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RESUMO

Os efeitos benéficos dos é&cidos graxos poli-insaturados, especialmente o

eicosapentaenoico do tipo 3 (6mega 3 ou ®-3), no processo inflamatorio, doengas
cardiovasculares e artrite reumatoide (AR) sdo amplamente aceitos, no entanto o seu impacto
sobre a ATM em mulheresna menopausa com AR ndo tem sido foco na maioria dos estudos
clinicos ou em modelo animal.Objetivo é avaliar o efeito do acido graxo poliinsaturado émega-
3 (03) na articulacdo temporomandibular (ATM) de ratas ovariectomizadas (OVX) com artrite
reumatoide. A artritereumatoide (AR) foi induzida com adjuvante completo de Freund e
colageno bovino tipo 1l injetado na base da cauda. Vinte e quatro ratas adultas foram tratadas
por gavagem e divididasem quatro grupos:
G1: Sham, tratado com NaCl a 0,9%; G2: OVX, tratado com NaCl a 0,9%; G3: OVX + AR
tratado com NaCl a 0,9%; G4: OVX + AR + o3 tratados com »3 (300 mg/ kg / dia). A inducéo
da artrite reumatoide nos grupos G3 e G4 foi realizada 21 dias apds a OV X, os tratamentos
foram iniciados 15 dias apds a indugdo da artrite reumatoide, mantidos por 7 dias e sacrificados.
Uma das ATM foi submetida a maceracao e centrifugacdo em tampéo de extracdo celular (tris-
HCL 50mM, pH 7,5) e, submetida ao imunoensaio (ELISA), para avaliacdo das citocinas pro-
inflamatorias (IL1-B, IL-6 e TNF-a) e anti-inflamatoria (IL-10). A outra ATM foi preservada
por fixacdo em solucao de paraformaldeido a 10% em tampao fosfato 0,A1M (pH 7,4), a 4°C, e
parametros morfométricos da cabeca da mandibula foram analisados por micro-TC. Os
resultados foram avaliados por ANOVA ou Kruskal-Wallis, na dependéncia da distribuicao dos
dados e da homocedasticidade das variancias. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%
(p < 0,05). O grupo OVX+AR aumentou a concentracdo das citocinas TNF-a, IL-1pB, IL-6 e
diminuicéo de IL-10 (p<0,01) em relacdo aos demais grupos. Niveis mais elevados de citocinas
inflamatorias foram encontrados em G2 e G3 (P <0,05) e de citocinas anti-inflamatdrias em G1
e G4. A anéalise da ATM por micro-CT mostrou maior porcentagem de volume 6sseo (mediana;
desvio interquartil) no G1 (96,2; 1,1) do que no G2 (91,5; 2,0, P =0,0374) e G3 (85,1; 5,2, P =
0,0001) mas ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas com o G4 (93,1; 1,7, P =
0,79). Conclui-se que dmega-3 reduziu com sucesso 0s danos na ATM em ratos causados por
ovariectomia e artrite reumatoide induzida, e € uma alternativa promissora para reparo 6sseo e
atenuacdo de processos inflamatdrios.

Palavras-chave: Articulagdo temporomandibular. Acidos Graxos Omega-3. Citocinas.
Ovariectomia. Inflamacao.



ABSTRACT

The beneficial effects of polyunsaturated fatty acids, especially type 3 eicosapentaenoic
(omega3 or »-3), on the inflammatory process, cardiovascular diseases and rheumatoid arthritis
(RA) are widely accepted, however their impact on the TMJ in menopausal women with RA
has notbeen the focus of most clinical studies or in an animal model. Objective is to evaluate the
effectof omega-3 polyunsaturated fatty acid (03) on the temporomandibular joint (TMJ) of
ovariectomized rats (OVX) with rheumatoid arthritis. Rheumatoid arthritis (RA) was induced
with Freund's complete adjuvant and type Il bovine collagen injected at the base of the tail.
Twenty-four adult female rats were treated by gavage and divided into four groups: G1: Sham,
treated with 0.9% NaCl; G2: OVX, treated with 0.9% NaCl; G3: OVX + RA treated with 0.9%
NaCl; G4: OVX + RA + w3 treated with ®3 (300 mg / kg / day). Rheumatoid arthritis induction
in groups G3 and G4 was performed 21 days after OV X, treatments were started 15 days after
rheumatoid arthritis induction, maintained for 7 days and sacrificed. One of the ATMs was
subjected to maceration and centrifugation in cell extraction buffer (50mM Tris-HCL, pH 7.5)
and subjected to immunoassay (ELISA) for evaluation of pro-inflammatory cytokines (IL1-B,
IL-6 and TNF- o) and anti-inflammatory (IL-10). The other ATM was preserved by fixation in
a 10% paraformaldehyde solution in 0.1M phosphate buffer (pH 7.4), at 40C, and morphometric
parameters of the head of mandible were analyzed by micro-CT. The results were evaluated by
ANOVA or Kruskal-Wallis, depending on data distribution and homoscedasticity of variances.
The level of significance was set at 5% (p < 0.05). The OVX+RA group increased the
concentration of cytokines TNF-a, IL-1p, IL-6 and decreased IL-10 (p<0.01) compared to the
other groups. Higher levels of inflammatory cytokines were found in G2 and G3 (P < 0.05) and
of anti-inflammatory cytokines in G1 and G4. TMJ analysis by p-CT showed a higher
percentage of bone volume (median; interquartile deviation) in G1 (96.2; 1.1) than in G2 (91.5;
2.0, P = 0.0374) and G3 (85.1; 5.2, P = 0.0001) but showed no statistically significant
differences with G4 (93.1; 1.7, P = 0.79). It is concluded that omega-3 successfully reduced
TMJ damage in rats caused by ovariectomy and induced rheumatoid arthritis, and is a promising
alternative for bone repair and attenuation of inflammatory processes

Keywords: Temporomandibular Joint. Fatty Acids, Omega-3. Cytokines. Ovariectomy.
Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune inflamatéria cronica que afeta
articulagBes e o0ssos. E progressiva e desencadeada por fatores imunoldgicos, genéticos e
ambientais (Lee e Weinblatt, 2001). A causa da AR ndo é totalmente conhecida; no entanto,
ambos 0s processos autoimunes, adaptativos e inatos, desempenham papéis importantes na
patogénese da doenca (Holmdahl et al., 2014; Wang et al., 2017). A erosdo 6ssea geralmente
ocorre nas articulagdes das maos e dos pés em pacientes acometidos pela AR (Miles e Calder,
2012). A articulacdo temporomandibular (ATM) é menos afetada por apresentar diferentes
caracteristicas morfoldgicas, biomecanicas funcionais e bioldgicas em relacdo as outras
articulacoes sinoviais (Embree et al., 2011).

Apesar dessas diferencas, a ATM esta sujeita aos mesmos disturbios que afetam
outras articulagdes sinoviais, incluindo AR (Aliko et al., 2011), podendo ser grave, debilitante
e comprometer todo o sistema de mastigacdo (Dimitroulis, 2005). As lesbes articulares sdo
caracterizadas pela infiltracdo de células imunes que produzem altas concentracfes de varios
mediadores quimicos (Miles e Calder, 2012). O aumento do nivel de citocinas inflamatorias,
como a interleucina (IL) 1P, IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e prostaglandina
(PGE2) no liquido sinovial tém sido encontrado no desarranjo interno da ATM, no
deslocamento anterior do disco e na osteoartrite (OA) e na AR (Figueroba et al., 2018).

A degeneracdo da cartilagem articular na disfuncdo temporomandibular (DTM) é
mais frequente em mulheres do que em homens, sugerindo uma possivel contribuicdo dos
horménios gonadais femininos nessa fisiopatologia. Muitos fatores, como idade, sexo, fatores
hormonais, traumas e estresse psicolégico podem levar a uma adaptacgdo fisioldgica ou, caso
contrario, ao desarranjo interno da ATM (Figueroba et al., 2014).

O estrogénio é um horménio gonadal conhecido por regular diversos processos
fisiolégicos em tecidos-alvo de ambos os sexos (Galal et al., 2008), e em concentracdes
fisiolégicas, 0 estrogénio desempenha um papel na remodelacdo da ATM (Yasuoka et al.,
2000). Os horménios gonadais tém um impacto significativo sobre o desenvolvimento de
doencas autoimunes em humanos e roedores (Yoneda et al., 2004). Na fisiopatologia da
inflamacdo articular, os estrogénios desempenham funcdes especializadas, como na presenca
do estradiol na AR, onde os niveis de IL-6 em sinovidcitos mostraram-se aumentados
(Kawasaki et al., 2000). Alem disso, os niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL1-B e TNF-o)
apresentaram-se aumentados também em ratas ovariectomizadas (OVX), provavelmente devido

a uma reducéo extrema na producdo gonadal (Figueroba et al., 2015).
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A IL-1PB ¢ um importante fator no desenvolvimento da patologia da AR, que pode
ser detectada na cavidade articular (Morin et al., 2015). Ainda baixos niveis de IL-10 anti-
inflamatdria foram detectados em pacientes com AR e animais induzido por adjunto completo
de freund (CFA) (Arab et al., 2017). Células imunoldgicas envolvidas na AR geralmente
contém uma alta proporcdo do &cido araquidonico (AA) e baixa propor¢do de outros acidos
graxos poli-insaturados (AGPI) de 20 carbonos, sendo que o AA ¢ considerado o principal
substrato para sintese de eicosanoides (Calder et al., 2009).

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINE) e esteroidais sdo utilizados para
aliviar a dor em processos inflamatorios e em doengas autoimunes, sem reduzir danos a
cartilagem e a destruicdo 6ssea articular (Cessak et al., 2014). No entanto, as administracdes em
longo prazo destes farmacos podem causar efeitos colaterais graves, tais como risco
cardiovascular e distarbios gastrointestinais (Cessak et al., 2014), osteoporose, diabetes
mellitus, ganho de peso, aumento da pressdo sanguinea, do risco de insuficiéncia cardiaca e
cardiovascular (Calder et al., 2009). Nao ha cura para a AR e 0 objetivo do tratamento € a
remissdo dos sintomas para um estado em que a inflamacao desapareca, ou seja muito leve
(Flurey et al.,2014). Os anti-inflamatorios esteroidais, injetados intra-articularmente ou extra-
articularmente, tornaram-se padréo-ouro para o tratamento da AR (Caporali et al., 2013),
contudo, o uso prolongado ou repetitivo via intra-articular pode causar um colapso na
articulacdo (Sidebottom e Salha, 2013). Outros farmacos sdo descritos no controle da
reabsorcdo condilar na AR: como 6mega-3, tetraciclinas, estatinas e inibidores do receptor de
IL-6 (denosumab, tocilizumab) (Gunson et al.,2012), bloqueadores de TNF-a, como o
infliximab (Bevaart et al.,2010). A suplementacdo com sulfato de glicosamina, apresenta um
efeito condroprotetor na ATM de ratas OV X (Figueroba et al., 2021).

Em mulheres na menopausa a utilizacgdo do Omega 3 tem uma atividade
condroprotetora articular, competindo com o estoque de AA e levando a inibicdo da producéao
de eicosanoides pro-inflamatorios. (Serhan et al., 2009). Dessa maneira, mediante interferéncias
na regulacdo génica e no metabolismo, o 6mega 3 poderia desempenhar um papel modulador
das reacOes inflamatorias, sejam agudas ou crénicas. Estudos relataramm que os AGPIs 6mega
3 de cadeia longa tém propriedades anti-inflamatdrias que podem ser benéficas nas terapias
inflamatdrias, doencas cardiovasculares, artrite e doenca inflamatoria intestinal (Olson et al.,
2013), pois sdo constituintes importantes dos fosfolipidios de todas as membranas celulares,
onde desempenham um papel na permeabilidade idénica da membrana (Calder, 2013). Estudos
em animais demonstraram que esses acidos graxos 6mega 3 reduziram a incidéncia e gravidade
da AR (Knott et al.,2011).
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Com base nos dados da literatura, a administracdo de AGPIs émega 3 &cido
eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaenoico (DHA) reduzem a liberacdo de citocinas
pré-inflamatorias (IL-1p ¢ TNF-a) e aumentam a liberagdo de a citocina anti-inflamatéria (IL-
10), podendo reduzir os possiveis danos na estrutura 6ssea da ATM em ratas ovariectomizadas

e com AR induzida.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DISFUNCAO TEMPOROMANDIBULAR

A ATM é uma articulacio do tipo sinovial. E a principal conex&o entre o cranio e a
mandibula, entre as suas funcdes as mais importantes sdo mastigacdo e fala. A ATM tem
despertado um grande interesse do ponto de vista estrutural, funcional e adaptabilidade, sendo
que, as ATMs direita e esquerda formam uma articulacdo bicondilar elipsoide, entre as
articulacoes sinoviais se assemelha a articulacéo do joelho (Alomar et al., 2007).

Inimeras doencas, como neoplasias, traumas, anquilose e doencas degenerativas
podem afetar a ATM e levar a perda de suas estruturas. Estudo realizado por Porto et al. (2010)
mostra que existe uma semelhanca nas caracteristicas morfoldgicas e histoldgicas entre as ATM
de ratos e humanos, sendo que o condilo articular de rato e humano é revestido por uma espessa
camada de cartilagem, principalmente do tipo hialina.

A ATM como as demais articulagbes sinoviais, apresenta disco articular, 0sso,
capsula fibrosa, liquido sinovial, membrana e ligamentos. Os movimentos ndo sdo apenas
guiados pela forma dos ossos, musculos, e ligamentos, mas também pela oclusdo dos dentes,
uma vez que ambas as articulagdes sdo unidas pela mandibula sendo um Gnico osso (Alomar et
al., 2007). No entanto, o que torna esta articulacdo Unica é sua superficie articular revestida por
fibrocartilagem constituida por colageno tipo I e as zonas celulares mais profundas que contém
colageno tipo Il (Ghassemi et al., 2017), sendo uma caracteristica Unica da ATM em
comparacdo com outras articulagcbes contendo cartilagem hialina, que sdo constituidas
inteiramente de coldgeno tipo Il (Embree et al., 2011). A ATM apresenta diferentes
caracteristicas morfologicas, biomecanicas funcionais e biologicas em relacdo a outras
articulaces sinoviais (Embree et al., 2011).

A DTM é uma das as causas mais comuns de dor orofacial, é heterogénea, e
diferentes condi¢fes podem afetar a ATM. Podendo apresentar alguns sinais e sintomas, como:
dor articular, clique, estalo, limitacdo na abertura, desvio mandibular na abertura e no
fechamento, sensibilidade e rigidez muscular, cefaleias, dor e fendmeno otoldgico, dor e rigidez
cervical (De Leeuw e Klasser, 2008). Sua prevaléncia populacional é consideravel em pessoas
com idade entre 20-40 anos (Yadav et al., 2018).

Estudos tem sugerido o envolvimento do o horménio sexual feminino estrogénio
nessa patogénese (Warren e Frield, 2001; Cairns, 2010), e no mecanismo de modulacéo da dor,
uma vez que mulheres apresentam maior sensibilidade para a maioria das modalidades de dor,

devido ao aumento na excitabilidade da dor causada pelo estrogénio (Fillingim et al., 2009;
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Bereiter e Okamoto, 2011). Existem relatos sugerindo uma possivel contribui¢do dos hormonios
gonadais no processo degenerativo da cartilagem articular da ATM. A inflamacdo também
desempenha um papel na DTM, especialmente em casos associados com artrite, traumae
desarranjo da cartilagem articular (Figueroba et al., 2015). Além disso, ha algumas evidéncias
que ansiedade, estresse e outros distdrbios emocionais sdo fatores agravante das DTMs
(Ouanounou et al., 2017).

Os tratamentos das DTMs sao direcionados a reducéo da dor e melhora da funcéo,
terapias ndo invasivas, como autocuidado, fisioterapia e eletroterapia, sdo comumente usadas
(Ouanounou et al., 2017). Agentes farmacoldgicos tem sido usado no tratamento e na reducéo
dos sintomas, o mais utilizado e eficaz no tratamento da DTM inclui analgésicos, AINEs,
opioides, anti-inflamatdrios esteroidais, ansioliticos, relaxantes musculares, antidepressivos,

anticonvulsivantes e benzodiazepinicos (Mujakperuo et al., 2011).

2.2 ARTRITE REUMATOIDE

A AR é uma doenca progressiva, sistémica e autoimune, relacionada a producéo de
anticorpos e incapacitante, afeta mais de 1% da populacdo mundial (Bevaart et al., 2010).
Embora o padrdo autoimune seja enfatizado, varios fatores contribuem para o desenvolvimento
da doenca, como predisposicdo genética, fatores bioldgicos, hormonais e ambientais (Mehra et
al., 2009). E caracterizada por inflamac&o sinovial crénica, inchaco, destruicdo da cartilagem e
dano articular (Scott et al., 2018; Krasselt e Baerwald, 2019). A patogénese da AR ainda nao
esta bem elucidada e compreendida. Os linfdcitos T, linfécitos B, macrofagos e as células
dendriticas estdo envolvidas na inflamagdo da membrana sinovial e juncdo cartilagem tecido
conjuntivo de origem inflamatéria granular (Pannus), provocando um aumento na resposta
inflamatoria e destruicdo progressiva de cartilagem e osso (Liu et al., 2015).

Esse aumento na resposta inflamatéria € provavelmente devido a inducdo de
enzimas destrutivas mediada por citocinas e eicosanoides, como metaloproteinases de matriz
(Burska et al., 2014). As células imunoldgicas envolvidas na AR geralmente contém uma alta
proporcao de AA e baixas proporcdes de outros AGPIs, sendo o AA considerado o principal
substrato para sintese de eicosanoides (Morin et al., 2015). Eicosanoides produzidos tanto pela
COX gquanto pela lipoxigenase (LOX) sdo encontradas no liquido sinovial de pacientes com AR
ativa (Kojimaet al., 2002). Ceélulas do sistema imune desreguladas induzem uma superproducao
de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1, IL-6 e TNF-a, resultando em um desequilibrio na
atividade das citocinas pro-inflamatério e anti-inflamatérias levando ao dano articular

(Burmester et al., 2014). O liquido sinovial de pacientes com AR contém altos niveis
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de citocinas pro-inflamatorias incluindo TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-17A e o fator estimulador
de coldnia de macrdfagos e granulécitos (Morin et al., 2015).

A ATM é suscetivel ao desenvolvimento de alteragdes em decorréncia da AR. No
entanto, raramente € a primeira articulagdo a ser comprometida (Mehra et al., 2009; Yilmaz et
al., 2012). Estima-se que mais da metade de os pacientes com AR apresentam evidéncias
clinicas de envolvimento da ATM (Mehra et al., 2009; Klareskog et al., 2010). A osteoartrite
(AO) da ATM também é um subtipo importante de DTM que tem uma alta preponderancia
feminina para masculina (2:1) (Zhang et al., 2019) e é caracterizada por degradacdo progressiva
da cartilagem, erosdo 6ssea subcondral e dor crénica (Wang et al., 2015).

Uma das principais causas da dor é a sinovite temporomandibular, ou seja,
inflamacdo na membrana sinovial da ATM. Varios biomarcadores sdo secretados no liquido
sinovial da ATM, citocinas, eicosanoides, fatores de crescimento e proteinases (Ernberg, 2017).
A erosdo 6ssea geralmente ocorre nas articulagcdes das maos e dos pés (Miles e Calder, 2012),
contudo, a ATM esta sujeita aos mesmos distlrbios que afetam outras articulagdes sinoviais,
incluindo AR (Aliko et al., 2011)

, podendo ser grave, debilitante e comprometer todo o sistema de mastigacdo (Dimitroulis,
2005).

2.2.1 Métodos de inducéo de artrite reumatoide

Vérias abordagens tém sido adotadas para induzir inflamacdo aguda ou crdnica na
ATM em modelos animais, tais como o aumento de dimensdo vertical, rompimento da zona
bilaminar e hipermobilidade induzida no condilo (Embree et al., 2011; Figueroba et al., 2014).
A inflamacdo aguda também pode resultar da injecdo de agentes irritantes quimicos, incluindo
a carragenina, a ovalbumina (Habu et al., 2002) e o adjuvante completo de Freund ou CFA
(Denadai-Souza et al., 2009; Wu et al., 2010; Kou et al, 2011; Wang et al., 2012; Holwegner et
al., 2015). A AR induzida com colageno do tipo Il em ratos tem muitas semelhangas com a
artrite humana, sendo que as fémeas sdo mais suscetiveis. O inicio da artrite é rapido,
geralmente entre 10 a 13 dias ap0s a indugéo, atingindo o pico ap6s 20 dias e depois declinando
gradualmente (Hegen et al., 2008).

Vérios modelos de indugdo de AR em roedores sdo utilizados (Tabela 1), todos
resultam em inflamag&o excessiva seguido pela destruicdo de uma ou mais articulacdes, tais
como edema de extremidades, hiperplasia sinovial, proliferacdo de tecido sinovial. A
administracdo de antigenos como: albumina sérica bovina, auto antigeno colageno tipo Il e

proteoglicano de cartilagem humana, e também antigenos bacterianos, como parede celular
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peptidoglicanos de Streptococcus, e Mycobacterium em CFA (Brand, 2005). O CFA é
composto de Mycobacterium tuberculosis mortos e secos em oOleo, que induz a artrite
reumatoide patologicamente idéntica aquela que ocorre em seres humanos (Bendele, 2001). A
injecdo do CFA ¢ simples e reprodutivel, com foco na fase aguda da inflamacéo (Flake et al.,
2006; Wu et al., 2010; Kou et al., 2011). A inflamagdo dos tecidos da ATM pode ser um fator
predisponente para as anormalidades estruturais (Wang et al., 2012). Alguns estudos sdo
relatados com inducdo sistémica de artrite 0 com associacdo de CFA e colageno bovino tipo Il
(CII) (Olson et al., 2013; Liu et al., 2015; Morin et al., 2015).

Tabela 1 — Modelos de inducéo de artrite reumatoide

Modelo Tipo Antigeno Via Espécie Adjuvante  Duragéo
Albumina Camundongo
Antigeno Induzido  Sérica Bovina Intra-articular Rato e Coelgrlw’ CFA 2 meses
Ovalbumina
A_rtrlte Induzido Ant|geno_s Intradérmica Rato e Coelho CFA 10 d'a}S -1
adjuvante Mycobacterium més
. Anticorpos .
Aurtrite . . 3dias—
de anticorpos Induzido parzigz)la:gl]eno Intravenosa Camundongo Nenhum 3 semanas
Acrtrite da Peptido- 2 dias —
parede celular  Induzido Glicano de Intraperitoneal  Rato e Coelho Nenhum 6
. semanas
estreptococica Streptococcus
Acrtrite Proteoglicano Coelho, 7 semanas -
induzida por Induzido  de cartilagem Intraperitoneal Cachorro e CFA
- 5 meses
proteoglicano humana Camundongo
Artrite Colégeno tipo Rato, 2 semanas
induzida por  Induzido g 1 P Intradérmica Camundongo, CFA 2 meses
colageno Primata

Fonte: Adaptagdo de Brand, 2005.

2.3 CITOCINAS

A destruicdo do tecido articular induz a liberagdo de mediadores inflamatdrios,
principalmente citocinas, no espago articular (Damlar et al., 2015). A PGE2 e o Leucotrieno B4
(LTB4), dois eicosanoides produzidos respectivamente pela COX e LOX, exibem uma série de
efeito pro-inflamatério (incluindo aumento da permeabilidade vascular), aumentam o fluxo
sanguineo local, sdo potentes agentes quimiotaticos para leucdcitos, induzem a liberagdo de
enzimas lisossomais e aumentam a liberacéo de espécies reativas de oxigénio e citocinas (Morin
et al., 2015). Entre as citocinas, aquelas que promovem a cascata de inflamacdo s&o
consideradas mediadores pro-inflamatorios incluindo as IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a, quimiocina

e familias de interferon. Enquanto citocinas anti-inflamatdrias, como antagonista do receptor
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de IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11 e IL-13 s&o produzidas para proibir o processo, regulando
respostas de citocinas pro-inflamatorias (Boshtam et al., 2017).

Entre as citocinas pré-inflamatdrias, a TNF-a ¢ a principal e regula a formagéo de
outros mediadores inflamatorios no tecido sinovial (Brzustewicz e Bryl, 2015). A TNF-o é um
membro da familia de mediadores de peptideos que atua como mensageiro quimico intercelular
em processos inflamatdrios. Os monacitos e macrofagos sdo as principais fontes de producgéo
de TNF-a, mas outras células, como linfocitos T e linfocitos B, natural killers, mastdcitos,
celulas endoteliais, neutréfilos, células musculares lisas e cardiacas também podem liberar essa
citocina (Boshtam et al., 2017). O TNF-a, como uma importante citocina pré-inflamatéria, tem
também papéis criticos na apoptose, proliferacdo celular e imunidade. As interacdes e
desregulacBes das células imunolégicas podem induzir a superproducdo de citocinas pro-
inflamatorias IL-1B, IL-6 e TNF-a, resultando em um desequilibrio entre pro-inflamatério e
atividade de citocinas anti-inflamatorias e danos nas articulacdes (Burmester et al., 2014).

Elevado nivel de IL-6 tem sido identificado, tanto no soro quanto nos tecidos
sinoviais de pacientes com AR (Rincon, 2012). A IL-6, semelhante a0 TNF-a e IL-1, é um
marcador de inflamacdo continua. Além disso, embora a AR e a AO sejam ambas doencas
inflamatdrias, as concentracdes de IL-6 foram encontradas elevadas no liquido sinovial de
pacientes com AR, mas ndo na OA, indicando que IL-6 ndo se acumula em todos os tipos de
respostas inflamatorias (Kishimoto, 2010).

A IL-6 exibe uma acdo pro-inflamatdria via estimulacdo da secrecdo de IL-1, que
por outro lado, revela efeito anti-inflamatdrio, por meio de diferentes mecanismos de acéo. Pode
estimular o asintese de I1L-10 e fator de crescimento transformador beta (TGF-3) gerandoo efeito
anti-inflamatorio (Boshtam et al., 2017). A familia da IL-10, que consiste em nove membros,
sdo indispensaveis em muitos processos infecciosos e doencas inflamatdrias ante a resposta
imune adaptativa, além disso, exerce papel anti-inflamatério, principalmente inibindo as
citocinas inflamatérias TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, fator estimulador de col6nia de
granuldcitos, proteina inflamatoria de macrofagos 1 e 2 (Boshtam et al., 2017).

Estudos mostraram que a IL-10 pode desempenhar um papel importante na
promocao da restauracdo da tolerancia em doencas autoimunes, incluindo a AR induzida (Carter
et al., 2011; Silva Quinteiro et al., 2014). As citocinas pro-inflamatorias mais representativas
no liquido sinovial em pacientes com DTM sdo IL-13 e TNF-a. Essas citocinaspromovem a
expressdo de eicosanoides, quimiocinas e proteinas em sinoviécitos da ATM pelamembrana

sinovial, induzindo a progressao e expansao da inflamag&o na ATM (lbi, 2019).
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Outros estudos também mostraram que a injecao intra-articular de CFA na ATM
induziria um aumento no nivel de IL-1B no tecido do disco da ATM (Wang et al., 2012). A
inducdo sistémica inflamatoria com CFA+CII em outras articulagdes também mostrou um
aumento da IL-1p (Olson et al., 2013), TNF-a (Liu et al., 2015; Ma et al., 2017) e de ambas as
citocinas IL-1p e TNF-a (Morin et al., 2015; Xu et al., 2016). Estudo realizado por Barbin et
al., 2020 mostrou que a inducdo sisttmica com injecdo na cauda de rato afetou a ATM com

niveis de citocinas IL-1p e TNF-a aumentado e IL-10 diminuido.

2.4 HORMONIOS GONODAIS

O sexo feminino tem uma prevaléncia maior para quase todos os problemas de dor
que afetam a cabeca, pescoco e regido orofacial. Cefaleias autondémicas dos nervos trigémeo e
glossofaringeo e as neuralgias sdo exce¢des (Shaefer et al., 2018). A maior predisposi¢do das
DTMs é em mulheres, especialmente durante a puberdade com gbénadas intactas ou anos
reprodutivos, indicando que o estrogénio desempenha um papel importante na progressao da
DTM, mas o seu mecanismo ainda permanece ndo elucidado. Ao contrério de outras doencas
articulares com predilecdo feminina ocorrer no pés-menopausa, as DTM acometem mulheres
entre 18 e 45 anos (Ye et al., 2018).

Estatisticas clinicas sugerem a participacao do estrogénio na remodelacdo da ATM
no processo de doencgas inflamatorias e DTM, regulado por meio de duas isoformas de receptor,
receptor de estrogénio alfa e beta. A ligacéo do ligante de estrogénio a qualquer receptor induz
uma mudanca organizacional, dimerizacdo do receptor, translocacdo nuclear e transcricdo do
gene alvo (Robinson et al., 2017). Alguns estudos tém mostrado o papel do estrogénio ou de
sua deficiéncia na DTM, porém, ndo ha consenso a esse respeito (Kou et al., 2011; Robinson et
al., 2017)

A destruicdo do tecido articular induz a liberacdo de mediadores inflamatdrios,
principalmente citocinas, no espaco articular (Damlar et al., 2015). Os horménios gonadais
mostraram ter efeito anti-inflamatério, e devido as suas propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes, niveis fisioldégicos de testosterona e estrogénio podem reduzir os danos a
organizacdo reticular e diminuir a perda de colageno e glicosaminoglicanos na matriz
extracelular (Ganesan et al., 2008). Embora alguns estudos tenham mostrado que a OVX
aumente a espessura da cartilagem condilar e evidencie mudancas degenerativas, em oposicéo,
outros estudos demonstram que a reposicdo de estrogénio pode restaurar a maioria dos

parametros histomorfométricos alterados (Ye et al., 2018).
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O tratamento com 17beta-estradiol reduziu a espessura da cartilagem articular em
ambos 0s sexos e acelerou o processo de diferenciacdo da cartilagem em 0sso, sendo que este
efeito foi mais proeminente em mulheres. Esses resultados confirmam a importancia dos efeitos
de hormdnios gonadais na morfologia da cartilagem condilar e nos niveis de citocina da ATM
modulado pelo estrogénio, especialmente nos niveis de IL-6 (Figueroba et al., 2015). Niveis
aumentados de citocinas inflamatorias TNF-a ¢ IL-1 sdo encontrados em ratas OV X, além
disso, € observado diminuigédo dos niveis de IL-6 em decorréncia da diminui¢do dos hormonios
gonadais, e aumentado na presenca de estrogénio, demonstrando que os hormoénios gonadais
séo essenciais para aumentar a liberacdo de IL-6 em ratas (Figueroba et al., 2015; Figueroba et
al., 2021).

No entanto, poucos estudos se concentraram em como o estrogénio afeta a anormal
remodelacdo 6ssea subcondral da ATM em AR. Embora o estrogénio desempenhe um papel
importante na manutencdo da homeostase 0ssea, ele pode ser benéfico para pacientes com OA
em estagio inicial ou mulheres na p6s-menopausa com OA osteoporotica (Xiao et al., 2016). A
remodelacdo disfuncional evidente e reabsorcdo do osso condilar subcondral é observado em
OA da ATM induzida por mordida cruzada anterior unilateral, sendo que a suplementacéo de
estrogénio reverteu a anormal reabsorcdo 6ssea, além disso, em condicdes fisioldgicas, o
estrogénio desempenha um papel positivo nas alteracGes degenerativas do 0sso subcondral
condilar (Ye et al., 2018). Os hormoénios gonadais tém um impacto significativo sobre o

desenvolvimento de doengas autoimunes em humanos e roedores (Yoneda et al., 2004).

2.5 TRATAMENTO FARMACOLOGICOS

Os tratamentos atuais para a AO e AR da ATM séo principalmente terapias
sintomaticas para controlar a dor e a inflamacdo e ndo existe atualmente nenhuma estratégia
modificadora da doenca eficaz para reparar e regenerar a ATM danificada (Zhang et al., 2015;
Zhang et al., 2019). Apesar de décadas de desenvolvimento de drogas para AR, ainda ha a falta
de abordagens terapéuticas viaveis para a prevengao e tratamento.

A PGE2 ¢ associada a dor articular, e, portanto, o uso de terapias com AINES sdo
destinadas a controlar a dor aguda e a inflamacdo. Os AINES estéo entre 0os medicamentos mais
prescritos para o controle dos transtornos da ATM (Dym e Israel, 2012). Regimes de tratamento
variam nove dias a um més (Gauer e Semidey, 2015), principalmente devido a efeitos colaterais.
Os AINEs ndo seletivos a COX-2 sédo conhecidos por causar graves efeitos colaterais,
especialmente irritagdo gastrointestinal (Turajane et al., 2009).
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Apesar de ndo haver a cura, os tratamentos para as DTMs podem variar muito,
dentre os tratamentos menos invasivos estdo o autocuidado, terapia farmacologica, fisioterapia,
acupuntura e placas de oclusdo. Nesse caso, farmacos anti-inflamatdrios esteroidais, AINES,
analgeésicos e relaxantes musculares sdo 0s mais comuns para aliviar os sintomas (Dym e Israel,
2012; Figueroba et al., 2014). H& também tratamentos considerados invasivos, como aplicaces
de anti-inflamatorios esteroidais via intra-articular, podendo causar efeitos adversos e reaces
erosivas no 0sso e cartilagem (Habib, 2009; Caporali et al., 2013; Romero-Reyes e Uyanik,
2014). O uso sistémico de anti-inflamatorios em ratos saudaveis mostrou uma diminuicdo da
espessura da cartilagem articular da ATM (Figueroba et al., 2018).

Os AGPI émega 3 como EPA e DHA, que sdo encontrados em lipidios de peixes
gordurosos, no figado de peixes brancos magros e na gordura de mamiferos marinhos, tém
participacdo na resolucdo da inflamacdo. Sua administracdo demonstra 6timos resultados no
combate da inflamagéo em osteoartrites (Akbar et al., 2017), inclusive na ATM de ratos (Barbin
et al., 2020), ja que esses &cidos sdo constituintes muito importantes da membrana fosfolipidica
e o desequilibrio da ingestdo desses acidos contribuem para um perfil inflamatério danoso para
o0 ser humano (Calder, 2015).

2.5.1 Acidos graxos poli-insaturados na inflamagao

Os AGPIs sdo muito importantes para o controle efetivo da inflamagédo (Calder,
2015). Os AGPIs contém duplas ligagdes em suas moléculas e isso causa instabilidade ao calor,
acarretando grandes perdas no processamento de alimentos contendo AGPIs e na exposicao de
altas temperaturas, sendo convertidos em gordura trans, altamente danoso ao ser humano
(Schaefer, 2002). As duas maiores familias de AGPIs de cadeias longas sdo o ®3 e dmega 6

(06) (Figura 1).
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Nessas familias encontramos &cidos graxos que ndo sdo sintetizados pelo ser
humano, sendo assim chamados de acidos graxos essenciais (Schaefer, 2002; Schmitz e Ecker,
2008).

Acredita-se que os diferentes tipos de acidos graxos tenham efeitos distintos na
inflamag@o, acidos graxos saturados ou AGPIs 06 tém mais efeito pro-inflamatério, enquanto
AGPIs ®3 tém efeito anti-inflamatério. Varios estudos investigaram os efeitos da dieta
enriquecida com &cidos graxos, uma dieta rica em AGPIs ®3 reduziu danos estruturais
associados @ OA em comparacdo com a dieta rica em acidos graxos saturados ou AGPIs w6
(Loef et al., 2019).

Na familia do 6mega 3 estdo incluidos o &cido a-linolénico, EPA, &cido
docosapentaenoico e DHA. Na familia do w6 estio incluidos o acido linoleico e o AA, além
disso, ambas familias de AGPIs competem pela mesma via de metabolizacdo (Wadaet al., 2007,
Schmitz e Ecker, 2008; Morin et al., 2015). Os AGPIs ®3 e w6 sdo incorporados nas membranas
celulares, liberados de fosfolipidios de membrana e constituem substratos para a sintese de
eicosanoides, ou seja, prostaglandinas, prostaciclina, tromboxanos e leucotrienos. Os
eicosanoides decorrentes do AA (w6) induzem uma resposta inflamatoria por prostanoides da
série 2 que sao sintetizados. A PGE2 também pode induzir um efeito anti-inflamatério pelo
aumento da producdo de lipoxina por inducdo de LOX-15 (Wada et al., 2007; Wiktorowska-
Owczarek et al., 2015). Eicosanoides derivados do AA sdo responsaveis pela pré-agregacgdo e
efeito de vasoconstricdo (tramboxano A2 e tramboxano B2) e proliferacdo de células
cancerosas, especialmente de mama, colorretal e cancer de prostata (Wiktorowska-Owczarek et
al., 2015).

Os principais sinalizadores, responsaveis pela regulacdo e mediacdo de processos
inflamatorios sdo os eicosanoides. Sdo derivados do AA, acido dihomo-gama-linolénico, EPA
e DHA, que quando metabolizados pelas COX-1, COX-2, LOX-5 e LOX-15, ddo origem as
prostaglandinas, tromboxano e leucotrienos, os principais eicosanoides (Tilley et al., 2001).

A alta concentracdo de AA é responsavel por uma participagéo direta na inflamacéo,
promovendo acdo pro-inflamatoria, agregacdo plaquetaria e vasoconstricdo, atuando como
substrato para as COX, LOX, e demais enzimas que sintetizam os eicosanoides.Por outro lado,
quando essas enzimas encontram altas concentracdes de EPA e DHA, suas metaboliza¢des tém
uma participagdo na resposta anti-inflamatoria, promovendo vasodilatagdo, impedindo a

agregacao plaquetaria e mediando a inflamacéo (Tilley et al., 2001; Ruiz-Lopez et al., 2014).
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Diferentemente do AA, que a sua metabolizacdo origina prostaglandinas e
tramboxanos de série 2 e leucotrienos de serie 4, a metabolizacdo do EPA origina
prostaglandinas e tramboxanos de série 3 e LT de série 5 através da COX-2 e LOX-5
respectivamente (Wada et al., 2007). O DHA por sua vez é metabolizado em resolvinas de série
D e protectinas através da LOX-15 (Dennis e Norris, 2015; Fonseca et al., 2017). Produc¢éo de
lipoxinas e resolvinas, bem como oxilipinas de ambos os grupos de poli-insaturados acidos
graxos permite a extingdo do curso do processo inflamatorio; a falta de tal reacdo pode
contribuir para o desenvolvimento de doencas autoimunes doencas, inflamacéo cronica ou
tecido excessivo danos e desenvolvimento de varias doencas cuja patogénese esta associada a
processos inflamatérios doenca (Wiktorowska-Owczarek et al., 2015).

Os acidos graxos 6mega 3 tém propriedades anti-inflamatérias e atividade
antialérgica, predominantemente por meio de a inibicdo da resposta imunoldgica excessiva,
competindo para enzimas mutuas com &cidos graxos w6 na via metabolica. Eles diminuem a
sintese de compostos pro-inflamatérios (LTB4, PGE2, IL-1, TNF-a), bem como estimulam a
sintese de citocinas com acdo anti-inflamatéria (IL-2, TGF-B). O alivio dos sintomas
inflamatorios foi observado apds a administracdo de 6mega 3 no caso de AR, colite ulcerativa,
asma, psoriase e outros doencas autoimunes. Além disso, existem alguns relatérios mostrando
que eles também podem aliviar o curso de processos inflamatorios da bactéria ou origem viral
(Chan et al., 2005; Wiktorowska-Oweczarek et al., 2015). O émega 3 reduziu com sucesso 0
dano nas ATMs de ratos machos com AR induzida, portanto pode ser uma alternativa
promissora. Além disso, a administracdo de ®3 tem um efeito comparavel aos anti-

inflamatdrios esteroidais em animais com AR induzida (Barbin et al., 2020).

2.6 TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA E A ANALISE OSSEA

O uso de imagem de alta resolucdo por meio de microtomografia computadorizada
(micro-TC) para avaliar morfologia cortical 6ssea e trabecular em animais e humanos (ex-vivo)
cresceu imensamente. As técnicas histoldgicas quantitativas eram o padrdo ouro para avaliar a
arquitetura do osso cortical e trabecular, embora as analises histoldgicas fornegcam informacoes
exclusivas sobre celularidade e indices dindmicos de remodelacdo dssea, elas tém limitacGes
com relacdo a microarquitetura 6ssea. Imagem da microarquitetura 6ssea em alta resolucédo 3D
por micro-TC mostrada por Feldkamp et al (1989) sem depender de parametros morfométricos,
tornou-se o padrdo ouro para avaliagdo da morfologia 6ssea de camundongos e outros animais

pequenos (Bouxsein et al., 2010).
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A excelente reprodutibilidade e preciséo das medi¢6es em micro-TC da morfologia
Ossea foram estabelecidos em varios estudos comparando-os com medidas tradicionais da
histomorfometria em animais (Bonnet et al., 2009) e em humanos (Chappard et al., 2005).
Atualmente, o scanner do micro-TC alcanca um tamanho de voxel isotropico de alguns
micrdmetros, o que é suficiente para investigar estruturas como como trabéculas 6sseas de
camundongo que tém larguras de aproximadamente 30 a 50 mm. (Martin-Badosa et al., 2003),
O primeiro estudo a quantificar a morfologia 6ssea usando micro-TC foi para
avaliar alteracdes do 0sso subcondral em ratos com osteoartrite. A partir deste estudo, a micro-
TC tem sido usada para uma ampla gama de estudos relacionado ao volume 6sseo e morfologia
6ssea: incluindo andlise de crescimento e desenvolvimento (Hankenson et al., 2005) e modelos
em animais OV X com osteoporose pos-menopausa (Bouxsein et al., 2005). Além disso, micro-
TC ¢é usado para avaliar os efeitos das intervengdes farmacoldgicas (Von Stechow et al., 2004),
fissuras em imagem de osso cortical (Uthgenannt e Silva, 2007), para avaliar a consolidacdo da
fratura (Morgan et al., 2009).
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3 PROPOSICAO

O objetivo nesse estudo foi avaliar o efeito anti-inflamatério e protetor do dmega
3 na ATM de ratas OXV com artrite reumatoide induzida, por meio da analise da concentracao
de citocinas inflamatorias e anti-inflamatérias e da avaliagdo morfométrica da cabeca da
mandibula".
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAIS

Foram utilizados para anestesia animais a associacdo de cloridrato de quetamina
injetavel (Vertinil, Louveira-SP, Brazil) e cloridrato de xilasina injetavel (Anasedan, Sespo
Paulinia-SP, Brazil). Outras substancias utilizadas: suspensdo de Mycobacterium tuberculosis
(CFA) a 4mg/mL, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)), colageno bovino tipo Il (CIl) Becton
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), solucéo salina estéril 0,9% injetavel SAMTEC® (Santec
Biotecnologia LTDA- Séo Paulo, Brasil), ®3 (OmegaPure 90%®, EPA 235mg + DHA 165mg,
Biobalance Nutraceuticals, Porto Feliz-SP, Brasil), citocinas IL-1f, IL-6, TNF-a e IL-10, Kits
de ELISA (PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ, EUA).

4.2 ANIMAIS E COMISSAO DE ETICA

Este estudo foi aprovado pelo Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Biologia/UNICAMP com protocolo no 5455-1/2019 (Anexo 1). O delineamento
dos grupos experimentais foi feito conforme o calculo amostral disponibilizado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais, adotando-se: valor critico para grau de confianca de 95% (1,96);
desvio maximo 0,2236 (22,36%), baseado no estudo anterior da literatura e experimentos
preliminares; erro padrdo minimo que se deseja encontrar de 5% da média (50%); e nivel de
significancia de p < 0,05. Segue o céalculo: n = 1+ [2C x (s/d)*2] n = 1 + [2 x 10,51 x
(0,2236/0,5)"2] n =1 + [21,02 x (0,4472)"2] n =1 + [21,02 x 0,2] n = 1+ 4,204 n = 5,204. O
namero deve ser arredondado para o proximo numero inteiro, ou seja, n = 6 animais.

Foram utilizadas 24 ratas, adultas (Rattus norvegicus albinus, Winstar, SPF******1
com 10 a 12 semanas de vida, com peso entre 250 a 300g.

Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas e passaram uma semana de
adaptacdo ambiental ap6s o transporte antes do inicio do experimento. Foram mantidos em
regime de agua e alimentacdo ad libitum, a temperatura média de 23°C e iluminagdo artificial
com lampadas fluorescentes, sendo fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro,
considerando o periodo de luz das 7 as 19 horas. A ocorréncia e a intensidade da dor nos animais
foram monitoradas diariamente por meio da Escala da Careta (Sotocinal et al., 2011). Peso,

ingestdo de agua e consumo de alimentos foram avaliados semanalmente.

1 S.P.F. = Specific Pathogen Free — livre de 5 patdgenos especificos.
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4.2.1 Exame colpocitoldgico (Citologia Vaginal)

Todas as ratas foram submetidas a colheita de secrecdo vaginal, diariamente,
durante trés semanas, visando a avalia¢do da funcdo ovariana. O material colhido em Iaminas
histoldgicas foi fixado em uma solugdo de &lcool-éter (1:1), corado pelo método de Harris-
Shorr (Shorr, 1941) e analisado ao microscopio de luz. Somente as ratas apresentando dois ou
mais ciclos estrais consecutivos de quatro dias foram incluidas no estudo (Montes e Luque,
1988).

4.2.2 Ovariectomia

A OVX foi realizada em 18 ratas, sob anestesia utilizando xilazina a 2% (10mg/kg
i.p.) e quetamina a 10% (90mg/kg i.p), 0 método foi descrito em estudo anterior (Figueroba et
al., 2021). A OVX (Figura 2) teve como finalidade eliminar a produgdo de hormdénios gonadais,
produzindo um estado permanente de insuficiéncia estrogénica. Foi realizada analgesia no
periodo pos-operatdrio imediato com a administracdo de cloridato de meperidina na dose de
20mg/kg/animal, por via intramuscular (Latt, 1976). Todas as ratas foram novamente
submetidas a colheita de secre¢do vaginal, diariamente, durante 15 dias que sucederam a
cirurgia, e somente as ratas que apresentaram esfregacos vaginais de padrao atrofico por 15 dias

consecutivos foram incluidas no experimento.

Figura 2 - Utero ap6s a remogéo dos ovarios

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Apos 15 dias da indugdo ou do procedimento simulado, 24 ratas foram divididas nos
seguintes grupos (n = 6) de acordo com os tratamentos de dose Unica aplicados diariamente por
gavagem durante sete dias: Grupo 1 - Sham: 02 mL de NaCl 0,9%; Grupo 2 - OVX: 0,2 mL de
NaCl 0,9%; Grupo 3 - OVX + AR: 0,2 mL de NaCl 0,9%; Grupo 4 - OVX + AR+®3: ®3 300
mg/kg. A dose de 300 mg/kg de 3 foi escolhida de acordo com a proposta de Diretrizes do

Health Canada para obter uma dose equivalente a humana de ®3 de 3,0g/dia (Morin et al., 2015)
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4.3.1 Inducéo de artrite e administracdo de medicamentos

Apo0s 21 dias da castragdo, os animais dos grupos (OVX + AR ¢ OVX + AR+ ®3)
foram submetidos a inducdo de AR, os procedimentos adaptados dos modelos foram descritos
previamente por Liu et al. (2015), Morin et al., (2015), Barbin et al., (2020). O CII foi
dissolvido em acido acético 0,05 M para 2,0 mg/mL e completamente emulsificado com o0 CFA
(1:1). Foi injetado 100 uL de CFA + CllI por via intradérmica na base da cauda de 12 ratas para
induzir AR, e apds 5 dias, receberam uma segunda dose foi novamente aplicada. Os 12 animais
restantes formando o grupo Sham e OVX receberam uma inje¢do de 100 pL. de NaCl 0,89%

por via intradérmica na base da cauda, repetida ap6s 5 dias (Figura 3).

Figura 3 - Inducéo Sistémica da Artrite na cauda com CFA

4.3.2 Obtencdo dos tecidos

Decorridos sete dias dos tratamentos (n = 6), os animais foram eutanaziados por
aprofundamento da anestesia xilazina a 2% (10mg/kg) e quetamina a 10% (90mg/kg). Uma das
ATMs de forma aleatdria foi submetida a maceragdo e centrifugacdo em tampao de extracao
celular (tampéo tris-HCL 50 mM, pH 7,5) e o sobrenadante foi submetido ao imunoensaio
ELISA. A outra ATM foi preservada por fixacdo em solucdo de paraformaldeido a 10% em
tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,4 e a 4 °C para a analise posterior dos parametros morfométricos

por micro-TC.

4.3.3 Imunoensaio

Os sobrenadantes foram analisados em volumes de tecido padronizados usando kits
de ELISA (PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ, EUA), para quantificar as citocinas pro-
inflamatorias IL-1p, IL-6, TNF-a e anti-inflamatdria IL-10 na ATM. As placas foram revestidas
com anticorpos especificos para a captura de citocinas, em seguida, amostrasexperimentais,
anticorpos de detec¢do e anticorpos secundarios ligados a enzima foram adicionados a reacéo.

A mudanca de cor ap06s a adi¢do de 2,2-azino-bis (&cido 3-
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etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) e a densidade Optica foi determinada usando

comprimento de onda de 405 nm com corre¢do para 650 nm.

4.3.4 Preparo das amostras e obtenc¢do das imagens por micro-TC

As imagens foram obtidas no aparelho de microtomografia computadorizada
Skyscan 1174 (Bruker Corp., Kontich, BélgicSkyScan). Foram obtidas imagens de 24 cabeca
da mandibula (Figura 4), sendo apenas uma cabeca da mandibula de cada rata. As amostras
foram fixadas com cera em uma haste metalica e posicionadas por meio do ramo da mandibula,
de maneira que as cabegas de mandibulas ficassem voltada para cima, com o seu centro em 90°
em relacdo a base metalica, as cabecas das mandibulas foram escaneadas individualmente.

O escaneamento utilizou os seguintes parametros de aquisicdo: energia de 50 kVp,
corrente do tubo de raios X de 800 pA e um filtro de aluminio com espessura de 0,5 mm
posicionado a frente da saida externa dos raios X (Kim et al., 2021). Houve a padronizacédo do
tamanho do pixel em 6,43 um, posicionamento vertical da amostra em 6,20 mm e aquisicao dos
frames a cada 0,6° de rotacdo do aparelho, totalizando um giro de 180° e 300 projecdes de cada

peca.

Sham ovX OVX+AR OVX+AR+w3

Figura 4 - Imagem das cabecas das mandibulas para obtencéo das imagens por micro-TC

4.3.4.1 Reconstrucéo e analise das imagens obtidas e analise

A reconstrucdo das imagens de micro-CT foram feitas por meio do software
SkyScan NRecon (Kontich, Bélgica), sendo que as demarcacGes superior e inferior foram
selecionadas individualmente em cada amostra contando trezentas imagens a partir do topo do

condilo antes de cada reconstrucdo para obtencao da regido de interesse (ROI).
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As andlises das imagens foram realizadas por meio do software Skyscan CT
Analyzer (Bruker Corp., Kontich, BélgicSkyScan). A segmentacdo da imagem inicial (Figura
5A) foi automatizada pelo proprio software (Figura 5B) e a ROI (Figura 5C) foi selecionada
pela ferramenta “ROI shrink-wrap”. Apés a defini¢do da ROI, foi realizada a binarizagdo da
regido (Figura 5D), e entdo, a analise morfométrica para obtengdo dos dados. Os valores de
threshold utilizados para a avaliacdo do volume de interesse (VOI) foram de 77 até 255.

Os seguintes parametros foram analisados: percentual de volume 06sseo (BV),
espessura trabecular (Th.Th), nimero trabecular (Tb.N), separacdo trabecular (Th.Sp), volume

de poros abertos (\Vop) e porosidade aberta (Op).

Figura 5 - Segmentagao das imagens de microtomografia computadorizada da cabeca da mandibula

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para analise de
normalidade e ao teste de Bartlett para homocedasticidade. Além disso, os dados foram
analisados usando o teste de Kruskal-Wallis (H) e o teste post-hoc de Dunn. Para as analises, 0
valor alfa foi definido em 5%. Os célculos estatisticos foram realizados usando os softwares R
(4.0.4) e RStudio (1.4.1717), e o software GraphPad Prism (9.1.2) foi usado para criar 0s
gréficos.
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5 RESULTADOS
5.1 MASSA CORPORAL

A alteracdo da massa corporal dos animais (n = 6) de cada grupo é mostrada na Figura 6.
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Figura 6 — Alteracdo na massa corporal do animal (mediana, 1° - 3° quartis, n = 6). Os grupos identificados por

simbolos diferentes sdo estatisticamente diferentes uns dos outros (testes de Kruskal-Wallis / Dunn, P <0,05).

Foi possivel observar que no curto periodo da pesquisa houve tendéncia para as
ratas OV X ganharem mais peso (H = 23,44, P = 0,0001). A mediana (1° - 3° quartis) de peso
(em gramas) do grupo OV X (315; 287,5 - 340,0) foi maior (P <0,05) do que a simulagéo (235;
230 - 248,8), mas ndo mostrou diferencas significativas (P> 0,05) com OVX + AR (265; 250 -
280,0) e OVX + AR + 3 (260; 257,5 - 282,5).

5.2 CITOCINA

A Figura 7 mostra os niveis das concentracdes de citocinas avaliadas em nosso
estudo. Foi possivel observar uma diminuigdo (H = 13,7, P = 0,0033) no nivel de IL-10 (Figura
7A) nos grupos OVX + AR e OVX em relagdo aos grupos Sham e OVX + AR + @3 (P <0,05 )
O grupo OVX + AR + ®3 ndo apresentou diferenca em relagdo ao grupo Sham (P = 0,82); os
grupos OVX + AR e OV X ndo mostraram diferencas entre eles (P = 0,72).

Observamos aumento significativo (H = 15,9, P <0,0001) na concentragéo de IL-
1B (Figura 7B) nos grupos OVX + AR e OVX em relacdo aos demais grupos (P <0,05). A
concentragdo de IL-1pB foi semelhante (P = 0,21) entre os grupos OVX + AR + ®3 e Sham, e
foi maior para OVX + AR do que Sham (P =0,0002) e OVX + AR + ®3 (P = 0,0076).
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Um aumento significativo (H = 18,5, P = 0,0003) na concentragéo de IL-6 (Figura
7C) foi observado nos grupos OVX + AR (P <0,05) em comparac¢éo aos outros grupos. OVX +
AR + ®3 nao mostrou diferencas significativas (P = 0,90) com o grupo Sham. O grupo OVX
apresentou diminuicdo estatisticamente significativa na concentracdo de IL-6 em relacdo aos

demais grupos (P <0,05).

As concentrages de TNF-a (Figura 7D) aumentaram (H = 21,6, P <0,0001) na
OVX + AR em comparagdo com Sham (P <0,0001) e OVX + RA + ®3 (P = 0,0033). N&o foram
observadas diferencas significativas (P = 0,14) entre os grupos OVX + AR + ®3 e Sham. OVX
induziu maiores concentragdes de TNF-a do que Sham (P = 0,0030), mas nenhuma diferenca
com OVX + AR (P =0,14) e OVX + AR + ®3 (P =0,14).
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Figura 7 - Mediana (1° - 3° quartis, n = 6) de liberacdo de citocinas (IL-10, IL-1pB, IL-6 ¢ TNFa). Os grupos
identificados por simbolos diferentes séo estatisticamente diferentes uns dos outros (testes de Kruskal-Wallis /
Dunn, P <0,05).

5.3 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

Para a apresentacdo dos dados obtidos pela analise das reconstrugdes, utilizou-se a
média e o desvio padréo de cada grupo para cada variavel, sendo elas: percentual de volume
0sseo (BV), espessura trabecular (Tb.Th), nimero trabecular (Th.N), espacamento trabecular
(Th.Sp), volume de poros abertos (\Vop) e porosidade aberta (Op) (Tabela 2). A Figura 8

apresenta os graficos das comparagGes multiplas entre os grupos de cada varidvel, apresentando
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média e desvio padrdo (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001; ns: ndo significante,
p>0,05).

Foram analisados os cortes coronal, axial e sagital, representados pelas letras A, B
e C respectivamente na Figura 8 por meio das reconstru¢cbes com o software SkyScan

DataViewer (Kontich, Bélgica).

Tabela 1. Medianas, 1° e 3° quartis (n = 6) dos dados obtidos pela analise da reconstrugdo em

micro-CT.
Medianas (1° - 3° quartis)
Volume Espessura Namero  Espagamento volume de Porosidade
Grupos 0sse0 trabecular trabecular trabecular pOros aberta
(%) (mm) (n/mm) (mm) abertos (%)
(mm?)

Sham 96.232 0.3732 2.59% 0.056 2 0.095? 3.53%

(95.77-96.86)  (0.313-0.396)  (2.44-3.08)  (0.050-0.059)  (0.078-0.105) (2.88-3.91)
OVX 91.48 b¢ 0.364 2 2.522 0.097® 0.281° 8.24"

(90.4 - 92.42) (0.339-0.376)  (245-272)  (0.093-0.102)  (0.249 - 0.309) (7.23-9.30)

OVX+AR 85.12°¢ 0.271° 3.21° 0.100° 0.516 14.82°¢
(83.11-88.28) (0.261-0.277) (3.00-3.43) (0.084-0.113) (0.436 -0.577) (11.59 - 16.64)

93.10 2 0.350% 2672 0.087° 0.246 6.63

OVX+AR+m3
(92.44-94.12)  (0.334-0.371)  (253-2.81)  (0.077-0.094) (0.197 - 0.267) (5.60-7.19)

OVX= ovariectomizada; AR= artrite reumatoide; 3= 6mega 3. Letras minusculas diferentes
= diferencas estatisticamente significativas
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OVX+AR OVX+AR+w3

Figura 8 - Cortes obtidos nas reconstrucfes dos condilos da ATM (n = 6) com escala de barra de 1 mm: (A)
Coronal, (B) Axial e (C) Sagital. Sham: Estrutura osteocondral com separagao trabecular e porosidade de padréo
normal. OVX: Alteragdo intermediaria, com aumento da separacdo trabecular e da porosidade 6ssea. OVX + RA:
Alteracdo marcada, com aumento da separacdo trabecular e da porosidade 6ssea. OVX + RA + ®3: alteracdo quase

normal mostrando diminuicao da separagdo trabecular e da porosidade dssea.

5.3.1 Percentual de volume 0sseo

Foi possivel observar maior percentual de volume 6sseo no grupo Sham (H = 19,8,
P = 0,0002) quando comparado aos grupos OVX (P = 0,0062) e OVX+ AR (P <0,0001), mas
ndo apresentou diferencas estatisticamente significantes (P = 0,13) com o grupo OVX+AR +
®3. Este Gltimo grupo apresentou maior proporcdo de volume dsseo do que o grupo OVX + AR
(P =0,0062), mas nao diferiu do grupo OVX (P = 0,13).

5.3.2 Espessura trabecular

A analise da espessura trabecular (H = 11,6, P = 0,0087) mostrou que o0 grupo Sham
ndo apresentou diferencas estatisticamente significantes quando comparado aos grupos OVX
(P=0,81) e OVX + AR + ®3 (P = 0,80), mas foi maior do que no grupo OVX + AR (P =
0,0033), que foi menos espesso do que os grupos OVX + AR + w3 (P =0,0071) e OVX (P =
0,0070). N&o houve diferencas estatisticamente significativas (P = 0,99) entre os grupos OVX
e OVX + AR + 3.

5.3.3 Numero trabecular
O numero de trabéculas (H = 9,0, P = 0,0297) foi maior no grupo OVX + AR do
gue Sham (P = 0,0305), OVX (P = 0,0062) e OVX + AR + ®3 (P = 0,0222). Nao houve

diferencas estatisticamente significativas (P> 0,05) entre os outros grupos.
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5.3.4 Espacamento trabecular
O espacamento trabecular (H = 14,3, P = 0,0026) foi menor no grupo Sham do que
no OVX (P <0,0015), OVX + AR (P = 0,0008) e OVX + AR + ®3 (P = 0,0222), mas la ndo

houve diferencas estatisticamente significativas (P> 0,05) entre 0s outros grupos.

5.3.5 Volume de poros abertos

O volume de poro aberto (H = 19,0, P = 0,0003) foi significativamente menor no
grupo Sham do que no OVX (P = 0,0101) e OVX + AR (P <0,0001), mas nenhuma diferenga
significativa foi observada com OVX + AR + o3 (P = 0,0724). OVX + RA induziu o maior
volume de poro aberto (P <0,05). N&o foram observadas diferencas significativas entre OVX e
OVX+ AR + 3 (P =0,44).

5.3.6 Porosidade aberta

A porcentagem de porosidade aberta (H = 19,8, P = 0,0002) néo diferiu (P = 0,11)
entre 0s grupos Sham e OVX + AR + ®3, mas ambos tiveram uma porcentagem menor (P
<0,0001) do que o grupo OVX + AR . A porosidade do grupo OVX foi maior do que a do grupo
Sham (P = 0,0055), mas nao diferiu dos grupos OVX + AR (P=0,13) e OVX+ AR+ w3 (P =
0,24)
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6 DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram propriedades reparadoras e protetoras de 3 na ATM
de ratas OVX com AR. Apenas as ratas ovarectomizadas apresentaram maior ganho de peso do
que as ratas simuladas (Sham), durante o curto periodo do estudo. Tanto a AR quanto a AR
associada ao 6mega 3 diminuiram de alguma forma o ganho de peso quando comparada 8 OVX.
O ganho de peso em ratos OVX é mediado por hiperfagia, reducdo da atividade locomotora e
reducdo da taxa metabolica (Dornellas et al., 2018; Witte et al., 2010).

Citocinas de baixo peso molecular, que exercem efeito prdé ou antiinflamatério
(Boshtam et al., 2017). Citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a, interferon-y, IL-1p, IL-6 e
IL-17 desempenham um papel vital na patogénese da AR, que é caracterizada por inflamacéo
cronica do tecido sinovial, disfuncdo articular e dano tecidual nas articulagdes (Kim e Moudgil,
2017). Os niveis de concentracdo das citocinas TNF-a e IL-1p no grupo Sham foram baixos,
principalmente pela condicéo saudavel das ATMs, uma vez que 0 estresse quimico e mecanico
ndo foram usados. Este resultado foi observado anteriormente em outros estudos (Barbin et al,
2020; Figueroba et al., 2015). Essas citocinas tiveram um aumento maior no grupo OVX + RA
do que nos outros grupos.

A AR induzida aumentou a concentracdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-
a, IL-1PB, IL-6 na ATM de ratas, confirmando achados anteriores (Barbin et al., 2020; Ceotto et
al., 2021). Esse aumento também foi observado na ATM apo6s injecdo de albumina bovina
metilada (Silva Quinteiro et al., 2014; Teixeira et al., 2020).

Além da AR, os animais também apresentavam insuficiéncia estrogénica causada
pela OVX, o que provavelmente contribuiu para um aumento maior na concentragdo de
citocinas. Niveis aumentados de TNF-a e IL-1B também foram observados em outros estudos
com ratas ovarectomizadas, provavelmente devido a uma reducdo extrema das concentracGes
de 17beta-estradiol. Além disso, a concentracdo de 17beta-estradiol em ratas OV X geralmente
sdo trés a quatro vezes menor do que em ratas ndo castradas (Figueroba et al., 2015; Qu et al.,
2013). Outros estudos mostraram que os hormoénios gonadais inibem a secrecdo de citocinas
pré-inflamatorias por células do estroma ou macréfagos (Figueroba et al., 2015; Ganesan et al.,
2008),

Niveis de concentracdo aumentados de IL-6 foram detectados no soro e liquido
sinovial de pacientes com AR (Ogata et al., 2019). Na verdade, encontramos um nivel mais alto
de concentragéo de IL-6 no grupo OVX + RA. Quando tratados com ®3, as concentragdes de

IL-6 foram reduzidas em concentra¢des semelhantes as do grupo Sham.
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Existem varias evidéncias sugerindo que a IL-6 desempenha um papel vital durante
a transicdo da imunidade inata para a adquirida (Scheller et al., 2011). Em nosso estudo, a IL-
6 apresentou niveis reduzidos de concentracdo no grupo OVX quando comparada aos outros
grupos. Curiosamente, os niveis de TNF-a e IL-1p aumentaram no grupo OVX, indicando que
outros fatores podem ter influenciado. Estudo realizado por Figueroba et al. (2015) mostraram
concentragdes aumentadas de IL-6 na presenca de 17beta-estradiol em ratas ovarectomizadas,
confirmando que os hormonios gonadais sdo essenciais para aumentar a expressao de I1L-6 em
mulheres. Assim, é provavel que o aumento do nivel de IL-6 no grupo OVX + AR tenha sido
induzido por CFA + CII.

Nossos resultados mostraram que tanto a AR quanto OV X induzem uma diminuicao
nos niveis de concentracdo I1L-10 no tecido da ATM. A IL-10 desempenha um papelterapéutico
em varios modelos de AR (Kuroda et al., 2006), principalmente inibindo citocinas pro-
inflamatérias TNF-a,, 1L-1, IL-6, IL-8, IL-12 (Boshtam et al., 2017),

Os efeitos benéficos de AGPIs 6mega 3 tém sido observados em modelos de AR
em roedores (lerna et al., 2010). Nosso estudo confirmou o efeito anti-inflamatério de d6mega 3
na ATM de ratas com OVX e AR, com melhoras significativas na microarquitetura 6ssea do
condilo, reduzindo a maioria das citocinas.s das citocinas avaliadas. O 6mega 3 foi capaz de
reduzir os niveis de TNF-a e IL-1B apoés a inducdo de OVX e AR, apresentando niveis
semelhantes aos do grupo Sham. Barbin et al. (2020) mostraram anteriormente o efeito
antiinflamatério de 6mega 3 na ATM em ratos machos com AR.

Além disso, também houve uma maior concentracdo de I1L-10 no grupo tratado com
o6mega 3; aumento no tecido da ATM ap06s receberem o tratamento com 6mega 3. Considerada
anti-inflamatoria, A IL-10 é uma interleucina anti-inflamatoria, apresentando um papel
terapéutico em diversos modelos animais de artrite, por inibir a producdo e os efeitos de
citocinas pré-inflamatérias. Teixeira et al. (2020) mostraram niveis aumentados de IL-10 no
tecido da ATM de ratos com AR tratados com acidos epoxiicosatriendicos (metabolito do &cido
araquidénico). Nosso estudo também mostrou concentra¢bes aumentadas de I1L-10 no grupo
omega 3.

Ratas OV X + AR apresentaram degeneracao no 0sso subcondral da ATM, conforme
relatado anteriormente por Tanaka et al. (1999), que demonstrou a influéncia negativa da
ovariectomia na microarquitetura 6ssea do condilo. Em nosso estudo, a micro-tomografia
computadorizada revelou alteragGes significativas no condilo mandibular. A maioria dos
parametros observados apresentou melhora no grupo 6émega 3, relacionada a reorganizagédo da

matriz éssea.
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Outros estudos (Chen et al., 2014; Jiang et al., 2017; Chatterjee et al., 2021)
demonstraram reducdo na porcentagem de volume 0sseo e espessura trabecular, além de
aumento da separacdo trabecular e da porosidade total no osso céndilo de ratas
ovariectomizadas. Nossos resultados mostraram achados semelhantes principalmente no grupo
OVX e OVX-RA, exceto para o nimero trabecular que ndo foi afetado em nosso estudo, e um
aumento no volume de poros abertos (\Vop) e porosidade aberta (Op) semelhante a porosidade
total do estudo citado. Cui et al. (2015) também néo observaram diferencas no nimerotrabecular
de animais OVX

A AR induzida causou mudangas mais pronunciadas na microarquitetura condilar
em animais OVX, especialmente na espessura e numero trabecular. Outros estudos em animais
observaram reducdo na porcentagem de volume 6sseo, espessura trabecular e nimero trabecular
na ATM apo6s 2 a 4 semanas de inducdo de OA, sendo a reducdo mais evidente na 2% semana
(Xu et al., 2016; Cui et al., 2020). Nossos resultados foram obtidos ap6s 3 semanas de AR e
OVX, e o tempo pode ndo ser adequado para observar mudangas mais evidentes

O Omega 3 contribuiu para preservar a microarquitetura do céndilo em alguns dos
parametros da micro tomografia computadorizada, conforme mostrado na Tabela 1. Lukas et
al. (2011) observaram os efeitos positivos de dietas com diferentes fontes de 6mega 3 em ratas
em crescimento por oito semanas. O tratamento com émega 3 restaurou parcialmente o padrédo
de normalidade no osso condilo da ATM, melhorando alguns dos pardmetros 6sseos. Na
verdade, um estudo anterior mostrou um aumento significativo na porcentagem de volume
6sseo em camundongos, sugerindo que a suplementacdo com émega 3 contribui para o processo

de desenvolvimento ¢sseo e otimiza as caracteristicas do 0sso trabecular (Rozner et al., 2020).

Os efeitos de preservacdo do 6mega 3 nos tecidos sinoviais da ATM também foram
relatados em estudo anterior por meio de analise histologica. O dmega 3 induziu uma maior
espessura das camadas fibrosas maduras, proliferativas e hipertroficas em ratos AR machos. No
entanto, Gunson et al. (2012) mostraram que os efeitos benéficos do 6mega 3 foram
rapidamente revertidos com a retirada da ingestéo de alimentos.

Dessa forma, nosso estudo traz novas evidéncias sobre o efeito do édmega 3 na
ATM, inibindo citocinas pro-inflamatdrias, auxiliando no processo de reparo e prevenindo a

destruicdo da cartilagem articular e erosao 6ssea.
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7 CONCLUSAO

Omega 3 reduziu com sucesso 0 dano da articulagdo temporomandibular em ratos
com ovariectomia induzida por artrite reumatoide. Portanto, € considerada uma alternativa
promissora, pois precursores de mediadores lipidicos da inflamacdo podem atenuar a

inflamacdo e modular a resposta autoimune, auxiliando no processo de reparo 0sseo.
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