracelulares que exercem efeitos biológicos 

estimulatórios ou inibitórios em muitos tipos celulares. Originalmente identificada em 

processos inflamatórios e em respostas imunes, sabe-se que estão envolvidas em 

muitos processos fisiológicos. Seu principal papel na homeostase está em ativar 

mecanismos da resposta inflamatória e modular a reparação e a remodelação de 

tecidos afetados. Participam também como mediadores na fisiopatologia de doenças 

infecciosas, inflamatórias e em respostas imunes estando envolvidas tanto na fase 

aguda como na fase crônica e associadas à destruição tecidual. Em condições 

inflamatórias, um grande aumento da produção de citocinas coexiste com 

desequilíbrio entre sua produção e seu controle (DINARELLO, 1998; 

ALSTERGREEN, 2000). 

 

 

5.1.1. Interleucina-1 

 

 

 A interleucina-1 (IL-1) é produzida em grandes quantidades pela membrana 

sinovial durante a inflamação, assim como por monócitos e macrófagos, não estando 

presente em tecidos normais (DINARELLO & WOLFF, 1993; TATAKIS, 1993). 

Consiste numa família de IL-1α, IL-1β e antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra). A 

IL-1α normalmente permanece no citosol enquanto IL-1β e IL-1ra são secretados 

(DINARELLO, 1998). A IL-1β foi encontrada pela primeira vez em 1982 no fluido 

sinovial de articulações de joelhos de pacientes com artrite reumatóide (AR), 

impulsionando o desenvolvimento de muitas pesquisas a partir da coleta do líquido 

sinovial articular (KOPP, 1998; SHINODA & TAKAKU, 2000). 



 Kubota et al. (1997) mostraram haver relação entre a presença de IL-1β e o 

desenvolvimento de osteoartrite na ATM. Alstergren et al. (1998, 1999) observaram 

aumento da dosagem de IL-1β em ATMs acometidas por processo inflamatório 

quando comparado a articulações normais, e sugeriram relação entre IL-1β e 

sintomatologia dolorosa, limitação nos movimentos mandibulares e destruição 

articular. Ijima et al. (2001) demonstraram que IL-1α é capaz de induzir síntese de 

MMPs por condrócitos e células do disco articular. 

Seu efeito na destruição articular é devido a sua capacidade de ativar 

condrócitos, células do disco articular, sinoviócitos tipo B (fibroblastos-símile) e 

fibroblastos da cartilagem articular a produzirem mataloproteinases, assim como de 

inibir síntese de proteoglicanos e de colágeno tipo 2, e de ativar osteoclastos. IL-1 

também estimula a proliferação de fibroblastos e a metaplasia de condrócitos a 

fibroblastos-símile. IL-1, portanto, deve estar envolvida no processo de destruição 

articular, formação do pannus, desenvolvimento de aderências e adesões e 

anquilose da ATM (MARTEL-PELLETIER et al., 1991; KUBOTA et al., 1997; SASAKI 

et al., 1998; KOPP, 1998; ALSTERGREN et al., 1998, 2000; IJIMA et al., 2001). 

Sandler et al. (1998) e Shinoda e Takaku (2000), entretanto, sugeriram não 

haver relação entre IL-1β e alterações inflamatórias como sinovite e processo 

degenerativo intra-articular. 

Tominaga et al., em 2004, reafirmaram a participação de IL-1β na patogênese 

das DTMs, assim como Nishimura et al. (2004) ao mostrar que, nos casos de 

insucesso na realização de artrocentese, procedimento cirúrgico de lavagem 

articular, IL-1β e IL-6 continuavam presentes no líquido sinovial articular. 

Outros estudos sugerem que IL-1β sensibiliza nociceptores e causa 

hiperalgesia, devendo atuar na fisiopatologia da dor articular advinda da ATM em 

pacientes com DTM (WATKINS et al., 1994; JEANJEAN et al., 1995; ALSTERGREN 

et al., 1998, 2003). Exerce também as funções de ativar linfócitos, de estimular a 

síntese de outras citocinas como fator de necrose tumoral alfa (TNFα) e interleucina-

6 (IL-6) e de estimular a produção de prostaglandinas (PG), exercendo seu papel 

fundamental na amplificação e na perpetuação da resposta inflamatória articular 

(DINARELLO & WOLFF, 1993). 

Existem também fatores protetores produzidos localmente na tentativa de 

conter o processo inflamatório. Fang et al., em 1999, encontraram antagonista do 



receptor de IL-1 (IL-1ra) em articulações com osteoartrite. Alstergren et al. (2003) e 

Tominaga et al. (2004) detectaram a presença de IL-1ra e de forma solúvel do 

receptor de IL-1 tipo II (sIL-1RII) no fluido sinovial de ATMs de pacientes com 

poliartrite e no líquido sinovial de pacientes com osteoartrite, respectivamente. Uma 

elevada produção de IL-1ra e sIL-1RII, ambos com ação antiinflamatória, está 

relacionada à proteção da destruição óssea e cartilaginosa e da dor por inibirem a 

ação de IL-1.  

 

 

5.1.2. Fator de necrose tumoral alfa  

 

 

 Fator de necrose tumoral alfa (TNFα) é produzido pela membrana sinovial da 

ATM na fase crônica da inflamação, assim como por monócitos e macrófagos 

ativados, e parece ser responsável pela inflamação sistêmica na artrite reumatóide 

(AR) (ALSTERGREN, 2000). Encontra-se presente na sinóvia, no líquido sinovial e 

no pannus de pacientes com AR (CHU et al., 1991; DELAURAN et al., 1992). 

 Foram encontrados níveis elevados de TNFα em articulações 

temporomandibulares sintomáticas quando comparadas a articulações normais 

(SHAFER et al., 1994 ; NORDAHL et al., 2000; EMSHOFF et al., 2000). TNFα 

provavelmente atua na sensibilização de nociceptores indiretamente, por 

desencadear o aumento da produção de IL-1, exercendo papel importante nos 

processos de hiperalgesia e alodínea participando da fisiopatologia da dor articular 

da ATM (NORDAHL et al., 2000). 

  Sandler et al. (1998), entretanto, sugeriram não haver relação entre níveis de 

TNFα e processo degenerativo intra-articular, mesmo resultado encontrado por 

Nordahl et al. (2000). No entanto, autores como Fu et al. (1995a), Emshoff et al. 

(2000), Kaneyama et al. (2002), Sukedai et al. (2004) e Hirota et al. (2006) 

concluíram que TNFα está envolvido na etiopatogênese da sinovite e da 

degeneração cartilaginosa em pacientes com DTM. Suzuki et al., (2002) afirmaram 

que TNFα participa também da etiopatogênese de desarranjos internos articulares.  

Sabe-se ainda que TNFα exerce também funções de ativar linfócitos, de 

estimular a síntese de outras citocinas como interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-



6), de estimular a produção de prostaglandinas (PG), de ativar condrócitos, 

sinoviócitos tipo B (fibroblastos-símile) e fibroblastos da cartilagem articular a 

sintetizarem colagenases e de ativar osteoclastos (ALSTERGREN, 2000; EMSHOFF 

et al., 2002). 

Inibidores biológicos de TNFα, as formas solúveis de seus receptores tipos I e 

II (sTNFR-I e sTNFR-II), são também importantes na fisiopatologia das DTM. Em 

pacientes com DTM e osteoartrite, níveis elevados desses receptores foram 

detectados no fluido sinovial em maiores concentrações do que em pessoas 

normais, sugerindo que o balanço entre TNFα e seus inibidores sTNFR-I e sTNFR-II 

é importante para a inibição da progressão da doença (UEHARA et al., 2004; 

KANEYAMA et al.,  2005a, 2005b).  

 

 

5.1.3.  Interleucina-6 

 

 

 Interleucina-6 (IL-6) é sintetizada por monócitos, macrófagos, condrócitos, 

células sinoviais tipo A (macrófagos-símile), osteoblastos, células B e T e 

fibroblastos (SHINODA & TAKAKU, 2000). Suas funções são diversas incluindo ação 

pró-inflamatória, atuação em reações imunes, destruição cartilaginosa pela 

estimulação da produção de enzimas condrolíticas e colagenases, proteção da 

cartilagem pela indução da síntese de inibidores teciduais de mataloproteinases 

(TIPMs) por condrócitos e fibroblastos,  estimulação da proliferação de células 

fibroblásticas e de osteoclastos (MIHARA et al., 1995; ALSTERGREN, 2000; 

SHINODA & TAKAKU, 2000). 

Vários autores sugeriram que IL-6 participa na fisiopatologia da DTM, não 

estando presente, entretanto, em articulações normais. IL-6 está envolvida no 

desenvolvimento de sinovite, de destruição óssea e cartilaginosa, de hiperalgesia 

nos tecidos articulares, e pode ser utilizado como marcador bioquímico de DTM 

crônicas (FU et al., 1995b; SANDLER et al., 1998; SHINODA &TAKAKU, 2000; 

KANEYAMA et al., 2002, 2004, 2005b). 

 

 

 



5.1.4. Interleucina-8 

 

 

 Interleucina-8 (IL-8) é uma quimiocina que ativa leucócitos e participa da 

migração celular, exercendo efeito principalmente sobre neutrófilos (BAGGIOLINI et 

al., 1994). Foi detectada sua presença na sinóvia de pacientes com artrite 

reumatóide e osteoartrite (WESTACOTT et al., 1990; KANEKO et al., 2000). 

 Em pacientes com DTM, foram encontrados níveis elevados de IL-8 no fluido 

sinovial (KANEYAMA et al., 2002), e foi demonstrado que a fonte de IL-8 em ATMs 

são células sinoviais e células inflamatórias, principalmente neutrófilos e 

macrófagos, e que participa na fase aguda da inflamação na ATM (SUKEDAI et al., 

2004). 

 

 

5.2.    Serotonina 

 

 

 Serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é encontrada no Sistema Nervoso 

Central (SNC) e em tecidos periféricos, onde é armazenada em mastócitos e 

plaquetas e liberada por estímulos como substância P e neuropeptídeo Y, exercendo 

uma multiplicidade de ações biológicas devido à variedade de receptores 

farmacológicos que apresenta (CARRAWAY et al., 1984; KOPP, 1998). 

 Alstergren et al. (1997, 1999) observaram aumento de 5-HT no líquido sinovial 

de articulações acometidas por processo inflamatório e com sintomatologia dolorosa, 

mesmo resultado mostrado experimentalmente por Tominaga et al. (1999). Em 

pacientes com DTM e artrite reumatóide, foram detectados níveis elevados de 5-HT 

no plasma sangüíneo de pacientes com dor articular (KOPP & ALSTERGREN, 

2002). Fredrikson et al. (2005) confirmaram a participação local e sistêmica de 

serotonina na fisiopatologia da dor articular. 

 Sabe-se que serotonina causa hiperalgesia via receptores 5-HT1A (TAIWO & 

LEVINE, 1992), sensibiliza nociceptores através de receptores 5-HT2A em 

terminações nervosas periféricas (TOKUNAGA et al., 1998) e participa da 

nocicepção craniofacial profunda existente em DTM através de receptores 5-HT2A 

(OKAMOTO et al.,  2005) e 5-HT3 (OKAMOTO et al.,  2004). Foi demonstrado efeito 



analgésico de injeção i.art. de antagonista do receptor de serotonina 5-HT2 em 

pacientes com DTM apresentando altos níveis de 5-HT plasmático (VOOG et al., 

2004).  

 

 

5.3.     Neuropeptídeos 

 

 

 Neuropeptídeos, neurotransmissores que atuam também como mediadores 

inflamatórios, são liberados pelas terminações nervosas nociceptivas, contribuem 

para as reações inflamatórias, caracterizando a inflamação neurogênica, e 

participam da fisiopatologia de várias condições inflamatórias, incluindo as artrites 

(KOPP, 1998).  

 Neuropeptídeos como a neurocinina A (NKA), o peptídeo relacionado ao gene 

da calcitonina (CGRP), a substância P (SP), o peptídeo intestinal vasoativo (VIP) e o 

neuropeptídeo Y (NPY) foram detectados em pacientes com alterações 

degenerativas na ATM (HOLMUND et al., 1991). Carleson et al. (1996) observaram 

a presença dos neuropeptídeos NKA, NPY e CGRP, e Spears et al. (2005), CGRP e 

fator de crescimento neuronal (NGF), ambos em fluido sinovial da ATM de ratos com 

artrite. Sato et al. (2004) sugeriram que CGRP participa da etiopatogênese de 

desarranjos internos articulares e parece ser importante na fisiopatologia da dor 

articular. 

Sabe-se que substância P, neurocinina A e CGRP sensibilizam fibras 

nociceptivas C. O peptídeo intestinal vasoativo e o neuropeptídeo Y interagem com 

fibras efentes simpáticas. A substância P estimula sinoviócitos a produzirem 

prostaglandinas. A substância P e o neuropeptídeo Y estimulam liberação de 5-HT, e 

a substância P e a neurocinina A estimulam linfócitos a produzirem interleucinas. 

Dessa maneira, observa-se a relevante participação desses mediadores 

inflamatórios na etiopatogenia e na perpetuação dos processos de dor, de 

inflamação e de degeneração articular (SANDLER et al., 1998). 

 

 

 

 



5.4.    Derivados do ácido araquidônico 

 

 

 O ácido araquidônico é proveniente de fosfolipídeos de membrana celular via 

fosfolipase A2, sendo transformado em prostaglandinas (PG), pela ação da enzima 

cicloxigenase (COX) e em leucotrienos pela ação da enzima lipoxigenase (SHIMIZU 

& WOLFE, 1990).  

Há duas isoformas da enzima cicloxigenase: COX-1, sintetizada 

constitutivamente; e COX-2, induzida durante processos inflamatórios, sendo 

comprovada também sua presença constitutivamente em alguns tecidos (DAVIES et 

al., 1984). Recentemente, foi descrita uma terceira isoenzima COX-3 compartilhando 

todas as características catalíticas e estruturais tanto da COX-1, como da COX-2 

(CHANDRASEKHARAN et al., 2002).  

As ações da prostaglandina E2 (PGE2) são múltiplas incluindo um importante 

papel na inflamação por mediar vasodilatação, aumentar permeabilidade vascular e 

sensibilizar nociceptores periféricos (DAVIES et al., 1984). Em articulações, a 

membrana sinovial é a maior fonte de PGE2 para o fluido sinovial durante processos 

inflamatórios (WITTENBERG et al., 1993). 

Leucotrienos estão envolvidos em mecanismos de ativação e quimiotaxia de 

neutrófilos e eosinófilos, sendo produzidos em células como PMN, monócitos, 

macrófagos e mastócitos (HENDERSON, 1994). Foi discutida sua participação na 

hiperalgesia (BISGAARD & KRISTENSEN, 1985) e no desenvolvimento da artrite 

(GRIFFITHS et al., 1995, 1997) 

Quinn e Bazan (1990) primeiramente demonstraram a presença de PGE2 e 

leucotrieno B4 (LTB4) em ATMs acometidas por processos inflamatórios, o que foi 

negado por Murakami et al. em 1998. Entretanto, Alstergren e Koop (2000) 

ratificaram a presença de PGE2 em ATMs com desordem inflamatória e 

sintomatologia dolorosa, Nishimura et al. (2002), a presença de LTB4 em 

articulações com sinovite, e Arinci et al. (2005) confirmaram a participação de PGE2 

e LTB4 em pacientes com DTM apresentando desarranjos internos.  

Quinn et al. (2000) compararam valores de PGE2 e a expressão de COX-2 no 

líquido sinovial e no tecido sinovial retrodiscal de pacientes com alterações intra-

articulares, e observaram que a enzima se encontrava hiperexpressa nas amostras. 



Kerins et al. (2004) mostraram ainda que o uso de inibidores seletivos da COX-2 

reduziu inflamação e dor na ATM em ratos. 

 

 

6. Óxido nítrico 

 

 

6.1. Biossíntese 

 

 

  Óxido nítrico (NO) é uma pequena molécula composta por um átomo de 

oxigênio e nitrogênio, apresentado um elétron desemparelhado, o que o torna 

altamente reativo, com meia-vida de 2 a 30 s. Dessa forma transforma-se 

espontaneamente em nitrito e nitrato (CHRISTOPHENRSON & BREDT, 1997). Essa 

característica permite que ele seja um mensageiro molecular ideal, podendo difundir-

se livremente através das membranas (LOWENSTEIN et al., 1994). 

  NO é formado através de uma reação catalisada pela enzima óxido nítrico 

sintase (NOS) em que o oxigênio molecular (O2) é fonte do oxigênio e a L-arginina é 

a fonte do nitrogênio de seu grupo guanidino terminal (MONCADA et al., 1991, 

1993).  Diversos tipos celulares são capazes de sintetizar NO como células 

endoteliais (LAMAS et al., 1992), macrófagos (DI ROSA et al., 1990), neutrófilos 

(WRIGHT et al., 1989), fibroblastos (WERNER-FELMAYER et al., 1990), 

osteoblastos e osteoclastos (EVANS & RALSTON, 1996), células neuronais 

(KNOWLES et al., 1989), sinoviócitos (MCINNES et al., 1996) e condrócitos 

(STADLER et al., 1991). 

 Três isoformas distintas da NOS foram identificadas: uma isoforma neuronal 

(NOSn), inicialmente isolada do cérebro (BREDT et al.,  1991; SESSA et al.,  1992), 

uma endotelial (NOSe), isolada do endotélio (LAMAS et al.,  1992) e uma isoforma 

induzida, isolada inicialmente de macrófagos (XIE et al.,  1992).  NOSn e NOSe são 

expressas constitutivamente em seus tecidos de origem, portanto referidas como 

NOS constitutivas (NOSc), enquanto a NOSi é expressa durante processos 

patológicos. 

 Algumas diferenças entre as enzimas NOSc e NOSi podem ser descritas. As 

NOSc são cálcio-calmodulina dependentes e produzem picomoles de NO por curtos 



períodos de ativação regulando várias respostas fisiológicas.  NOSi, entretanto, é 

expressa após ativação por citocinas ou lipopolissacarídeos bacterianos (LPS), é 

cálcio-calmodulina independente e produz nanomoles de NO por períodos 

prolongados de ativação (RANG et al.,  2004).  

 Óxido nítrico pode ainda ser gerado independente de enzimas a partir do 

nitrito no ambiente ácido do estômago e farmacologicamente por compostos 

doadores de NO usados clinicamente como vasodilatadores (MONCADA et al., 

1993). 

  

      

6.2. Ações do óxido nítrico 

 

 

 O NO produzido se difunde através das membranas para as células-alvo, 

onde ativa o sistema da guanilato ciclase com o aumento da produção de guanilato 

monofosfato cíclico (GMPc), através do qual exerce seus efeitos biológicos 

(RALSTON & GRABOWSKI, 1996). Existem, contudo, evidências da ação do NO 

independente do sistema L-arginina/NO/GMPc, como em osteoclastos (MaCINTYRE 

et al.,  1991). 

 Foi relatada a participação do NO nos mecanismos de controle da pressão 

arterial (FURHGOTT, 1983; IGNARRO et al., 1987), na fisiopatologia da 

aterosclerose (HERMAN & MONCADA, 2005) e de outras patologias do sistema 

cardiovascular (MONCADA & HIGGS, 200&), na inibição da aderência e agregação 

de plaquetas, leucócitos, neutrófilos e monócitos (KUBES et al., 1991, 1993; 

BELENKY et al., 1993a, 1993b; THOMASSEN & KAVURU, 2001), assim como  na 

modulação da migração celular dependente do sítio inflamatório (LEITE, 2005). 

Centralmente, NO atua na neurotransmissão e na plasticidade neuronal (SOUTHAM 

& GARTHWAITE, 1993; HOLSCHER, 1997), perifericamente na transmissão 

neuronal através do sistema de nervos não-adrenérgicos e não-colonérgicos (NANC) 

(RAND, 1992) além do envolvimento nos mecanismos de ereção peniana (RAJFER 

et al., 1992). Sabe-se que NO produzido pela NOSi reage com ânion superóxido 

para formar ânion peroxinitrito, que é altamente citotóxico (BECKMAN et al., 1990). 

Há trabalhos, portanto, evidenciando o papel imunomediador e citotóxico e 

citostático do NO na defesa inespecífica do organismo contra células tumorais e 



patógenos como bactérias, fungos e parasitas (FANG, 1997; COLASANTI et al., 

2002).  

 

 

6.3. Óxido nítrico e artrite 

 

 

 NO é produzido pelas células residentes articulares sinoviócitos e condrócitos, 

assim como por osteoblastos e osteoclastos, e também por células inflamatórias 

presentes durante patologias, de forma constitutiva ou induzida por mediadores 

como IL-1 e TNFα (STADLER et al., 1991; McINNES et al., 1996; EVANS & 

RALSTON, 1996). Dessa maneira, estudos sobre sua participação em artropatias 

têm sido desenvolvidos.  

 Em pacientes com artrite reumatóide (AR) e osteoartrite (OA), foi detectada 

elevada concentração de nitrito (produto da degradação de NO) e de s-

nitrosoproteínas (forma ativa estável de estoque de NO) no plasma e no fluido 

sinovial, aumento da excreção urinária de nitrato (produto da degradação de NO)  e 

presença de NOSi em células sinoviais, condrócitos e células do músculo liso 

vascular articulares (FARRELL et al., 1992; STICHTENOTH et al., 1995; UEKI et al.,  

1996; McINNES et al.,  1996; GRABWSKI et al., 1997; HILLIQUIN et al., 1997). 

 Em modelos de artrite por Streptococus, foi comprovado o aumento da 

produção de NO, de maneira que o uso de inibidores de sua síntese NG-monometil-

L-arginina (L-NMMA) reduziu edema e infiltrado celular (McCARTNEY-FRANCIS et 

al., 1993). Em artrite induzida por colágeno, observou-se expressão de NOSi em 

tecido sinoviais (CANNON et al., 1996), sendo esta expressão inibida pela 

administração de inibidores seletivos da NOSi aminoguanidina ou N-iminoetil-L-lisina 

(L-NIL) (VERMEIRE et al.,  2000). 

 Demonstrou-se a participação do NO em modelo experimental de artrite 

induzida por zymosan em joelho de ratos, com a redução dos níveis de nitrito e da 

dor articular ao administrar-se inibidores da síntese de NO, L-NG –nitroarginina metil 

éster (L-NAME), aminoguanidina (AG) e N-(3-(aminnometil)benzil)acetamidina 

(1400W) (ROCHA et al.,  2002). Esse mesmo trabalho evidenciou o efeito dual do 

NO, ao administrar doadores de NO S-morfolinosidnoimina (SIN-1) e nitroprussiato 



de sódio (NPS), e também obter como resultado redução da dor articular. Mostrou-

se ainda, neste modelo, que o NO participa da inflamação e da dor articular pela via 

L-arginina/NO/GMPc (ROCHA et al.,  2003). 

 Apesar dos diversos trabalhos na literatura, ainda não está claro a maneira 

pela qual o NO participa na fisiopatologia da artrite, pois parece promover ações pró-

inflamatórias como aumento da permeabilidade vascular, produção de radicais livres 

capazes de causar danos teciduais, indução de cicloxigenase e de citocinas 

inflamatórias (LANDER et al., 1993; McINNES et al., 1996), concomitante à sua ação 

antiinflamatória, como inibição da adesão plaquetária e neutrofílica e redução da 

migração leucocitária ao sítio inflamatório (KUBES et al., 1991, 1993; BELENKY et 

al., 1993a, 1993b; THOMASSEN & KAVURU, 2001). 

 

 

6.4. Óxido nítrico e disfunção temporomandibular 

 

 

Estudos vêm sendo desenvolvidos na tentativa de compreender a 

fisiopatologia das DTMs e a participação do NO nesse processo. Níveis elevados de 

NO foram encontrados no líquido sinovial (LS) de pacientes com disfunção 

temporomandibular (TAKAHASHI et al., 1996). Esses mesmos autores observaram o 

aumento da concentração de NO no LS de pacientes com dor articular, desarranjos 

internos articulares e osteoartrite diagnosticados clínica e artroscopicamente 

(TAKAHASHI et al., 1999). Também através da coleta de líquido sinovial e dosagem 

de nitrito/nitrato, Suenaga et al. (2001) ratificaram a participação de NO na dor 

articular em pacientes com DTM. 

Homma et al. (2001) primeiramente descreveram a presença de NOSi em 

células sinoviais e vasculares na ATM de pacientes com desarranjos internos 

articulares. Takahashi et al. (2003) e Nagai et al. (2003) observaram que a enzima 

NOSi estava expressa em tecidos sinoviais de articulações com sinovite, desarranjos 

internos articulares e osteoartrite, enquanto não se expressou ou pouco se 

expressou em tecidos normais. Yamaza et al. (2003) demonstraram a expressão de 

NOSi em tecidos sinoviais de ATM com sinovite concomitante à expressão de NF-

κB, fator de transcrição importante na regulação de genes relacionados à 

inflamação. 



Masuda et al. (2002), entretanto, demonstraram através de microscopia 

eletrônica a presença da enzima NOSi em células sinoviais tipo A (macrófagos-

símile) e tipo B (fibroblastos- símile) em ATMs normais, sugerindo sua participação 

fisiológica.  

Kawai et al. (2000) sugeriram que espécies reativas de oxigênio participam da 

progressão da artrite nas DTMs. Nagai et al. (2003) mostraram correlação entre a 

expressão de NOSi e de Fas e de ssDNA, ambos relacionados a eventos de 

apoptose, sugerindo que a apoptose induzida por estresse oxidativo, em cujo 

processo NO participa como modulador, pode estar envolvida na fisiopatologia dos 

processos inflamatórios e degenerativos da ATM. Validando esses resultados, 

Yamaza et al. (2004) observaram a expressão de NOSi e de nitrotirosina, produto da 

reação de peroxinitrito, formado durante reação de NO com ânion superóxido e 

responsável por alguns efeitos tóxicos do NO, em ATMs com sinovite. 

Sabe-se que NO induz uma série de eventos pró-inflamatórios e que é 

produzido por sinoviócitos, condrócitos, osteoblastos, osteoclastos, células 

inflamatórias e por células do músculo liso vascular articulares. Seus efeitos 

catabólicos em condrócitos resultam em perda da matriz fundamental dos tecidos e 

se caracterizam por inibir a síntese de colágeno e de proteoglicanas, induzir a 

síntese de metaloproteinases e aumentar a susceptibilidade à injúria por outros 

oxidantes (AMIN & ABRAMSON, 1998). Altas concentrações de NO inibem a 

formação de osteoclastos e a atividade de osteoclastos maduros, assim como 

inibem proliferação osteoblástica. Em concentrações moderadas, NO potencia 

reabsorção óssea, e, em baixas concentrações, promove proliferação de células 

semelhantes a osteoblastos e modula a função osteoblástica (EVANS & RALSTON, 

1996). 

O NO parece estar envolvido nos três níveis de percepção da dor, ou seja, 

periférico, espinhal e cerebral. Especificamente na dor articular nas DTMs, NO 

parece sensibilizar nociceptores periféricos articulares pela indução da liberação de 

PGE2, ou por inibir a ação de substâncias antinociceptivas endógenas, ou 

diretamente e talvez pela via L-arginina/NO/GMPc/proteína quinase G/canais de 

potássio sensíveis a ATP (ANBAR & GRATT, 1997, 1998; SACHS et al., 2004). 

Existe também trabalho mostrando o efeito dual do NO na dor articular dependente 

da sua concentração (ROCHA et al., 2002).  



Esses achados sugerem a participação do NO na patogênese da sinovite, de 

desarranjos internos articulares, de alterações degenerativas e da dor na articulação 

temporomandibular. Não se sabe, entretanto, a maneira pela qual o NO participa 

dessas alterações, requerendo estudos adicionais para melhor compreensão. 

Em função de não se conhecer adequadamente os mecanismos envolvidos 

no desenvolvimento da inflamação na articulação temporomandibular, há protocolos 

de tratamentos clínicos estabelecidos sem, entretanto, haver tratamento 

farmacológico adequado para esta entidade, visto a importância dos mediadores 

inflamatórios no desenvolvimento e perpetuação das DTMs. Estudos em diferentes 

modelos experimentais são importantes, pois podem contribuir para o 

desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas e ajudar no melhor 

entendimento da fisiopatologia da doença. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                            IIII..  OOBBJJEETTIIVVOOSS  

 

 

 



II. OBJETIVOS 

 

 

1. Objetivos gerais 

 

 

Desenvolver um modelo experimental de artrite induzida por zymosan na 

articulação temporomandibular de ratos que contribua para o estudo do processo 

inflamatório na articulação temporomandibular tanto aguda quanto cronicamente. A 

seguir, tivemos como objetivo estudar o papel do NO e o efeito de inibidores da 

síntese de óxido nítrico nesta condição patológica, iniciando, assim, a caracterização 

do modelo experimental e uma discussão sobre os possíveis mecanismos 

envolvidos na progressão da doença.  

 

 

2. Objetivos específicos 

 

 

a. Estabelecer modelo experimental de artrite na articulação temporomandibular em 

ratos induzida por zymosan que contribua para o estudo das alterações 

inflamatórias nesta articulação; 

 

b. Avaliar migração celular no líquido sinovial e nos tecidos articulares através da 

contagem do número de leucócitos totais e da dosagem da atividade de 

mieloperoxidase, respectivamente; 

 

c.  Analisar permeabilidade vascular através do extravasamento de azul de Evans;  

 

d. Realizar estudo histopatológico para avaliar as alterações inflamatórias agudas e 

crônicas nesse modelo de artrite; 

 

e. Estudar o envolvimento do óxido nítrico (NO) na fisiopatologia da artrite na ATM 

de ratos induzida por zymosan através do uso de inibidores da síntese de NO, da 

dosagem de nitrito e da detecção de NOSi por imunohistoquímica. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                       

                 IIIIII..    MMAATTEERRIIAALL  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  

 

 

 



III. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

1. Animais 

 

 

 Foram utilizados ratos Wistar fêmeas, pesando entre 160-220 g, provenientes 

do Biotério Central do Campus do Pici e do Biotério Setorial da Faculdade de 

Medicina, ambos da Universidade Federal de Ceará. Os animais foram mantidos em 

caixas de plásticos com livre acesso à água e comida, obedecendo a ciclos 

claro/escuro. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da 

Universidade Federal de Ceará. 

 

 

2. Drogas, Soluções, Líquidos e Corantes 

 

 

• Ácido fosfórico P.A.: Synth, Brasil 

• Água destilada 

• Álcool etílico 70% 

• Ácido nítrico 7% 

• Azul de Evans 2,5% 

• 1400W: Cayman Chem. Co., USA 

• Corante de Turk 

      Ácido acético glacial P.A. (Merk) …………..20 mL 

      Violeta de genciana .....................................2 mL 

      Água estilada q.s.p. .....................................1000 mL 

• Eosina: Merk 

• Éter etílico P.A.: Dinâmica, Brasil 

• Formaldeído P.A.: Dinâmica, Brasil 

• Hematoxilina: Merk 

• Hidrato de cloral: Reagen, Brasil 

• L-NAME: Sigma Chem. Co., USA 



• NEED: Sigma Chem. Co., USA  

• Nitrato redutase: Sigma Chem. Co., USA 

• Nitritio de sódio P.A.: Vetex, Brasil  

• Peróxido de hidrogênio 0,1% 

      Peróxido de hidrogênio 30% (Vetev) ...........1 mL 

      Água destilada .............................................29 mL 

• Solução o-dianosidina (DDI) 

o-dianosidina (Sigma) …………………..…..16,7 mg 

Tampão fosfato de potássio …………….....10 mL 

H2O2……………………………………...….…50 µL 

Água destilada .............................................90 mL 

• Solução salina 0.9%: Criatália – Brasil – estéril  

• Sulfato de sódio P.A.: Synth, Brasil 

• Sulfanilamida: Sigma Chem. Co., USA 

• Tampão de brometo de hexadeciltrimetilamônio (HTAB) 

HTAB (Sigma) .............................................5 g 

Tampão fostato de potássio ........................1 L 

• Zymosan: Sigma Chem. Co., USA 

 

 

3. Protocolo experimental 

 

 

3.1. Descrição do modelo experimental - Indução da artrite na ATM por 

zymozan 

 

 

  Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral a 10% via intra-

peritoneal (i.p.) (0,1 mL/ 35 g)  para proceder à injeção intra-articular (i.art.) de 

zymosan (40µL) dissolvido em solução salina estéril na ATM esquerda dos animais 

utilizando-se agulha de insulina com calibre de 29G em seringa de 0,1 mL. 

Primeiramente, realizou-se depilação do local, quando então a agulha foi inserida no 

ponto imediatamente inferior à borda posterior do arco zigomático e avançada em 



direção medial e anterior até contato com o côndilo. Esse contato foi verificado 

movimentando a mandíbula, e a punção da agulha no espaço articular foi 

confirmada pela perda de resistência, quando se injetou 40 µL de Zy. Os animais 

utilizados como controles receberam 40 µL de solução salina i.art. 

 

 

3.2. Estudo da dose-resposta 

 

 

Foi realizada curva dose-resposta pela aplicação de Zy nas doses de 0,25; 

0,5; 1 ou 2 mg para definir a dosagem experimental a ser utilizada  pela contagem 

do influxo celular no líquido sinovial.  

 

 

3.3. Estudo da cinética do influxo celular no líquido sinovial 

 

 

 Artrite na ATM foi induzida conforme descrito anteriormente e com Zy na dose 

ideal estabelecida no protocolo anterior, e os animais foram sacrificados nos tempos 

3 h, 6 h, 1, 2, 3, 5, 7 e 10 d para estudar artrite através da contagem do influxo 

celular no líquido sinovial.  

   

 

3.4. Parâmetros avaliados 

 

 

3.4.1.  Contagem do influxo celular no líquido sinovial   

 

 

Nos tempos 3 h, 6 h, 1, 2, 3, 5, 7 e 10 d após administração de Zy na dose 

ideal pré-estabelecida, os animais serão anestesiados com hidrato de cloral 10% e 

sacrificados por decapitação e exsangüinação. Procedeu-se dessecação dos tecidos 

superficiais até atingir a ATM para coleta do fluido sinovial. A seguir, as ATM 

esquerdas foram lavadas com volumes de 0,1 mL (2 x) de solução salina 



heparinizada. Dos lavados articulares obtidos, retiramos uma alíquota que, após 

coloração em solução de Turk, foi utilizada para contagem total do número de 

células utilizando câmara de Neubauer em microscópio óptico com aumento de 20 x. 

O restante do lavado foi centrifugado a 4°C com 1500 rpm durante 10 minutos, e o 

sobrenadante foi colhido e armazenado em tubos de eppendorfs no freezer a –70°C 

para posterior dosagem de nitrito/nitrato. 

 

 

3.4.2. Medida do extravasamento de azul de Evans / Análise da permeabilidade 

vascular 

 

 

 Azul de Evans foi medido quantitativamente por espectrofotometria nos 

tempos 1, 6 e 24 h. O líquido foi injetado intravascular (i.v.), na veia da calda, na 

dose de 25 mg/kg, dissolvido em salina, 30 minutos antes do sacrifício. Baseado no 

método de extração de azul de Evans de Kwan et al. (1996), imediatamente após a 

extração do tecido articular, este foi pesado e imergido em solução de 2 mL de 

formaldeído, assim mantido “overnight”. O sobrenadante (100 µl) foi extraído, sua 

absorbância foi determinada através de espectofotômetro em 630 nm, e sua 

concentração determinada pela comparação com uma curva padrão da mesma 

amostra. A quantidade de azul de Evans foi expressa em µg e calculada por peso da 

amostra. 

 

 

3.4.3. Ensaio de mieloperoxidase 

 

 

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente nos grânulos azurófilos dos 

neutrófilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltração de 

neutrófilos nos processos inflamatórios em vários tecidos. Para tanto, 100 a 200 mg 

de tecido articular, depois de pesados, foram colocados num tampão de potássio 

com 0,5% de brometo de hexadecitrimetilamônio (pH 6,0; 50 mg de tecido por mL) e 

posteriormente homogeneizados em um Politron. A seguir, o homogenato foi 



centrifugado a 4500 rpm por 12 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi colhido. A 

atividade da MPO por mg de tecido foi aferida na 6ª h após indução da artrite através 

da técnica descrita por Bradley et al. (1982), utilizando 0,0005% de peróxido de 

hidrogênio como substrato para a MPO. A unidade da atividade de MPO foi definida 

como aquela capaz de converter 1 µmol de peróxido de hidrogênio em água em 1 

minuto a 22° C. Durante o ensaio, à medida que o peróxido de hidrogênio era 

degradado ocorria a produção do ânion superóxido, responsável pela conversão de 

o-dianosidine em um composto de cor marrom.  Os resultados foram expressos 

como atividade de MPO/g de tecido (BRADLEY et al., 1982). 

 

 

3.4.4. Dosagem de nitrito – determinação da produção de óxido nítrico 

 

 

 A produção de NO é obtida através da determinação do conteúdo total de 

nitrito/nitrato (NO2
- / NO3

-) no lavado articular através da concentração total nas 

amostras determinada espectrofotometricamente pela reação de Griess. O nível total 

de NO2
- / NO3

- foi determinado com NO3
- das amostras (0,04 mL) convertido em NO2

- 

pela incubação em um solução de 0,04 mL de nitrato redutase, NADPH, KH2PO4 e 

água destilada “overnight”.  Utilizam-se placas de 96 poços, adicionando 80 µL da 

amostra experimental em cada poço, em duplicata. Uma série de diluições da curva-

padrão de referência de NO–
2 (640 µM, 320 µM, 160 µM, 80 µM, 40 µM, 20 µM, 10 

µM, 5 µM, 2,5 µM, 1,25 µM e 0,625 µM) é preparada. A seguir, são colocados 80 µL 

da solução de Griess (2% de sufanilamida, ácido fosfórico 5%, NEED e água 

destilada) em cada poço. A coloração púrpura/magenta aparece imediatamente e é 

medida em leitor de placas com filtro de 540 nm. Os valores obtidos para as 

amostras experimentais são comparados com os obtidos para curva padrão. A 

coloração é estável por até 30 min. 

 

 

 

 



3.4.5. Análise histopatológica da ATM 

 

 

 Nos períodos de 6 h, 10 e 21 d, após administração de zymosan, os animais 

foram anestesiados com hidrato de cloral 10%, sacrificados por decapitação e 

exsangüinação e tiveram suas ATMs removidas. As articulações foram fixadas em 

formol 10% por 24 h, desmineralizados em ácido nítrico 5%, mantidas em ácido 

sulfúrico 5% por 24 h e depois em água corrente por mais 24 h. Após foram 

desidratados, embebidos em parafina e seccionados no longo eixo da ATM, em 

secções de 4 µm, que incluíam côndilo, cartilagem articular, tecido periarticular e 

disco articular para coloração pelos métodos de eosina-hematoxilina e Tricrômio de 

Mallory.  

 Para as amostras nas quais foi utilizada coloração hematoxilina-eosina (HE), 

a região articular foi analisada em microscópio óptico Leica acoplado a computador 

com aumento de 40 x utilizando os escores de 0 a 4 de acordo com a intensidade 

dos achados, considerando influxo celular inflamatório na membrana sinovial (MS), 

espessamento da MS, fibrose da MS, influxo celular inflamatório para o tecido 

periarticular e influxo celular inflamatório no tecido muscular esquelético. Para 

visualização dos tipos celulares presentes em cada fase da artrite, utilizamos 

aumento de 400 x. 

 Para as amostras nas quais foi utilizada coloração de tricrômio de Mallory 

(TM), a região articular foi analisada em microscópio óptico acoplado a computador 

com aumento de 40 x utilizando os escores de 0 a 4 de acordo com a intensidade 

dos achados, considerando nível de fibrose da cartilagem articular, nível de fibrose 

da MS, do disco articular e do tecido periarticular. Em ambas as colorações, foi 

realizado estudo cego para atribuir os parâmetros histopatológicos às amostras. 

 

 

3.4.6. Estudo da reação de imunohistoquímica para NOSi 

 

 

Imunohistoquímica para NOSi foi realizada utilizando método de 

estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU et al., 1981). Na 6ª h após administração de 



zymosan, os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 10%, sacrificados por 

decapitação e exsangüinação e tiveram suas ATMs removidas. As articulações 

foram fixadas em formol 10% por 24 h e desmineralizados por EDTA a 5%. Após 

foram desidratados, embebidos em parafina e seccionados no longo eixo da ATM, 

em secções de 4 µm, que incluíam côndilo, cartilagem articular, tecido periarticular e 

disco articular em lâminas microscópicas de poli-L-lisina. Os cortes foram 

desparafinizados e reidratados em xileno e álcool. Após recuperação com antígeno, 

peroxidase endógena foi realizada (15 min) com 3% (v/v) de peróxido de hidrogênio 

e lavada em tampão fosfato (PBS). Os cortes fora incubados “overnight” (4oC) com 

anticorpo primário anti-NOSi de coelho diluído 1:100 em PBS com albumina sérica 

bovina (PBS-BSA). Os cortes foram então incubados com “biotinylated goat anti-

rabbit”; diluído 1:400 em PBS-BSA. Depois de lavado, os cortes foram incubados 

com “avidin-biotin-horseradish peroxidase” conjugada (Strep ABC complexo pela 

Vectastain� ABC Reagent e solução de substrato de peroxidase) por 30 minutos, de 

acordo com o protocolo de Vectastain. NOSi foi visualizada com o cromógeno 

3,3`diaminobenzidine (DAB). Controles negativos foram processados 

simultaneamente como descrito acima, sendo que o primeiro anticorpo foi 

substituído por PBS-BSA 5%. Nenhum dos controles negativos mostraram 

imunoreatividade para NOSi. Os cortes foram corados com hematoxilina, 

desidratados em uma série de concentrações de álcool, clareados em xilol e, em 

seguida, a lâmínula foi colocada. 

 

 

4. Modulação farmacológica 

 

 

 Com a finalidade de estudarmos o efeito de inibidores da síntese de NO na 

fase aguda da artrite na ATM de ratos induzida por zymosan, utilizamos, 

profilaticamente, L-NG–nitroarginina metil éster (L-NAME) e N-((3-(aminnoetil) fenil) 

metil) etanimidamida (1400W) nos grupos experimentais que foram tratados 30 min 

antes da injeção de Zy. 

 

 

 



4.1. Inibidores da síntese de óxido nítrico 

 

 

• L-NAME: inibidor não seletivo de NOS, diluído em solução salina estéril 

(0,9%), foi administrado nas doses de 10, 30 ou 100 mg/kg i.p. 

 

• 1400W: inibidor seletivo da NOSi, diluído em solução salina estéril (0,9%),  foi 

administrado nas doses 0,5 ou 1 mg/kg s.c. 

 

 

5. Análise estatística 

 

 

Os resultados foram expressos como média + erro padrão da média (EPM). 

As médias dos vários procedimentos experimentais foram comparadas utilizando 

a análise de variância (ANOVA), e a significância entre os grupos estabelecida 

pelo teste Bonferroni. Para análise dos resultados da dosagem da atividade de 

MPO, utilizou-se teste t para dados pareados. À análise histopatológica, os dados 

foram expressos em medianas e foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e Dunn´s 

para diferenciação estatística. O número (n) de animais por grupo experimental foi 

no mínimo 5. A significância mínima foi aceita ao nível de p<0,05.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                          

IIVV..  RREESSUULLTTAADDOOSS  

 

 



 

IV. RESULTADOS 

 
 
 
1. Modelo experimental de artrite na ATM induzida por zymosan em ratos 

 

 

1.1. Estudo da dose-resposta 

 

 

  A injeção de Zy 2 mg na articulação temporomandibular esquerda de ratos foi 

capaz de induzir inflamação na ATM de forma significativa (p<0,05) em comparação 

ao grupo controle, o mesmo não ocorrendo com as demais doses de zymosan, 

observados através da contagem de leucócitos totais no líquido sinovial articular na 

6ª hora após indução da artrite (figura 2).  

 

 

1.2. Estudo da cinética do influxo celular no líquido sinovial 

 

 

  Observou-se, a partir da contagem do influxo celular no líquido sinovial 

articular, que na 6ª h após indução da artrite na ATM por Zy 2 mg houve pico de 

influxo celular (p<0,05) comparado ao grupo controle, caracterizando processo 

inflamatório agudo, diminuindo após 1 dia, embora ainda permaneça 

significativamente maior em relação ao grupo controle durante 1º (p<0,05) e 2º 

(p<0,05) dias após indução da artrite na ATM (figura 3). 
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Figura 2. Curva dose-resposta da migração de leucócitos totais no líquido 

sinovial da ATM de ratos induzida por zymosan (Zy). Administração i.art. de 40 

µL de Zy na ATM de ratos nas doses de 0,25; 0,5; 1 e 2 mg. O grupo controle (C) 

recebeu 40 µL solução salina i.art. A contagem celular do fluido sinovial foi realizada 

na 6ª h após a indução da artrite. Zy 2 mg foi capaz de induzir aumento da migração 

celular registrada no fluido sinovial na 6ª h após indução da artrite. Os dados 

representam uma média ± epm (n=6). *p<0,05 em relação ao grupo controle (C) 

(ANOVA, Bonferroni).          
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Figura 3. Cinética da migração leucocitária da artrite na ATM de ratos induzida 

por zymosan (Zy). A artrite na ATM de ratos foi induzida pela administração i.art. 40 

µL de Zy 2 mg.  O grupo controle (C) recebeu 40 µL solução salina i.art. A contagem 

celular do líquido sinovial foi realizada nos tempos 3 h, 6 h, 1, 2, 3 , 5, 7 e 10 d após 

a indução da artrite. Zy 2 mg foi capaz de induzir aumento da migração celular 

registrada no fluido sinovial na 6ª h, 1 e 2 d após indução da artrite. Os dados 

representam uma média ± epm (n=6). *p<0,05, em relação ao grupo controle (C) 

(Teste t).          

 

 

 

 

 

 

 



1.3. Estudo do extravasamento de azul de Evans / Análise da permeabilidade 

vascular 

 

 

O influxo celular no líquido sinovial é acompanhado de aumento da 

permeabilidade vascular na ATM dos animais, que apresentou pico de 

extravasamento plasmático na 6ª h após indução da artrite por Zy de forma 

significativa (p<0,05) em relação ao grupo controle, permanecendo 

significativamente na 24ª h (p<0,05) comparado ao grupo controle (figura 4). 

 

 

1.4. Estudo da atividade de mieloperoxidase 

 

 

 O aumento da contagem de leucócitos totais no líquido sinovial e o aumento 

da permeabilidade vascular na ATM dos animais foram acompanhados pelo 

aumento da atividade de mieloperoxidase nos tecidos articulares, que se apresenta 

elevada na 6ª hora após indução da artrite na ATM por Zy 2 mg de forma 

significativa (p<0,05) comparado ao grupo controle (figura 5). 

 

 

1.5. Estudo da dosagem de nitrito/nitrato – determinação da produção de 

óxido nítrico 

 

 

  A administração i.art. de Zy nas doses de 1 e 2 mg promoveu formação 

significante (p<0,05) de nitrito/nitrato no líquido sinovial articular na 6ª h após 

indução da artrite na ATM, quando comparado ao grupo controle, avaliada através 

da reação de Griess (figura 6). 
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Figura 4. Estudo do extravasamento de azul de Evans / análise da 

permeabilidade vascular da artrite na ATM em ratos induzida por zymosan (Zy). 

A artrite na ATM de ratos foi induzida através da administração de 40µL de Zy 2 

mg/i.art.. O grupo controle (C) recebeu 40µL solução salina i.art. Azul de Evans 25 

mg/kg foi injetado 30 minutos antes do sacrifício via i.v., na veia da calda. Os 

animais foram sacrificados nos tempos 1, 6 e 24 h após indução da artrite, e suas 

ATMs esquerdas removidas. Zy 2 mg foi capaz de aumentar na 6ª e 24ª h após 

indução da artrite a permeabilidade vascular detectada através do extravasamento 

do Azul de Evans. Os dados representam uma média ± epm (n=6). *p<0,05 em 

relação ao grupo controle (C) (ANOVA, Bonferroni).          
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Figura 5. Estudo da atividade de mieloperoxidase na artrite da ATM de ratos 

induzida por zymosan (Zy). A artrite na ATM de ratos foi induzida através da 

administração de 40µL de Zy 2 mg/i.art.. O grupo controle (C) recebeu 40µL solução 

salina i.art. Os animais foram sacrificados na 6ª h após indução da artrite, e suas 

ATMs esquerdas removidas para análise da atividade de mieloperoxidase. Zy 2 mg 

foi capaz de aumentar atividade de mieloperoxidase (MPO) na 6ª após indução da 

artrite. Os dados representam uma média ± epm (n=6). *p<0,05 em relação ao grupo 

controle (C) (Teste t).      
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Figura 6. Estudo da dosagem de nitrito/nitrato – determinação da produção de 

óxido nítrico da artrite na ATM de ratos induzida por zymosan (Zy). A artrite na 

ATM de ratos foi induzida através da administração de 40µL de Zy 2 mg/i.art.. O 

grupo controle (C) recebeu 40µL solução salina i.art. Administrou-se zymosan i.art. 

de nas doses de 0,5; 1 e 2 mg. Os animais foram sacrificados na 6ª h, e o líquido 

sinovial foi coletado para dosagem de nitrito/nitrato através da reação de Griess. Zy 

1 e 2 mg aumentaram a concentração de NO-
2 / NO-

3 na 6ª após indução da artrite.  

Os dados representam uma média ± epm (n=6). *p<0,05 em relação ao grupo 

controle (C) (ANOVA, Bonferroni).          

 

 

 

 

 



1.6. Análise histopatológica da ATM  

 

 

 As tabelas 1 e 2 representam os escores atribuídos à análise histopatológica 

das ATMs comparando valores entre grupos controle e grupos com artrite na ATM 

induzida por zymosan nos tempo 6 h, 10 e 21 d após indução da artrite através das 

colorações hematoxilina-eosina (HE) e tricrômio de Mallory (TM), respectivamente.  

A análise histopatológica da ATM, realizada através da coloração HE, 

mostrou diferença significativa na 6ª hora, 10º e 21º dias após indução da artrite 

entre os grupos controle e Zy 2 mg. Na 6ª hora após indução da artrite, observou-se 

infiltrado celular inflamatório na membrana sinovial (MS), no tecido conjuntivo 

periarticular, no tecido muscular esquelético e espessamento da MS, não 

apresentando ainda fibrose da MS. No 10º d após indução da artrite, já se observa 

fibrose da MS, continuando a apresentar infiltrado celular inflamatório na MS, no 

tecido conjuntivo periarticular, no tecido muscular esquelético e hiperplasia da MS. 

No 21º d após indução da artrite, observou-se infiltrado celular inflamatório na 

membrana sinovial, hiperplasia e fibrose na MS, estando reduzida a infiltração 

celular no tecido conjuntivo periarticular e no tecido muscular esquelético. Esses 

achados podem ser vistos através de fotomicrografias da ATM (figura 7). Os tipos 

celulares presentes na 6ª hora após indução da artrite são predominantemente 

polimorfonucleares (neutrófilos) caracterizando a inflamação aguda. Neste momento 

podemos observar também presença de edema na MS. Já distinguindo a fase 

crônica da artrite, no 10º d após indução da mesma, as células inflamatórias 

presentes são predominantemente mononucleares (linfócitos e macrófagos) 

apresentando proliferação de fibroblastos. No 21º d após indução da artrite, 

encontram-se também células mononucleares (linfócitos e macrófagos) assim como 

fibroblastos, associados à intensa deposição de fibras colágenas, e observa-se a 

presença de neovascularização na membrana sinovial articular. Esses achados 

podem ser vistos através de fotomicrografias da sinóvia da ATM (figura 8). 

 A análise histopatológica da ATM, realizada através da coloração TM, que 

promove coloração de fibras colágenas em azul, mostrou diferença significativa entre 

os grupos controle e Zy 2 mg apenas no 10º e 21º dias após indução da artrite. No 

10º d após indução da artrite, já se observa fibrose da membrana sinovial, da 

cartilagem articular e do tecido periarticular, sendo estatisticamente significante 



Tabela 1. Análise histopatológica da artrite na ATM de ratos induzida por 

zymosan através da coloração pelo método hematoxilina-eosina (HE). 

 

 

  
Infiltrado 

celular MS 
Espessamento 

MS   

Infiltrado 
celular tec 

periarticular 

Infiltrado 
celular tec 
muscular Fibrose MS 

C 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 

Zy 6h 2,5 (1-3)* 3 (0-3)* 4 (4-4)* 3 (2-4)* 0(0-0) 

Zy 10d 3,5 (2-4)* 3 (2-3)* 4 (4-4)* 1,5 (1-3)* 2,5 (1-4)* 

Zy 21d 3 (2-4)* 4 (2-4)* 3 (3-4) 1 (1-2) 3 (2-4)* 
 

 

 A artrite na ATM foi induzida através da administração de 40µL de Zy 2 

mg/i.art.. O grupo controle (C) recebeu 40µL solução salina i.art. Os animais foram 

sacrificados nos tempos 6 h, 10 e 21 d após indução da artrite, e suas ATMs 

esquerdas removidas e processadas para coloração pelo método HE. Os dados 

representam Mediana e variação de pelo menos 5 animais, em que foram 

considerados para análise os seguintes parâmetros: infiltrado celular inflamatório na 

membrana sinovial (MS), espessamento da MS, influxo celular inflamatório para o 

tecido periarticular, influxo celular inflamatório no tecido muscular esquelético e 

fibrose da MS.  *p<0,05, em relação ao grupo controle (C) (Kruskal-Wallis, Dunn´s).          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 2. Análise histopatológica da artrite na ATM de ratos induzida por 

zymosan através da coloração pelo método tricrômio de Mallory (TM). 

 

           

  

Fibrose 
cartilagem 
articular 

Fibrose MS Fibrose disco 
articular 

Fibrose 
tecido 

periarticular 

C 1 (0-1) 0 (0-1) 1 (0-2) 0 (0-1) 

Zy 6h 1 (0-2) 0 (0-0) 2 (2-3) 1 (1-2) 

Zy 10d 2,5 (1-3) 2 (1-3) 4 (3-4)* 2,5 (1-3) 

Zy 21d 4 (3-4)* 2,5 (1-4)* 4 (3-4)* 3 (3-4)* 
 

 

 A artrite na ATM foi induzida através da administração de 40µL de Zy 2 

mg/i.art.. O grupo controle (C) recebeu 40µL solução salina i.art. Os animais foram 

sacrificados nos tempos 6 h, 10 e 21 d após indução da artrite, e suas ATMs 

esquerdas removidas e processadas para coloração pelo método TM. Os dados 

representam Mediana e variação de pelo menos 5 animais, em que foram 

considerados para análise os seguintes parâmetros: fibrose da cartilagem articular, 

nível de fibrose da MS, nível de fibrose do disco articular e nível de fibrose do tecido 

periarticular. *p<0,05, em relação ao grupo controle (C) (Kruskal-Wallis, Dunn´s).     
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Figura 7. Fotomicrografias de ATMs de ratos  normais, de animais submetidos 

à artrite por Zy agudo (6 h) e crônico (10 e 21 d) obtidos através da coloração 

pelo método hematoxilina-eosina (HE). A artrite na ATM foi induzida através da 

administração de 40µL de Zy 2 mg/i.art.. O grupo controle (C) recebeu 40µL solução 

salina i.art. Os animais foram sacrificados nos tempos 6 h, 10 d e 21 d após indução 

da artrite, e suas ATMs esquerdas removidas e processadas para coloração pelo 

método HE. (A): ATM de animais normais, sem artrite. (B): ATM de animais com 

artrite aguda sacrificados na 6ª h após indução da artrite mostrando infiltrado celular 

inflamatório na membrana sinovial (MS), no tecido conjuntivo periarticular, no tecido 

muscular esquelético e espessamento da MS. (C): ATM de animais com artrite 

crônica sacrificados no 10º d após indução da artrite mostrando infiltrado celular 

inflamatório na MS, no tecido conjuntivo periarticular, no tecido muscular esquelético, 

espessamento e fibrose da MS. (D): ATM de animais com artrite crônica sacrificados 

no 21º d após indução da artrite mostrando infiltrado celular inflamatório na 

membrana sinovial, aumento do espessamento e da fibrose na MS.  Aumento de 

40x. C: côndilo; CA: cartilagem articular; DA: disco articular; MS: membrana sinovial; 

TPA: tecido periarticular; TME: tecido muscular esquelético. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

    

              

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Figura 8. Fotomicrografias da membrana sinovial da ATM de ratos normais, de 

animais submetidos à artrite por Zy agudo (6 h) e crônico (10 e 21 d) obtidos 

através da coloração pelo método hematoxilina-eosina (HE). A artrite na ATM foi 

induzida através da administração de 40µL de Zy 2 mg/i.art.. O grupo controle (C) 

recebeu 40µL solução salina i.art. Os animais foram sacrificados nos tempos 6 h, 10 

d e 21 d após indução da artrite, e suas ATMs esquerdas removidas e processadas 

para coloração pelo método HE. (A): ATM de animais normais, sem artrite. (B): ATM 

de animais com artrite aguda sacrificados na 6ª h após indução da artrite mostrando 

edema e infiltrado celular inflamatório com predominância de polimorfonucleares. 

(C): ATM de animais com artrite crônica sacrificados no 10º d após indução da artrite 

mostrando fibrose, neovascularização e infiltrado celular inflamatório com 

predominância de monocucleares. (D): ATM de animais com artrite crônica 

sacrificados no 21º d após indução da artrite mostrando infiltrado celular inflamatório 

com predominância de monocucleares e aumento da fibrose e dos fibroblastos.  

Aumento de 400x. seta preta: células polimorfonucleares; seta vermelha: células 

mononucleares; seta azul: microcirculação; seta verde: fibroblastos. 
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Figura 9. Fotomicrografias de ATMs de ratos  normais, de animais submetidos 

à artrite por Zy agudo (6 h) e crônico (10 e 21 d) obtidos através da coloração 

pelo método tricrômio de Mallory (TM). A artrite na ATM foi induzida através da 

administração de 40µL de Zy 2 mg/i.art.. O grupo controle (C) recebeu 40µL solução 

salina i.art. Os animais foram sacrificados nos tempos 6 h, 10 d e 21 d após indução 

da artrite, e suas ATMs esquerdas removidas e processadas para coloração pelo 

método TM. (A): ATM de animais normais, sem artrite. (B): ATM de animais com 

artrite aguda sacrificados na 6ª h após indução da artrite. (C): ATM de animais com 

artrite crônica sacrificados no 10º d após indução da artrite mostrando fibrose do 

disco articular e início de fibrose na membrana sinovial, na cartilagem articular e no 

tecido periarticular. (D): ATM de animais com artrite crônica sacrificados no 21º d 

após indução da artrite mostrando intensa fibrose do disco articular, da membrana 

sinovial, da cartilagem articular e do tecido periarticular.  Aumento de 40x.  

 

 

 

          

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



apenas a fibrose do disco articular. No 21º d após indução da artrite, observa-se 

aumento da fibrose da membrana sinovial, da cartilagem articular, do tecido 

periarticular e do disco articular. Esses achados podem ser vistos através de 

fotomicrografias da ATM (figura 9). 

 

 

1.7. Estudo da reação de imunohistoquímica para NOSi 

 

 

O estudo da reação da expressão por imunohistoquímica de NOSi na ATM na 

6ª hora após indução da artrite por Zy mostrou aumento da expressão de NOSi nos 

cortes da ATM de animais com artrite em relação aos animais sem artrite. Em 

animais sem artrite na ATM já se observa marcação celular para a enzima NOSi, 

sendo esta marcação mais acentuada nos animais com artrite na ATM induzida por 

Zy. Os tipos celulares que apresentaram marcação para NOSi, ou seja, os tipos 

celulares que expressaram a enzima indutiva, foram os condrócitos do disco articular 

e da cartilagem articular e as células sinoviais. As fotomicrografias mostram ATM de 

animais sem artrite na ATM (A e B), ATM de animais definidas como controle 

negativo, que são animais submetidos à artrite sem incubação das lâminas com 

anticorpo anti-NOSi (C e D), e ATM de animais submetidos à artrite na ATM cujas 

lâminas foram incubadas com anticorpo anti-NOSi (E e F) e, portanto, apresentam a 

coloração marrom característica das células marcadas através da reação de 

imunohistoquímica para NOSi (figura 10).  
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Figura 10. Fotomicrografias de ATMs de ratos normais e de animais 

submetidos à artrite por zymosan (Zy) agudo (6 h) obtidas após reação de 

imunohistoquímica para NOSi. (A e B): ATM de animais sem artrite na ATM 

(aumento 40x e 100x, respectivamente) mostrando marcação de condrócitos e de 

células sinoviais. (C e D): controle negativo (cortes que não foram incubados com 

anticorpo anti-NOSi) - ATM de animais com artrite induzida por Zy (aumento 40x e 

100x, respectivamente) não apresentando marcação para NOSi . (E e F): ATM de 

animais com artrite induzida por Zy (aumento 40x e 100x, respectivamente) 

mostrando notório aumento de imunomarcação para NOSi em condrócitos e 

sinoviócitos.  

 

 

 

 

 

 



2. Efeito da administração de inibidores da síntese de óxido nítrico 

 

  

2.1  Efeito do L-NAME e do 1400W sobre o influxo celular no líquido sinovial 

 

 

  A administração de L-NAME (100 mg/kg) e de 1400W (1 mg/kg) reduziu de 

forma significativa (p<0,05) a contagem do número de células do líquido sinovial na 

6ª hora após a indução da artrite na ATM quando comparado ao grupo não-tratado 

(NT) (figura 11 e 12). As demais doses não foram capazes de reduzir o influxo 

celular para o líquido sinovial articular de animais com artrite na ATM induzida por 

zymosan. 

 

 

2.2 Efeito do L-NAME e do 1400W sobre extravasamento de azul de Evans / 

Análise da permeabilidade vascular 

 

 

À análise da permeabilidade vascular, observou-se que a administração de L-

NAME (100 mg/kg) e de 1400W (1 mg/kg)  reduziu de forma significativa (p<0,05) o 

extravasamento de azul de Evans na 6ª h após indução da artrite por zymosan 

quando comparado ao grupo não-tratado (NT), achado que está de acordo com a 

redução do infiltrado celular proporcionado pela administração dessas mesmas 

drogas (figura 13). 
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Figura 11. Efeito da administração de L-NAME sobre influxo celular no líquido 

sinovial na artrite da ATM de ratos induzida por zymosan (Zy). A artrite na ATM 

foi induzida através da administração de 40 µL de Zy 2 mg/i.art.. O grupo controle 

(C) recebeu 40 µL solução salina i.art. O grupo não-tratado (NT) representa animais 

com artrite que receberam salina i.p.. L-NAME nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg 

(i.p.) foi administrado 30 min antes da indução da artrite na ATM. A contagem de 

células no líquido articular foi registrada na 6ª h. L-NAME 100 mg/kg foi capaz de 

reduzir o aumento do influxo celular no líquido sinovial articular. Os dados 

representam uma média ± epm (n=6). *p<0,05 em relação ao grupo controle (C),  

+p<0,05 em relação ao grupo não-tratado (NT). (ANOVA, Bonferroni).          
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Figura 12. Efeito da administração de 1400 W sobre influxo celular no líquido 

sinovial na artrite da ATM de ratos induzida por zymosan (Zy). A artrite na ATM 

foi induzida através da administração de 40 µL de Zy 2 mg/i.art.. O grupo controle 

(C) recebeu 40 µL solução salina i.art. O grupo não-tratado (NT) representa animais 

com artrite que receberam salina s.c.. 1400 W nas doses de 0,5 e 1 mg/kg (s.c.) foi 

administrado 30 min antes da indução de artrite na ATM. A contagem de células no 

líquido articular foi registrada na 6ª h. 1400 W 1 mg/kg foi capaz de reduzir o 

aumento do influxo celular no líquido sinovial articular. Os dados representam uma 

média ± epm (n=6). *p<0,05 em relação ao grupo controle (C), +p<0,05 em relação 

ao grupo não-tratado (NT). (ANOVA, Bonferroni).          
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Figura 13. Efeito da administração de L-NAME e de 1400 W sobre concentração 

de Azul de Evans na artrite da ATM de ratos induzida por zymosan. A artrite na 

ATM foi induzida através da administração de 40 µL de Zy 2 mg/i.art.. O grupo 

controle (C) recebeu 40 µL solução salina i.art. O grupo não-tratado (NT) representa 

animais com artrite que receberam salina i.p ou s.c.. L-NAME 100 mg/kg (i.p.) ou 

1400 W 1 mg/kg (s.c.)  foram administrados 30 min antes da indução de artrite na 

ATM. Os animais foram sacrificados na 6ª h após indução da artrite, e sua ATM 

esquerda retirada para análise da concentração de Azul de Evans. L-NAME 100 

mg/kg e 1400 W 1 mg/kg foram capazes de reduzir o aumento do extravasamento 

de Azul de Evans induzido por Zy. Os dados representam uma média ± epm (n=6). 

*p<0,05 em relação ao grupo controle (C), +p<0,05 em relação ao grupo não-tratado 

(NT). (ANOVA, Bonferroni).          

 

 

 



2.3 Efeito do L-NAME e do 1400W sobre análise histopatológica 

 

 

A tabela 3 mostra o efeito da administração de L-NAME (100 mg/kg, i.p.) e de 

1400W (1 mg/kg, s.c.) sobre as alterações histopatológicas da artrite na ATM, 

através da coloração hematoxilina-eosina. Tanto L-NAME quanto 1400W foram 

capazes de reverter o quadro inflamatório na ATM de ratos na 6a h após indução da 

artrite por Zy de forma significativa (p<0,05) em relação ao grupo não-tratado (NT). 

Nos grupos tratados com L-NAME ou 1400W, podemos observar redução dos 

parâmetros em nível de normalidade, assemelhando-se ao grupo controle (C), com 

redução do infiltrado celular na membrana sinovial (MS), no tecido conjuntivo 

periarticular, no tecido muscular esquelético e do espessamento da MS. Esses 

achados podem ser vistos através de fotomicrografias da ATM (figura 14).  

 

 

2.4 Efeito do L-NAME e do 1400W sobre a reação de imunohistoquímica 

para NOSi 

 

 

Observou-se diferença quanto à expressão da enzima NOSi em condrócitos 

do disco articular e da cartilagem articular e em sinoviócitos entre os animais com 

artrite na ATM induzida por Zy e os animais com artrite nos quais foram 

administrados L-NAME (100 mg/kg, i.p.) ou 1400W (1 mg/kg, s.c.). Nos animais 

tratados com L-NAME, houve redução da expressão da enzima NOSi, sendo esta 

redução mais evidente nos animais nos quais se administrou 1400 W, visto este ser 

inibidor seletivo para NOSi (figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 3. Efeito da administração de L-NAME e de 1400W sobre análise 

histopatológica da artrite na ATM de ratos induzida por zymosan através da 

coloração pelo método HE. 

 

 

  
Infiltrado 

celular MS 
Espessamento 

MS   

Infiltrado 
celular tec 

periarticular 

Infiltrado 
celular tec 
muscular Fibrose MS 

C 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 

NT 2,5 (1-3)* 3 (0-3)* 4 (4-4)* 3 (2-4)* 0(0-0) 

L-NAME 0,5 (0-1)+ 0 (0-0)+ 1 (0-2)+ 0 (0-0)+ 0 (0-0) 

1400 W 0 (0-0)+ 0 (0-0)+ 1 (0-2)+ 0 (0-0)+ 0 (0-0) 
 

 

  A artrite na ATM foi induzida através da administração de 40µL de Zy 2 

mg/i.art.. O grupo controle (C) recebeu 40µL solução salina i.art.. O grupo não-

tratado (NT) representa animais com artrite que receberam salina i.p ou s.c.. L-

NAME 100 mg/kg (i.p.) ou 1400 W 1 mg/kg (s.c.) foram administrados 30 min antes 

da indução de artrite na ATM. Os animais foram sacrificados na 6ª h após indução 

da artrite, e suas ATMs esquerdas removidas para realização de cortes seriados, 

processados para coloração pelo método HE. L-NAME 100 mg/kg e 1400 W 1 mg/kg 

foram capazes de reverter o quadro inflamatório na ATM de ratos com artrite. Os 

dados representam Mediana e variação de pelo menos 5 animais, em que foram 

considerados para análise os seguintes parâmetros: infiltrado celular inflamatório na 

membrana sinovial (MS), espessamento da MS, influxo celular inflamatório para o 

tecido periarticular, influxo celular inflamatório no tecido muscular esquelético e 

fibrose da MS.  * p<0,05 em relação ao grupo controle (C). + p<0,05 em relação ao 

grupo  não-tratado (NT) (Kruskal-Wallis, Dunn´s).          
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Figura 14. Fotomicrografias de ATMs de ratos normais, de animais submetidos 

à artrite aguda por zymosan (Zy) (6 h) e com administração de L-NAME e de 

1400W obtidos através da coloração pelo método hematoxilina-eosina (HE). A 

artrite na ATM foi induzida através da administração de 40µL de Zy 2 mg/i.art.. O 

grupo controle (C) recebeu 40µL solução salina i.art.. L-NAME 100 mg/kg (i.p.) ou 

1400 W 1 mg/kg (s.c.) foram administrados 30 min antes da indução de artrite na 

ATM. Os animais foram sacrificados na 6ª h após indução da artrite, e suas ATMs 

esquerdas removidas para realização de cortes seriados, processados para 

coloração pelo método HE. (A): ATM de animais normais, sem artrite. (B): ATM de 

animais com artrite aguda sacrificados na 6ª h após indução da artrite mostrando 

infiltrado celular inflamatório na membrana sinovial (MS), no tecido conjuntivo 

periarticular, no tecido muscular esquelético e espessamento da MS. (C): ATM de 

animais com artrite que receberam L-NAME, mostrando ausência de infiltrado celular 

inflamatório no tecido muscular esquelético e de espessamento da MS, e leve influxo 

celular inflamatório para MS e para o tecido periarticular. (D): ATM de animais com 

artrite que receberam 1400 W, mostrando ausência de infiltrado celular inflamatório 

na membrana sinovial (MS), de espessamento da MS, de influxo celular inflamatório 

no tecido muscular esquelético e de fibrose da MS, e leve influxo celular inflamatório 

para o tecido periarticular. Aumento de 40x. C: côndilo; CA: cartilagem articular; DA: 

disco articular; MS: membrana sinovial; TPA: tecido periarticular; TME: tecido 

muscular esquelético. 
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Figura 15. Fotomicrografias de ATMs de ratos submetidos à artrite aguda por 

zymosan (Zy) (6 h) e com administração de L-NAME e de 1400W obtidas pela 

reação de imunohistoquímica para NOSi. (A e B): ATM de animais com artrite 

induzida por Zy (aumento 40x e 100x, respectivamente) mostrando imunomarcação 

para NOSi em condrócitos e sinoviócitos. (C e D): ATM de animais com artrite que 

receberam L-NAME, mostrando redução da expressão da enzima NOSi (aumento 

40x e 100x, respectivamente).  (E e F): ATM de animais com artrite que receberam 

1400 W, mostrando mais evidente redução da expressão da enzima NOSi (aumento 

40x e 100x, respectivamente).  

 

 

 

 

 

 



                                                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VV..    DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  

 

 

 



V. DISCUSSÃO 

 

 

Neste trabalho, propomo-nos, inicialmente, montar um modelo experimental 

que se prestasse ao estudo das alterações inflamatórias na articulação 

temporomandibular. Desenvolvemos, então, um modelo de artrite na ATM induzida 

por zymosan, inédito na literatura, desenvolvido anteriormente na articulação de 

joelhos de ratos (ROCHA et al., 1999). Investigamos, neste modelo experimental, a 

migração celular e as alterações histopatológicas, tanto na fase aguda quanto na 

fase crônica.  Avaliamos, também, a possível participação do NO nesses eventos 

através da análise da liberação de nitrito/nitrato no lavado articular e da presença de 

NOSi detectada através de imunohistoquímica, assim como os efeitos dos inibidores 

da NOS.  

 Sabe-se que a articulação temporomandibular de ratos apresenta 

semelhanças com a articulação de humanos, comprovada através de análises 

histopatológica, histoquímica e imunohistoquímica, podendo, portanto, ser utilizada 

em estudos experimentais. Para desenvolver o modelo experimental, utilizamos 

animais com peso entre 160 e 220 g, o que corresponde à idade dos animais em 

torno de 8 semanas, visto já ter sido mostrado na literatura que a maturidade da 

ATM em ratos ocorre com 2 meses de idade (FURSTMAN, 1964; FUJITA & 

HOSHINO, 1989; NOZAWA-INOUE et al., 2003).  

Muitos estudos clínicos e investigações epidemiológicas têm mostrado uma 

maior prevalência para o sexo feminino no acometimento de DTM. Este fato é 

discutido na literatura provavelmente devido à presença de receptores de estrógeno 

nos tecidos articulares, apresentando os sinoviócitos tipo B (fibroblastos-símile) e 

condrócitos como alvos, ao papel do estrógeno no catabolismo da matriz 

cartilaginosa, além de haver aumento na sensibilidade de receptores de 

aminoácidos excitatórios na musculatura facial de fêmeas (ABUBAKER et al., 1993; 

WÄNMAN, 1996; KAPILA & XIE, 1998; KAMISAKA et al., 2000; CAIRNS et al., 2001; 

YAMADA et al., 2003). Devido a estes fatos, decidimos utilizar ratos fêmeas em 

nossos experimentos.  

Na artrite em joelho de ratos induzida por zymosan, Rocha et al. (1999) 

utilizaram Zy 1 mg para induzir a doença. Nossos resultados mostraram, entretanto, 

que apenas Zy na dose de 2 mg foi capaz de induzir a artrite na ATM dos animais. 



Zamma, em 1983, já discutia as diferenças entre as articulações de joelho e a ATM, 

relatando que na ATM existe maior número de camadas de estruturas de fibras 

colágenas na zona transicional da cartilagem articular comparada à articulação de 

joelho, propondo uma razão pela qual a indução da artrite na ATM é mais difícil de 

ser conseguida, afirmativa esta que foi ratificada posteriormente por Nozawa-Inoue 

et al. (1998, 2003).  

Para estudar migração celular utilizamos os parâmetros contagem do número 

de leucócitos totais no líquido sinovial e ensaio de mieloperoxidase (MPO). A 

cinética do influxo celular, através da contagem do número de leucócitos totais no 

líquido sinovial, mostrou aumento significativo do número total de células no lavado 

articular em ATM com artrite quando comparado ao grupo controle, apresentando 

pico na 6ª hora, achado que se manteve significante até 2 dias após indução da 

artrite.  

Nenhum trabalho anteriormente realizou contagem do influxo celular no 

líquido sinovial da ATM de ratos; parâmetro que foi utilizado e que correspondeu aos 

nossos achados na artrite induzida por antígeno em coelhos (DE BRUM-

FERNANDES et al., 1992), na artrite induzida por imunocomplexo (ROCHA et al., 

1996) e por Zy em joelhos de ratos (BEZERRA, 2002). 

Uma vez que há grande influxo de leucócitos na fase aguda da artrite induzida 

por Zy, supõe-se que estes leucócitos sejam predominantemente neutrófilos. 

Ratificando essa hipótese, a dosagem da atividade de mieloperoxidase (MPO) 

(enzima presente nos grânulos azurófilos de neutrófilos) nos tecidos articulares 

encontrou-se aumentada na 6ª hora após indução da artrite na ATM por Zy.  Na 

artrite induzida por Zy em articulação de joelhos de ratos, a atividade de MPO 

também se mostrou elevada (BEZERRA, 2002). Foi ainda documentada a presença 

de MPO no líquido sinovial de pacientes com artrite reumatóide e de pacientes com 

desarranjos internos articulares na ATM (EDWARDS et al., 1988; ARINCI et al., 

2005). 

Medida do extravasamento de azul de Evans é um método visual e 

quantitativo seguro para se estudar inflamação, visto que azul de Evans se liga a 

proteínas plasmáticas. Sabe-se que um dos cinco pontos clássicos da inflamação é 

o edema causado pelo aumento da permeabilidade vascular e subseqüente 

extravasamento plasmático de fluidos e de proteínas. Portanto, durante inflamação, 

há extravasamento do azul de Evans ligados a proteínas plasmáticas que pode ser 



mensurado quantitativamente (HAAS et al., 1992; ROBBINS, 2002). Haas et al. 

(1992) e Fiorentino et al. (1999) descreveram anteriormente o uso da medida do 

extravasamento de azul de Evans em ATM de ratos nos quais foi aplicado óleo de 

mostarda, e mostraram que na fase sub-aguda, 30 min após indução da artrite, 

houve pico de extravasamento plasmático. Nosso trabalho é o primeiro a mostrar o 

extravasamento de azul de Evans na ATM na fase aguda e mesmo após 24 h, visto 

que o extravasamento plasmático apresentou pico na 6ª h após indução da artrite 

por Zy e se manteve durante as primeiras 24 h. 

Prosseguindo no estudo desse modelo, analisamos as alterações 

histopatológicas observadas após a indução da artrite na ATM por Zy em ratos. 

Nosso trabalho é o primeiro a relacionar parâmetros inflamatórios histopatológicos 

agudos e crônicos envolvendo as estruturas articulares e periarticulares, ressaltando 

que outros estudos mostraram histopatologia da ATM sem, entretanto, atribuir 

escores para análise estatística de todas essas estruturas (ZAMMA, 1983; HAAS et 

al., 1992; FUJITA & HOSHINO, 1989; GOULART et al., 2005). 

O presente trabalho mostrou que a injeção de Zy 2 mg na ATM de ratos foi 

capaz de induzir reação inflamatória nos tecidos articulares e periarticulares. Na fase 

aguda, ou seja, na 6ª hora após indução da artrite, observou-se infiltrado celular na 

membrana sinovial (MS), no tecido conjuntivo periarticular e no tecido muscular 

esquelético, sendo caracterizado predominantemente por células 

polimorfonucleares, e já se observou espessamento da MS. Corroborando com os 

achados de aumento da permeabilidade vascular através do aumento do 

extravasamento de azul de Evans, observamos também na histopatologia a 

presença de edema na MS. Em concordância com nossos achados, Haas et al. 

(1992) havia mostrado a presença de neutrófilos na fase aguda da inflamação na 

ATM induzida por óleo de mostarda. Goulart et al. (2005), entretanto, mostraram que 

hiperplasia da membrana sinovial na artrite da ATM induzida por carragenina e por 

fomalina só foi observada após 3 dias de indução da artrite, evidenciando curso 

diferente na progressão da doença dependente do estímulo inflamatório aplicado. 

Na fase crônica da artrite na ATM induzida por Zy, 10º e 21º dias após 

indução da artrite, observamos perpetuação dos parâmetros de infiltração celular, 

sendo os tipos celulares predominantes mononucleares, e de hiperplasia da MS. No 

21º dia após indução da artrite, entretanto, o infiltrado celular no tecido conjuntivo 

periarticular e no tecido muscular esquelético foi reduzido. Neste momento 



observou-se fibrose acentuada dos tecidos articulares e periarticulares, mostrando a 

tentativa dos tecidos em realizar sua reestruturação, porém de maneira 

desorganizada, causando perpetuação do processo inflamatório com formação de 

fibrose e, possivelmente, posterior perda da função e degradação das estruturas 

articulares. Zamma (1983) mostrou a presença de degeneração da cartilagem 

articular e do osso subcondral na artrite da ATM induzida pela inoculação 

intradérmica de CFA na escápula parietal de ratos, assim como formação de 

aderências, na 5ª semana após indução da artrite. Nosso trabalho não foi 

desenvolvido até a fase em que se pudessem observar alterações degenerativas 

nos tecidos articulares. Podemos inferir, entretanto, que a continuação das 

observações histopatológicas em nosso modelo experimental levaria a alterações 

degenerativas nos tecidos articulares, pois, segundo Yamaza et al. (2004), 

hiperplasia sinovial já é um indício de doença degenerativa na ATM. 

Goulart et al. (2005) observaram os achados histopatológicos até o 15º dia 

após indução da artrite por carragenina e por fomalina, mostrando que apenas 

injeção i.art. de formalina foi capaz de manter hiperplasia sinovial durante os 15 dias. 

Em nosso trabalho, entretanto, pudemos observar que, iniciando na fase aguda e 

perpetuando na fase crônica da artrite na ATM induzida por Zy, houve progressiva 

hiperplasia da membrana sinovial, com características de substituição da mesma por 

um tecido semelhante ao pannus reumatóide presente em pacientes com artrite 

reumatóide e na artrite por Zy em joelhos de ratos, o qual se caracteriza por 

apresentar intenso infiltrado mononuclear, hiperplasia da sinóvia, neoformação 

vascular, proliferação de fibroblastos e fibrose, já vistos a partir do 10º dia após 

indução da artrite, apresentando aumento no 21º dia. Nozawa-Inoue et al. (1998) 

também observaram aumento da vascularização da sinóvia após 21 dias de indução 

da artrite na ATM por inoculação intradérmica de adjuvante completo de Freud 

(CFA) na escápula parietal de ratos. Helmy et al. (1989) mostraram existir células 

nos tecidos sinoviais de humanos que são potencialmente angiogênicas, 

justificando, possivelmente, a formação de novos vasos na sinóvia na fase crônica 

da artrite. Esses achados, em comparação aos achados na literatura, mostram que 

esse modelo experimental de artrite na ATM induzida por Zy é confiável, pois 

apresenta as fases aguda e crônica semelhantes ao que encontramos em humanos, 

podendo ser reproduzido e utilizado para estudar a fisiopatologia das alterações 

inflamatórias e degenerativas nas DTMs. 



A disfunção temporomandibular é uma patologia complexa inferindo uma 

importante condição dolorosa ao paciente podendo resultar, cronicamente, em dor 

crônica, destruição das estruturas articulares e, em conseqüência, limitação de toda 

a função do sistema estomatognático. Foi demonstrada a presença de diversos 

mediadores inflamatórios em seus mecanismos fisiopatológicos.  

Foi descrita também a participação de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

na progressão da artrite nas DTMs (KAWAI et al., 2000). Sabe-se que ROS causam 

danos diretos em células, tecidos, vasos sangüíneos, e estimulam fatores de 

transcrição como fator de transcrição nuclear-�B (NF-�B). Uma vez ativado, NF-�B 

leva a uma “up-regulation” de muitos genes, incluindo aqueles que resultam na 

produção de mediadores inflamatórias, relatado anteriormente  como importantes na 

fisiopatologia das DTMs (HALL et al, 1995; KRENGER & FERRARA, 1996; SONNIS 

et al, 2000).  

Em trabalho de revisão de literatura, Chaves et al. (2005) sugeriram, 

baseados em seus dados e em dados da literatura, uma cascata de eventos 

envolvendo mediadores inflamatórios, enzimas condrolíticas e proteolíticas, células 

articulares e inflamatórias e terminal nervoso nociceptivo que caracterizam a 

evolução do quadro inflamatório articular na ATM (Anexo 1, figura 1). É sabido que a 

produção desses mediadores supracitados é capaz de desencadear a estimulação 

dos mesmos tipos celulares que os produziram a sintetizarem outros mediadores 

como óxido nítrico, mediador inflamatório estudado em nosso trabalho, e este, por 

sua vez, também é capaz de mediar atividade de alguns tipos celulares a produzirem 

outros mediadores como citocinas, prostaglandinas e enzimas que participam dos 

eventos inflamatórios e destrutivos articulares (AMIN & ABRAMSON, 1998).  

Para estudar a participação do NO na artrite induzida por Zy, utilizamos a 

análise da liberação de nitrito/nitrato no lavado articular e da presença de NOSi 

detectada através de imunohistoquímica. 

  Existem evidências do envolvimento do NO em diversas funções fisiológicas, 

assim como em condições patológicas como na periodontite (LEITÃO et al., 2004, 

2005), na cistite hemorrágica (SOUZA-FILHO et al., 1997) e na artrite reumatóide e 

osteoartrite (FARRELL et al., 1992; STICHTENOTH et al., 1995; UEKI et al., 1996; 

McINNES et al., 1996; GRABOWSKI et al., 1997; HILLIQUIN et al., 1997). Também 

foi demonstrada a participação do NO em pacientes com dor articular, sinovite, 



desarranjos internos articulares e osteoartrite nas DTMs (TAKAHASHI et al., 1996, 

1999, 2003; SUENAGA et al., 2000; HOMMA et al., 2001; NAGAI et al., 2003; 

YAMAZA et al., 2003, 2004). 

 Nosso modelo experimental ratifica os achados da literatura, pois mostrou que 

Zy 2 mg foi capaz de induzir aumento da concentração de nitrito/nitrato (produto da 

degradação do NO) no lavado articular de ratos com artrite na ATM na fase aguda 

da inflamação. Outros trabalhos mostraram aumento dos níveis de nitrito induzido 

por Zy em modelos de peritonite em camundongos (AJUEBOR et al., 1998) e em 

artrite no joelho (BEZERRA, 2002), este último mostrando que esse achado se 

perpetuou durante 21 dias, ou seja, até a fase crônica da artrite.  

 Esse aumento dos níveis de NO deve-se provavelmente a uma produção 

local desse mediador, pois o mesmo apresenta meia-vida curta e necessita, 

portanto, ser produzido localmente para exercer efeitos.  Foi demonstrado que NO é 

produzido por diversos tipos celulares como células endoteliais (LAMAS et al., 1992), 

macrófagos (DI ROSA et al., 1990), neutrófilos (WRIGHT et al. 1989), fibroblastos 

(WERNER-FELMAYER et al., 1990), osteoblastos e osteoclastos (EVANS & 

RALSTON, 1996), células neuronais (KNOWLES et al., 1989), sinoviócitos 

(MCINNES et al., 1996) e condrócitos (STADLER et al., 1991). 

As possíveis fontes de NO nos sítios inflamatórios articulares ainda causam 

divergências entre autores, mas se sabe que uma grande variedade de células pode 

expressar NOSi após exposição a estímulos inflamatórios. Nossos resultados 

evidenciaram, através da reação de imuhistoquímica para NOSi, a presença desta 

enzima em condrócitos e sinoviócitos na articulação temporomandibular de animais 

normais e aumento de sua expressão na articulação temporomandibular de animais 

com artrite na ATM. Outros autores já haviam mostrado a presença de NOSi em 

células sinoviais e vasculares na ATM de pacientes com sinovite, desarranjos 

internos articulares e osteoartrite (HOMMA et al., 2001; TAKAHASHI et al., 2003; 

NAGAI et al., 2003; YAMAZA et al., 2003).  

Grabowski et al. (1996) afirmaram que células articulares como condrócitos, 

sinoviócitos e osteoblastos são capazes de produzir NO estimuladas por citocinas 

como IL-1 e TNF�, não acontecendo o mesmo com leucócitos. Outros autores, 

entretanto, afirmaram que leucócitos infiltrantes como neutrófilos e linfócitos, assim 

como mastócitos e macrófagos são capazes de gerar grandes quantidades de NO 



(WEINBERG et al., 1995; WHEELER et al., 1997). Na artrite em joelho de ratos, 

Bezerra (2002) mostrou que uma das principais fontes de NO na articulação com 

artrite são os neutrófilos infiltrantes. Nosso estudo reitera essa afirmativa, sugerindo 

que tanto células articulares como condrócitos e sinoviócitos, quanto neutrófilos, 

principal leucócito encontrado na fase aguda da inflamação articular, são 

importantes fontes de NO articular nas DTMs.  

  Retomando o resultado descrito anteriormente, nosso trabalho mostrou a 

presença de NOSi em células articulares (condrócitos e sinoviócitos) de animais sem 

artrite na ATM.  Masuda et al., em 2002, haviam mostrado a presença de NOSi 

constitutivamente em células sinoviais tipo A (macrófagos-símile) e tipo B 

(fibroblastos-símile) também em ATMs normais, apesar de Grabowski et al. (1997), 

ressaltando que eles não avaliaram expressão da enzima na ATM, afirmarem que a 

expressão de NOSi se encontrava presente apenas em articulações com artrite.  

Apesar desse conflito de resultados, sugere-se a participação de NOSi na fisiologia 

da ATM provavelmente devido ao fato de ser esta uma articulação sujeita a contínuo 

estresse mecânico, havendo a necessidade de futuras pesquisas para elucidar o 

papel fisiológico desta enzima na ATM. Em outras regiões do organismo, como no 

sistema nervoso central, também já foi demonstrada a participação fisiológica da 

NOS induzida (SAHA & PAHAN; 2006; SEHARA et al., 2006). 

 Dando continuidade à análise da participação do NO no modelo de artrite na 

ATM induzida por Zy, avaliamos o efeito da administração de inibidores da NOS 

sobre a permeabilidade vascular, a migração celular, a análise histopatológica e a 

imunoretividade para NOSi. Vale ressaltar que nenhum outro trabalho utilizou como 

ferramenta farmacológica inibidores da síntese de NO em modelos de artrite na 

ATM. 

Os resultados mostraram que tanto a administração de L-NAME (100 mg/kg) 

quanto de 1400W (1 mg/kg)  30 minutos antes da indução da artrite na ATM por Zy 2 

mg reduziram a permeabilidade vascular, observada pela redução do 

extravasamento do azul de Evans, a migração celular, observado pela contagem do 

número de leucócitos totais no lavado articular e pela análise histopatológica, e 

reduziu a imunoretividade para NOSi, todos esses eventos na 6ª h após indução da 

artrite.  



Várias evidências sugerem o envolvimento do NO na permeabilidade vascular 

e na migração celular. Além dos efeitos vasodilatadores conhecidos do NO, foi 

demonstrada a presença de NOSi no músculo liso vascular sinovial, sugerindo a 

participação do NO na patogênese do aumento da permeabilidade vascular e do 

edema que acompanham a artrite (IGNARRO et al., 1988; GRABOWSKI et al., 

1997).  

O estudo histopatológico ratifica os resultados encontrados com a 

permeabilidade vascular e a migração celular, mostrando que tanto L-NAME quanto 

1400W foram capazes de reverter o quadro inflamatório na ATM de ratos na 6a h 

após indução da artrite por Zy. Pôde-se observar redução dos parâmetros em nível 

de normalidade do infiltrado celular inflamatório na membrana sinovial (MS), no 

tecido conjuntivo periarticular, no tecido muscular esquelético e do espessamento da 

MS. A descrição dessas alterações sugere um efeito antiinflamatório dos inibidores 

da NOS no modelo, promovendo redução do edema, do influxo celular e da 

hiperplasia sinovial. 

Dados da literatura, em concordância com nossos achados, demonstram que 

inibidores da NOS ou camundongos knockout para o gene da NOSi apresenta 

redução da migração celular induzida por estafilococus, lipopolissacarídeos da 

parede celular de estreptococus, carragenina, antígeno ou zymosan (DE MELLO et 

al., 1997; AJUEBOR et al., 1998; CUZZOCREA et al., 2000; FRANCO-PENTEADO 

et al., 2001; BEZERRA, 2002). Em contrapartida, foi demonstrado que NO reduz a 

expressão de moléculas de adesão no endotélio vascular reduzindo, portanto, o 

influxo neutrofílico para os tecidos inflamados (KUBES et al., 1991; PENG et al., 

1998; DAL SECCO et al., 2003). Essa contradição está relacionada provavelmente à 

concentração do NO nos tecidos, ou seja, baixas concentrações de NO (através da 

enzima NOS constitutiva ou indutiva) atua constitutivamente inibindo adesão 

neutrofílica às células endoteliais (HICKEY & KUBES, 1997; HICKEY et al, 1997), 

enquanto níveis elevados de NO produzidos na fase aguda da inflamação aumenta 

infiltração neutrofílica (AJUEBOR et al., 1998).  

Sabe-se que o NO durante artrite é produzido principalmente pela NOSi e que 

ele é um dos responsáveis pela migração celular na artrite na ATM induzida por Zy. 

Nossos resultados mostraram expressão de NOSi em condrócitos e sinoviócitos, e 

evidenciaram também que nos animais tratados com L-NAME houve redução da 

imunomarcação para a enzima NOSi, sendo esta redução mais evidente nos animais 



nos quais se administrou 1400 W, visto este ser inibidor seletivo para NOSi  

enquanto L-NAME atua como inibidor não-seletivo para as enzimas constitutiva e 

indutiva (MONCADA et al, 1991; GARVEY et al., 1997). Na artrite em joelho induzida 

por antígenos também foi encontrada imunomarcação para NOSi na sinóvia 

inflamada, fato que também foi reduzido nos animais tratados com inibidores da 

NOS como o L-NIL (CONNOR et al., 1995). Sabe-se que esses inibidores atuam 

inibindo a atividade da enzima NOS indutiva e não sua síntese, aqui identificada pela 

expressão celular através da imunomarcação para NOSi. O fato de inibidores da 

atividade da enzima NOS causarem, indiretamente, redução da expressão da 

enzima deve-se, provavelmente, à sua ação antiinflamatória na artrite da ATM 

induzida por Zy. Ao reduzirem, pois, o quadro inflamatório articular proporcionando 

redução da síntese de mediadores, deve ter havido redução da produção das 

enzimas indutivas. 

Os mecanismos pelos quais NO oriundo da NOSi aumenta migração 

neutrofílica e causa dano tecidual ainda não estão claros.  Uma possível explicação 

para esses achados advém do fato de que, durante inflamação, peroxinitritos são 

formados pela reação do NO advindo da NOSi com espécies reativas de oxigênio 

(ROS) (CROW & BECKMAN 1995; SZABÓ, 1996; SZABÓ et al., 1997). O 

peroxinitrito pode iniciar peroxidação lipídica (RUBBO et al., 1994), oxidação de 

proteínas (RADI et al., 1991) e nitratação de resíduos de tirosina de várias proteínas 

(ISCHIROPOULOS et al., 1992; BECKMAN, 1996; KONG et al., 1996; BECKMAN & 

KOPPENOL, 1996; SZABO, 1996) resultando em dano tecidual que pode levar a 

amplificação da resposta inflamatória, causando aumento da migração de células 

inflamatórias. Salienta-se que já foi relatada na literatura a importante participação 

do peroxinitrito na progressão das DTMs (YAMAZA et al.,2004). 

Além disso, foi demonstrado que NO derivado da NOSi pode causar aumento 

da produção de vários mediadores pró-inflamatórios, como TNF-α e IL-6 (BRENNER 

et al., 1997; HIERHOLZER et al., 1998; AJUEBOR et al, 1998), e que a inibição da 

NOS pode aumentar a produção de IL-10, uma citocina anti-inflamatória (MUHL & 

DINARELLO, 1997). Portanto, a redução da migração neutrofílica e da 

imunomarcação para NOSi pela administração de inibidores da síntese de NO na 

artrite na ATM induzida por Zy deve-se, provavelmente, à supressão dos efeitos pró-

inflamatórios de citocinas e da ação de peroxinitritos, ambos mediados pelos altos 

níveis de NO via ativação da  NOSi, causando redução  do processo inflamatório. 



Nardini et al. (2004) realizaram lavagem da articulação temporomandibular 

com ácido hialurônico em pacientes com osteoartrite e observaram redução da 

concentração de NO no líquido sinovial, concomitante à redução dos sintomas e 

melhora funcional da articulação após o tratamento. Com isso, mostraram que 

pequenas concentrações de NO na ATM pode ser importante para a função articular, 

corroborado com nossos resultados, e sugerindo uma alternativa terapêutica.  

Pode-se aventar, portanto, a possibilidade terapêutica em pacientes com DTM 

através do desenvolvimento de posteriores pesquisas com substâncias moduladoras 

da síntese ou da ação do NO. Por fim, os achados apresentados neste estudo 

reiteram a participação do NO na artrite da ATM induzida por Zy. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VVII..        CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  

 

 

 



VI. CONCLUSÕES 

 

 

1. O modelo de artrite na articulação temporomandibular induzida por Zy em 

ratos padronizado neste trabalho sugere que a concentração de Zy para indução da 

doença seja de 2 mg, e que o momento para se estudar a fase aguda dessa 

inflamação seja na 6a hora; 

  

2. O modelo permitiu estudar as alterações histopatológicas nas fases aguda e 

crônica da artrite, sendo, portanto, confiável para a investigação da fisiopatologia 

das alterações inflamatórias e degenerativas na ATM, podendo ser reproduzido em 

estudos posteriores; 

 

3. O presente trabalho sugere a participação do NO na patogênese da artrite na 

articulação temporomandibular induzida por Zy, participando dos processos de 

permeabilidade capilar e migração leucocitária.  
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