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RESUMO

O desenvolvimento de osteoartrite (OA) leva a degeneracdo articular, e o
da artrite reumatoide (AR) pode causar destruicdo da superficie articular. Alguns
estudos demonstraram os efeitos benéficos dos acidos graxos poli-insaturados
6mega-3 (w3), no processo inflamatoério da articulacdo temporomandibular (ATM). O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do w3 na ATM de ratos com OA e AR. A OA
foi induzida com CFA+colageno bovino tipo Il (Cll) injetados diretamente na ATM e a
AR injetado diretamente na ATM e na base da cauda dos ratos. Foram tratados 36
ratos adultos por gavagem e divididos aleatoriamente em 6 grupos. Ensaio 1 - G1:
Controle — Inje¢ao de 50 yL de NaCl 0,9% na base da cauda e em cada ATM, tratado
com NaCl; G2: OA — Injegao de 50 yL de CFA+CIl em cada ATM, tratado com NacCl;
G3: OA+AR - Injecado de 100 uL de CFA+CII na base da cauda e de 50 uL de CFA+CII
em cada ATM, tratado com NaCl. Ensaio 2 - G4: OA+AR+dexa — Inje¢cao de 100 uL
de CFA+CII na base da cauda e de 50 yL de CFA+CIl em cada ATM, tratado com
dexametasona — controle positivo (0,3 mg/kg); G5: OA+AR — w150 — Injecdo de 100
ML de CFA+CII na base da cauda e de 50 pL de CFA+CIl em cada ATM, tratado com
w-3 (150 mg/kg); G6: OA+AR+w300 — Injegdo de 100 pL de CFA+CII na base da
cauda e de 50 pL de CFA+CIll em cada ATM, tratado com w3 (300 mg/kg), os
tratamentos foram iniciados 15 dias apés a inducdo da AR+OA, mantidos por 7 dias e
eutanasiados. Uma das ATM foi submetida ao imunoensaio (ELISA), para avaliacao
das citocinas (IL1-B, IL-6, IL-10 e TNF-a). A outra ATM foi preservada por fixacdo de
paraformaldeido a 10% em tampéao fosfato 0,1M (pH 7,4), a 4°C, para processamento
histologico e submetidas as coloracdes (Azul de Toluidina e Picrossirius Vermelho-
Hematoxilina). Os resultados foram avaliados por ANOVA ou Kruskal-Wallis, na
dependéncia da distribuicdo dos dados e da homocedasticidade das variancias. Foi
possivel observar um aumento significante de IL-6, IL-13 e TNF-a nos G2: OA e G3:
OA+AR (p<0,05), em relacao aos grupos G1, G4, G5 e G6. Em G5: OA+AR+w150 e
G6: OA+AR+w300, observamos que as IL-6 e TNF-a ndao houve efeito adicional
(p>0,05) em relacdo a G1: controle. O nivel das citocinas de IL-6, de IL-18, IL-10 e
TNF-a, ndo mostraram diferencas em relagcao aos tratamentos w150 e w300 e dexa
(p>0,05). A espessura total da cartilagem foi menor em G3: AR+OA do que em G2:
OA (p <0,0024). O grupo w300 mostrou um aumento em relacao aos grupos G2: OA
(p<0,0006) e G4: AR+OA+dexa (p<0,0033). O w3 nas doses de 300mg/kg ou
150mg/kg, apresenta um bom potencial farmacologico nos tratamentos e controle da
artrite reumatoide e osteoartrite.

Palavra-chave: Articulagdo Temporomandibular. Acidos Graxos Omega-3. Citocinas.
Inflamacao. Modelo animal.



ABSTRACT

The development of osteoarthritis (OA) leads to joint degeneration, and that
of rheumatoid arthritis (RA) leads to destruction of the joint surface. Some studies have
demonstrated the beneficial effects of omega 3 polyunsaturated fatty acids (w3) on the
TMJ inflammatory process. The aim of this study was to evaluate the effect of w3 on
the TMJ of rats with OA and RA. OA was induced with FCA and bovine collagen type
Il (Cll) injected directly into the TMJ and RA injected directly into the TMJ and base of
the tail. 36 adult rats were treated by gavage and randomly divided into 6 groups. Test
1- G1: Control — Injection of 50 pL of 0.89% NacCl at the base of the tail and in each
TMJ, treated with NaCl; G2: OA — Injection of 50 pL of CFA + Cll in each TMJ, treated
with NaCl; G3: OA+RA — Injection of 100 L of CFA + ClI at the base of the tail and 50
ML of CFA+CII in each TMJ, treated with NaCl. Test 2 - G4: OA+RA+dexa — Injection
of 100 uL of CFA + Cll at the base of the tail and 50 yL of CFA+CII in each TMJ, treated
with dexamethasone (0.3 mg/kg); G5: OA+RA — w150 — Injection of 100 yL of CFA+CII
at the base of the tail and 50 uL of CFA+CII in each TMJ, treated with w-3 (150 mg/kQ);
G6: OA+RA+w300 — Injection of 100 uL of CFA+CII at the base of the tail and 50 uL
of CFA + Cll in each TMJ, treated with w3 (300 mg/kg), treatments were started 15
days later RA+OA induction, maintained for 7 days and dead. One of the ATMs was
submitted to immunoassay (ELISA) for the evaluation of cytokines (IL1-(, IL-6, IL-10
and TNF-a). The other TMJ was preserved by fixing 10% paraformaldehyde in 0.1M
phosphate buffer (pH 7.4), at 40C, for histological processing and submitted to staining
(Toluidine Blue and Picrosirius Red- Hematoxylin). The results were evaluated by
ANOVA or Kruskal-Wallis, depending on the data distribution and the homoscedasticity
of the variances. It was possible to observe a significant increase in IL-6, IL-13 and
TNF-a in G2: OA and G3: OA+RA (p<0.05), compared to groups G1, G4, G5 and G6.
In G5: AO+RA+w150 and G6: OA+RA+w300, we observed that IL-6 and TNF-a had
no additional effect (p>0.05) compared to G1control. The level of IL-6, IL-18, IL-10 and
TNF-a cytokines did not show differences in relation to treatments w150 and w300 and
dexa, (p>0.05). Total cartilage thickness was smaller in G3: RA+OA than in G2: OA
(p<0.0024) The Gw300 group showed an increase compared to the G2: OA
(p<0.0006) and G4: RA+OA+dexa (p<0.0033) groups w3 at doses of 300mg/kg or
150mg/kg has good pharmacological potential in the treatment and control of
rheumatoid arthritis and osteoarthritis.

Keyword: Temporomandibular Joint. Fatty Acids. Omega-3. Cytokines. Inflammation.
Animal model.
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1 INTRODUCAO

A articulacdo temporomandibular (ATM) € uma articulag&o sinovial de uniéo
entre a mandibula e a base do cranio, composta por trés elementos 6sseos principais:
condilo mandibular, fossa mandibular e tubérculo articular do osso temporal e
apresenta também tecidos conjuntivos associados, incluindo o disco articular (Cruz
Rizzolo, R.J. e Madeira, 2010).

Transtornos da ATM podem afetar a mandibula e os muasculos
mastigatorios. Muitos fatores, como idade, sexo, fatores hormonais, traumas e
estresse psicologico podem levar a uma adaptacao fisiolégica ou, caso contrario, a
desorganizacdo da ATM. Além disso, doencas sistémicas de carater inflamatorio e
degenerativas, como osteoartrite (OA) e artrite reumatoide (AR), podem ter impacto
significativo nessa articulacdo (de Souza et al., 2012).

A artrite reumatoide é caracterizada como inflamagé&o crénica, sistémica,
com caracteristicas degenerativas. Dentre os fatores predisponentes, a artrite
reumatoide € uma das formas mais comum de artrite inflamatoéria e afeta cerca de 1%
da populacdo mundial, sendo uma doenca inflamatéria progressiva que afeta as
articulagbes e possui etiologia desconhecida (Del et al.,, 2018). Um percentual
significativo de pacientes com artrite reumatoide tem sinais e sintomas com
envolvimento da ATM (Bessa-Nogueira et al.,, 2008). Esse envolvimento ocorre
mesmo antes do inicio dos sintomas clinicos e formacdo de auto anticorpos.
Alteracdes sinoviais podem preceder o aparecimento clinico da doenca. Na realidade,
todos os pré-requisitos para diferenciacdo dos osteoclastos e erosdo 6ssea sdo
encontrados nesta fase preliminar subclinica e proporcionam um ambiente adequado
para a geracao de células de reabsorcdo 6ssea, causando o progresso da doenca e
uma fase mais debilitante e ativa (Schett, 2012).

Osteoartrite € uma forma de artrite, considerada uma doencga degenerativa,
inicialmente pela perda de cartilagem e remodelacdo 0ssea e causando inflamacgéo
sinovial (Napimoga et al., 2020). O desenvolvimento da OA é comum na articulagéo
temporomandibular e pode causar dor e diminuicdo do espaco articular. Os sintomas
da OA na ATM, podem nao ser perceptiveis no estagio inicial (Kang et al., 2007).
Alguns mediadores inflamatérios associados a remodelacdo 0ssea, como citocinas e
interleucinas IL-1B3, TNF-a e IL-6 tém sido considerados marcadores da OA na ATM
(Vernal et al., 2008).
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As citocinas estdo predominantemente envolvidas nos processos
metabdlicos e degenerativos intra-articulares, sendo que concentracdes elevadas de
IL-18, TNF-a e IL-6 estdo presentes no fluido sinovial de pacientes e s&o consideradas
pré-inflamatérias. A IL-6 e IL-11 também estdo associadas com a adaptacdo da
articulacdo e a IL-10 € considerada anti-inflamatéria (Kaneyama et al.,, 2004;
Kristensen et al., 2014).

Analgésicos, relaxantes musculares, agentes anti-inflamatorios néo
esteroidais (AINES), e esteroidais (corticosteroides), tém sido usados para aliviar os
principais sintomas (Dym e Israel, 2012; Gil-Martinez et al., 2018). Os AINES exercem
sua funcéo inibindo enzimas cicloxigenase (COX 1 e COX 2) e reduzindo a formacao
de prostaglandinas, reduzindo dor e inflamac&o, mas podendo causar efeitos
colaterais gastrointestinais e cardiovasculares. Os agentes corticosteroides exercem
uma potente acdo anti-inflamatéria (Del et al., 2018) principalmente pela inativacdo da
fosfolipase A2, reduzindo a disponibilidade do acido araquiddnico, diminuindo
substrato para a COX-2 e reduz entdo a sintese de substancias inflamatorias, como a
prostaglandinas (Sadra et al., 2014).

Ainda ndo ha cura para a artrite reumatoide e o objetivo do tratamento € a
remissdo dos sintomas para um estado em que a inflamacdo desapareca ou seja
muito leve (Flurey et al., 2014). Os glicocorticoides, tanto injetados intra-
articularmente, quanto extra-articularmente, por via local ou sistémica (Caporali et al.,
2013), tornaram-se padrdo-ouro para o tratamento da artrite reumatoide e séo
amplamente utilizados (Kirwan, 2011). Entretanto, a administragcdo intra-articular
causa reacoes erosivas no 0sso e cartilagem (Ghalayani et al., 2013) e produz efeitos
adversos sistémicos (Habib, 2009). A crescente preocupacdo com os efeitos
colaterais dos glicocorticoides, quando utilizados por longos periodos, levaram a
diminuicao da utilizacéo indiscriminada na artrite reumatoide (Mota et al., 2013).

Outras estratégias nédo farmacoldgicas, tais como fisioterapia, exercicios,
ultrassom, terapia manual, acupuntura, laser e estratégias de comportamento
cognitivo também foram propostos (Rashid et al., 2013; Figueroba et al., 2014b; Gil-
Martinez et al., 2018).

Os acidos graxos poli-insaturados (AGPI), encontrados em 6leos de peixes
e vegetais (canola, linhaca e nozes) tém potencial para alterar a producéo de citocinas
pré e anti-inflamatérias (Navarini et al., 2017). S&o considerados anti-inflamatdrios,

antitrombdticos, antirreuméticos e reduzem os lipideos sanguineos, além de
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apresentarem propriedades vasodilatadoras, efeito preventivo contra doencas
cardiacas, hipertenséo, diabetes tipo 2 e artrite reumatoide (Fornazzari et al., 2007).

Esses AGPI séo classificados essencialmente em 6mega-3 (w-3), 6mega-
6 (w-6), 6mega-7 (w-7) e 6mega-9 (w-9). Quando metabolizado, o acido linoleico (w-
6) forma os acidos araquidénico e EPA, e o a-linolénico (w-3) forma o DHA. Estes
Omegas (w-6 e w-3) sdo considerados &cidos graxos essenciais, pois hdo podem ser
sintetizados por mamiferos, os quais sintetizam apenas w-7 e w-9 (Layé et al., 2017).

A suplementacgao dietética com w-3 mostrou impacto positivo na saude de
animais e seres humanos em diferentes doencas inflamatérias (Bueno-Jr, 2009; Levy,
2010; Serhan e Chiang, 2008;). Estudos com w-3 demonstraram uma diminuicdo da
inflamacgé&o, dor nas articulagbes e ingestdao de AINES em pacientes com artrite
reumatoide (Kristensen et al., 2018; Lee et al., 2012; Leslie et al., 2003).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ARTICULAGAO TEMPOROMANDIBULAR

A articulacdo temporomandibular (ATM) é uma articulagdo sinovial
bicondilar por possuir uma articulacéo direita e esquerda. As articulacdes sinoviais
possuem estruturas que as caracterizam, como capsula e disco articular, membrana
sinovial, ligamento, fluido e osso. Entretanto, a ATM por possuir fibrocartilagem e nao
cartilagem hialina, se torna uma articulacéo singular (Alomar et al., 2007).

A unido entre a mandibula e a base do cranio acontece pela correlacéo
entre as estruturas presentes. Os elementos 6sseos principais envolvidos séo: o
cobndilo mandibular, presente no osso mandibular. A superficie articular do 0sso
temporal, eminéncia articular, tubérculo articular e fossa mandibular, presentes no
0sso da base do créanio (Alomar et al., 2007).

O condilo da mandibula é recoberto por uma cartilagem formada por
camadas celulares, nomeadas de camada fibrosa, camada proliferativa, camada
maturada e camada hipertréfica (Figueroba et al., 2018).

O disco articular é uma estrutura importante e fundamental por possibilitar
a acdo de deslocamento entre os 0ssos mandibular e temporal, onde é localizado e é
uma estrutura biconconva e fibrocartilaginosa. A capsula articular € um fino tecido
fibroso que envolve a articulacdo em um todo e estd inserida da area articular da base
do cranio até o colo da mandibula. A membrana sinovial reveste a capsula articular
guase em toda totalidade, menos a fibrocartilagem, que recebe a pressao (Alomar et
al., 2007).

A matriz extracelular da cartilagem articular, € constituida por colageno tipo
| na camada mais superficial e as camadas celulares mais profundas contem

principalmente colageno tipo Il (Wang et al., 2012; Ghassemi Nejad et al., 2017).

2.2 DISFUNCAO TEMPOROMANDIBULAR

As desordens temporomandibulares (DTM) sdo um grupo de alteracbes
gue incluem transtornos da ATM, dos musculos mastigatérios e de estruturas
associadas (Ouanounou et al., 2017). Research Diagnostic Criteria for
Temporomandibular Disorders (RDC/ TMD) € uma das classificacdes diagnosticas
utilizadas e sao classificadas da seguinte maneira: (i) dor nos musculos mastigatorios

(dor miofascial com ou sem limitacdo de abertura); (i) deslocamento de disco
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(deslocamento com ou sem reducdo e com ou sem limitacdo de abertura); (iii)
condic¢Oes articulares (Artralgia, Artrite, Artrose) (Cairns, 2010).

A origem da DTM é multifatorial e é caracterizada por um conjunto de sinais
e sintomas como: dor nos musculos da mastigagcdo ou na articulacdo, funcdo da
mandibula alterada em abertura e fechamento, limitacao de abertura de boca (Chaves
et al., 2008).

A cronificacdo da DTM esta se tornando frequente na populagdo em geral
(Monaco, 2017). A incidéncia de DTM na populacdo adulta nos Estados Unidos, por
exemplo, pode chegar a 4%, sendo maior em idades entre 45 a 64 anos, de acordo
com estudos recentes, principalmente de origem degenerativa. Sinais e sintomas
prolongados de DTM, podem causar desequilibrios nos pacientes incluindo
psicoldgicos, comportamentais, fisicos e psicossociais, além de limitacdes especificas
como mastigacao e fala. Comorbidades podem ser associadas a essa condicdo como
dores de cabeca, nos olhos e doencas sistémicas de articulagdo (Willassen et al.,
2020).

A prevaléncia de DTM crénica é maior em mulheres do que em homens,
podendo estar relacionada com a alteracdo de niveis hormonais sexuais endégenos
(Yadav et al., 2018). A alteracdo de estrogénio pode influenciar também condi¢des de
dor, ou seja, quando o nivel desse hormdnio € mais baixo, o limiar de dor pode ser

menor (Kang et al., 2007).

2.3 ARTRITE REUMATOIDE

Artrite reumatoide (AR) é uma inflamacgé&o crénica autoimune e sistémica,
degenerativa, que pode afetar diversos tecidos e 0rgdos, causando danos
principalmente nas articulacdes (Schiffman et al.,, 2015). A ativacdo de células
inflamatorias sinoviais, como macrofagos, infiltrados leucocitérios, citocinas e
guimiocinas induzem constantes reacdes degenerativas e inflamatorias e
caracterizam a artrite reumatoide (Teixeira et al., 2020).

E uma condicdo que pode causar dor, inchaco, alteracdes Osseas e da
cartilagem das articulacGes afetadas, rigidez e limitacdo das atividades diérias (Li et
al., 2017; Napimoga et al., 2020).

A progressdo ou evolucdo da doenca pode ser multifatorial, como por
exemplo, imunidade, genética ou fatores do ambiente e seu inicio geralmente € com

a inflamacdo nas regibes periféricas, que podem preceder inclusive 0s sinais e
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sintomas, com evolucdo para a destruicdo da cartilagem como um todo e causando
perda de fungéo (Morin et al., 2015).

A porcentagem de pacientes com artrite reumatoide que possuem
envolvimento da ATM, pode variar de 67 a 92% (Lin et al., 2014). O diagndéstico pode
ser dificil pela limitacdo de informacdes da histopatologia da ATM na AR, mas 0s
sintomas sao caracteristicos como dor na ATM, em musculos mastigatérios, sons e
limitacdo articular (Lin et al., 2014; Quinteiro et al., 2012; Ghassemi-Nejad et al.,
2011).

2.4 OSTEOARTRITE

A osteoartrite (OA) é caracterizada pela destruicdo da cartilagem articular,
remodelacdo Ossea e inflamacao sinovial. Essa forma de artrite pode ocorrer em
gualquer articulacdo, mais comumente em coluna, maos e joelhos (Loef et al., 2019).

OA é considerada uma das formas mais comuns de artrite que envolve a
articulacao temporomandibular. Pode causar degradacao e abrasao da articulagéo e
também remodelacéo 6ssea, do osso subcondral (Tolba et al., 2020).

Um desequilibrio entre a reparacéo da cartilagem articular, controlada pelos
condrdcitos e o processo de degradacdo, pode causar dano progressivo a cartilagem
articular. Além disso, células inflamatérias com sintese de citocinas, como
interleucinas 1B (IL-1pB), IL-6 e Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) sdo observadas em

tecidos articulares com OA (Lemos et al., 2016).

2.5 MEDIADORES INFLAMATORIOS

A inflamacdo é uma resposta biol6gica de protecdo aos tecidos quando
existe uma ameaca causadora de lesbes, mediada por varias células, como uma
resposta imunoldgica. Expressivo aumento de mediadores envolvidos na cascata
inflamatoria é observado, como quimiocinas, fatores de crescimento, enzimas,
receptores e um dos grupos mediadores responsaveis por esse processo sao as
citocinas, que de acordo com o processo bioldgico, podem exercer fun¢des pro ou
anti-inflamatérias (Boshtam et al., 2017). Algumas das citocinas pro-inflamatérias,
envolvidas na cascata da inflamacdo sé&o as interleucinas IL-1B e IL-6 e Fator de
Necrose Tumoral (TNF-a) que sao produzidas por macrofagos ativados e a

interleucina anti-inflamatoria IL-10 (Jun e Jianxiong, 2009).
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A interleucina 1B (IL-18) e Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), séo
mediadores centrais na artrite reumatoide. A citocina TNF-a tem capacidade de induzir
outras citocinas, como a IL-1B e IL-6, causando aumento de leucécitos, ativando
osteoclastos e consequentemente destruicdo articular e sensibilizacdo de
nociceptores (Brennan e Mclnnes, 2008). A IL-6 tem como fontes principais as células
endoteliais, fibroblastos e mondcitos. TNF-a, IL-1B e IL-6, s&o citocinas capazes de
desencadear a liberacdo de mediadores inflamatérios, como prostaglandinas,
serotoninas, prostandides ou aminas simpaticas que atuam diretamente nos
nociceptores para causar hipernocicepcao (Quinteiro et al., 2012). A dor cronica pode
ser iniciada quando acontece a sensibilizagdo dos neurdnios sensoriais nociceptores
(Boshtam et al., 2017; Napimoga et al., 2020).

A interleucina IL-10 é considerada anti-inflamatéria pois possui a
capacidade de inibir a producao das pro-inflamatorias e reduz os efeitos causados, a
inflamac&o, destruicdo das articulacdes e o infiltrado de células. E uma citocina
encontrada em grande quantidade em liquidos sinoviais de pacientes com AR e possui
propriedades antinociceptivas (Teixeira et al., 2020).

A ATM, mesmo sendo diferenciada das demais articulagdes sinoviais pela
presenca da fibrocartilagem, esta sujeita a alteracdes que podem afetar essas
articulacdes (Hansson e Skiéldebrand, 2015). Em articula¢cdes ndo saudaveis ou com
lesdes inflamatérias, ocorre um desequilibrio das citocinas presentes nos liquidos
sinoviais, favorecendo o aumento do numero de citocinas pré-inflamatorias
(Kristensen et al., 2014)

Pacientes com alteracdbes na ATM, como deslocamento de disco,
osteoartrite e artrite reumatoide, o liquido sinovial apresenta niveis aumentados das
citocinas proé-inflamatérias, como IL-1B e IL-6 e TNF-a, que podem causar a
degradacéo da articulacéo, através da degradacdo da cartilagem e células ésseas,
causando reabsorcao e remodelacéo 6ssea e desencadeando doencas inflamatérias
(Figueroba et al., 2014a).

2.6 INDUCAO DA ARTRITE
O estudo da artrite reumatoide € acessivel hoje com modelos em animais,
permitindo um estudo mais cauteloso do processo inflamatorio. Os modelos podem

ser realizados com varias espécies e utilizando mecanismos diferentes (Brand, 2005).
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Ja foram observadas mudancas estruturais e morfolégicas no disco articular e no
liguido sinovial de pacientes com AR (Wang et al., 2012).

A artrite induzida por coldgeno em roedores € uma das mais utilizadas,
principalmente na avaliacdo de drogas para controle da inflamacdo causada pela AR
e degeneracédo pela OA. A associacdo do colageno bovino tipo Il (Cll) com Adjuvante
Completo De Freund (CFA), uma solucéo de antigeno emulsificado em 6leo mineral e
suspensdo de microbactérias inativadas e secas (Mycobacterium tuberculosis),
permite o desenvolvimento de inflamacéao e artrite com caracteristicas muito proximas
as observadas em humanos (Flake et al., 2005; Liu et al., 2015).

As inducdes também podem ser realizadas por colageno tipo I, Artrite
Induzida Por Proteoglicanos, Artrite Induzida Por Antigeno, Artrite Adjuvante e todas
associadas ao CFA, possibilitando as pesquisas em ratos, camundongos e coelhos
(Brand, 2005; Wang et al., 2017).

A inducao da artrite pode ser realizada de maneira sistémica ou local. De
maneira sistémica, a aplicacdo pode ser realizada intradérmica, na base da cauda,
por exemplo (Morin et al., 2015), ou diretamente na ATM para desenvolver a

inflamacé&o na articulacdo desejada (Takeda et al., 2008; Wang et al., 2012).

2.7 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

2.7.1 Corticosteroides

O tratamento da AR e OA hoje consiste no controle da dor, inflamacgéo e
sinais e sintomas. Os anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINES) e os anti-inflamatorios
esteroidais, considerados padrédo-ouro, sdo alguns dos farmacos utilizados para o
controle da AR (Barbin et al., 2020).

Os (glicocorticoides ou corticosteroides endoégenos sdo hormdnios
produzidos e excretados do cortex das glandulas suprarrenais (Ramamoorthy e
Cidlowski, 2016).

Os corticosteroides sintéticos sao capazes de diminuir a atracéo de células
inflamatoérias diminuindo secrecdo de mediadores quimiotaticos. O mecanismo de
acao é basicamente atraves da ligacdo do farmaco a um receptor citoplasmatico,
glicocorticoide (GR), apés a difusdo pela membrana celular e entdo regulacdo de

transcricdo de genes (Barnes, 2010).



19

A acdo dos corticosteroides pode ser observada através da inducdo da
sintese de proteinas anti-inflamatorias, como a anexina-1, proteina inibidora do fator
nuclear kB (IkB) e IL-10 (Adcock e Lane, 2003).

Além disso, os corticosteroides atuam através da repressdo de genes
inflamatorios, interagem com fatores de transcricdo génica, como por exemplo a
proteina ativadora-1 e o fator nuclear kB e medeiam a expressdo de mediadores
inflamatoérios considerados importantes na inflamacdo crbnica, que poderiam ser
ativados por estimulos inflamatoérios, como interleucinas IL-13, IL-6 ou TNF-a (Adcock
e Lane, 2003).

Dentre os corticosteroides sintéticos utilizados no tratamento da artrite
reumatodide, como prednisolona, betametasona e dexametasona, o Ultimo é o mais
selecionado, atuando no controle da sintese das proteinas e possui meia-vida
considerada longa (36 a 72h) (El-Hakim et al., 2005; Sadra et al., 2014).

2.7.2 Acidos Graxos - Omega 3 (w3)

Os acidos graxos essenciais, sao caracterizados pelas ligacbes das
moléculas. Os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) tem duas ou mais ligacGes
duplas presentes na molécula, diferente dos &cidos graxos saturados e
monoinsaturados. Os AGPI, podem ser divididos basicamente em 2 categorias:
6mega-3 (w-3) e 6mega-6 (w-6) e participam do processo de sintese de fosfolipidios
essenciais para manter o desenvolvimento de neurdnios, a performance do cérebro e
sistema nervoso e a totalidade da saude de membranas celulares (Maroon e Bost,
2006).

O acido linoleico (w-6) em excesso na dieta, pode gerar a producao de
acido araquidénico, causando a formacéo de prostaglandinas pré-inflamatérias, como
a PGE, e lipoxinas (Maroon e Bost, 2006).

O acido a-linolénico (w-3) causa a producdo de resolvinas e proteinas,
importantes na resolucdo da inflamacéo. Resolvinas sdo mediadores lipidicos, que
durante a fase de resolucéo da inflamacéo, sao biossintetizados através do precursor
de &cidos graxos poli-insaturados essenciais (w-3), a série D denominada
docosaexaenoicos (DHA) e a série E denominada &cidos eicosapentaenoicos (EPA),
derivados da dieta, geralmente rica em peixes e vegetais (Freire e Van Dyke, 2013).

O w-3, através da converséao do DHA por duas vias, pode gerar a producao

de resolvinas e protectinas. A atividade da lipoxigenase-15 dos leucdcitos, seu
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consumo, gera 17S-hidroxi-DHA, que possui efeitos anti-inflamatorios e sera
metabolizado pela lipoxigenase-5 em resolvinas e pela epoxidase em protectinas. Por
outra via, o metabdlito 17S-hidroxi-DHA é formado através da acetilagdo da
cicloxigenase-2 (COX-2) e apods isso, metabolizado em resolvinas (Hersberger, 2010).

A via de producédo de resolvinas através do EPA, pode acontecer pela
acetilacdo da COX-2, atividade da lipoxigenase-5 e entdo formacao de resolvinas ou
através da conversdo do EPA em metabdlito 18 Hidroxi-eicosapentaendico (18R-
HEPE), causada pela CYP450. A lipoxigenase-5, entdo, metaboliza o 18R-HEPE,
gerando resolvinas (Hersberger, 2010; Freire e Van Dyke, 2000).

Dentre os mecanismos que podem explicar os efeitos benéficos do w-3
esta a competicdo pelo substrato que previne a conversao de acido araquidonico (AA)
a eicosanoides pro-inflamatorios como as prostaglandinas (PTG), leucotrienos (LEU)
e lipoxinas (LX), gracas a cicloxigenase (COX) ou lipoxigenase (LOX). Desta forma, o
w-3 funciona como um substrato que resulta em compostos menos potentes do que
as PTG e LEU (Harasymowicz et al., 2019; Hersberger, 2010; Seki et al., 2009;

Veselinovic et al., 2017).

Figura 1. Transformagado de w-3 em resolvinas e protectinas
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Fonte: Modificado de Hersberger et al., 2010; Veselinovic et al., 2017

O w-3 também inibe a producéo de interleucinas proé-inflamatérias, como
IL-1B, IL-6 ou TNF-a, provavelmente por diminuir a atividade do fator nuclear kappa B
(Iverson et al., 2018).
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3 PROPOSICAO

Os objetivos gerais deste estudo foram comparar dois modelos de indugao
inflamatoria na articulagdo temporomandibular de ratos visando obter aspectos
inflamatorios semelhantes a condicdo humana. Além disso, o0 estudo visou
estabelecer parametros nos tratamentos de intervencdo ou prevencao da artrite
reumatoide.

Os obijetivos especificos do estudo foram:

Ensaio 1: Comparar dois modelos de inducéo inflamatéria com injecédo de
CFA + Cll na base da cauda, ou seja, inducao de artrite sistémica, e na ATM (artrite
reumatoide), e somente diretamente na ATM de ratos (osteoartrite);

Ensaio 2: Comparar o efeito dos tratamentos com w3 nas doses de
300mg/kg e 150mg/kg, ou dexametasona, na ATM de ratos submetidos a injecéo de

CFA+CII pelos dois modelos de indugé&o (artrite reumatoide).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal
(CEEA) do Instituto de Biologia/UNICAMP com protocolo no 5271-1/2019 (Anexo 1).

4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 FARMACOS

Foram utilizados para anestesia a associacao de cloridrato de quetamina
(Dopalen injetavel, laboratérios Vetbrands) e cloridrato de xilasina (Anasedan
injetavel, laboratérios Vetbrands). Outras substancias utilizadas: CFA (suspenséo de
Mycobacterium tuberculosis a 4mg/mL, Sigma®, 1:1 em solucdo salina), colageno
bovino tipo Il (Becton Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA - 2 mg/mL dissolvido em &cido
acético 0.05 M), solucdo salina estéril (NaCl a 0,9%), Dexametasona (4mg/mL,
Aché®), w-3 (OmegaPure 90%®, EPA 235mg + DHA 165mg, Biobalance

Nutraceuticals, Porto Feliz, Sdo Paulo, Brasil)

4.2.2 ESTUDO

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 padrao
minimo que se deseja encontrar de +5% da média (50%); e nivel de significAncia de
p < 0,05. Segue o calculo: n =1+ [2C x (s/d)*2] n =1 + [2 x 10,51 x (0,2236/0,5)"2] n
=1+[21,02x(0,4472)"2]n=1+[21,02x0,2] n =1+ 4,204 n =5,204. Ou seja,n =6

animais.

4.2.3 Animais
Foram utilizados 36 ratos, adultos (Rattus norvegicus albinus, Winstar,

SPF*)! com 10 a 12 semanas de vida, com peso entre 350 a 400g.

1SPF.= Specific Pathogen Free — livre de 6 patdégenos especificos
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Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas e passaram por uma
semana de adaptacdo ambiental apos o transporte e antes do inicio do experimento.
Foram mantidos em regime de agua e alimentacdo ad libitum, a temperatura média
de 23°C e iluminacao artificial com lampadas fluorescentes, sendo fotoperiodo de 12

horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz das 7 as 19 horas.

4.2.4 Inducao da artrite reumatoide (AR) sistémica
Ensaio 1 — Efeito da injecdo de CFA na base da cauda e na ATM de ratos

Para induzir artrite nos animais com injecdo na base da cauda (Fig.2), os
procedimentos foram modificados daqueles descritos previamente por Liu et al., 2015
e Araujo et al., 2015.

4.2.5 Inducao da osteoartrite (OA) na ATM

A injecdo diretamente na ATM foi feita sob anestesia intraperitoneal
utilizando xilazina a 2% (10mg/kg) e quetamina a 10% (90mg/kg), o método adaptado
daqueles descritos na literatura por Flake et al., 2005, Lemos et al., 2015 e Takeda et
al., 2008 (Fig.3).

Foram utilizados 18 animais distribuidos nos seguintes grupos (n=6):

G1: Controle — Injecdo de 50 pyL de NaCl 0,9% na base da cauda e
diretamente em cada ATM;

G2: OA —Injecéo de 50 uL de CFA + Cll diretamente em cada ATM (Harper
et al., 2001);

G3: OA+AR - Injecao de 100 pL de CFA + Cll na base da cauda e de 50
uL de CFA + CllI diretamente em cada ATM (Liu et al., 2015).
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O colageno bovino tipo Il foi dissolvido em &cido acético 0,05 M para 2,0
mg/mL e completamente emulsificado com o CFA (1:1). Para imunizar os animais,
essa suspensao foi injetada intradermicamente na base da cauda e diretamente na
ATM (Grupos 2 e 3) dos animais. Apos 5 dias, nova injecdo da dose da mesma
suspensao foi realizada, como ja descrito.

Ap6s 15 dias da inducdo, todos os animais foram submetidos a
administracdo Unica, diaria, de 1 mL de NaCl 0,9% por via intragastrica, durante 7
dias, visando sua utilizagdo como controle no Ensaio 2.

A inducédo da Artrite reumatoide enquadra-se no protocolo G3, os animais
tiveram acompanhamento diario em relacéo a dor e sofrimento utilizando a Escala de
Grimace. Os animais também foram avaliados semanalmente com relacdo ao seu
peso para a observar o consumo de agua e comida. A eutanasia foi realizada
adotando Endpoint (Sotocinal et al., 2011).

4.2.6 Tratamentos
Ensaio 2 - Efeito dos tratamentos com w-3 ou dexametasona na ATM de ratos
Foram utilizados 18 animais, os quais foram submetidos a injecdo de 100
ML de CFA + CIl na base da cauda e de 50 yL de CFA + CII diretamente em cada
ATM. ApGs 15 dias da inducéo, os animais foram divididos nos seguintes grupos (n=6):
G4: OA+AR+dexa — Administracdo intragastrica Unica, diaria, de 0,3 mg/kg
de dexametasona (Decadron, Aché), durante 7 dias (adaptado de Liu et al., 2015).
Este grupo foi utilizado como controle positivo.
G5: OA+AR+w150 — Administracdo intragastrica uUnica, diaria, de 150
mg/kg de w-3, durante 7 dias;
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G6: OA+AR+w300 — Administracdo intragastrica Unica, diaria, de 300
mg/kg de w-3, durante 7 dias;

A dose de 300 mg/kg de w-3 foi escolhida de acordo com a proposta de
Diretrizes do Health Canada para obter uma dose equivalente a humana de w-3 de
3,0g/dia (Park et al.,2013; Morin et al., 2015).

4.2.7 Obtencéao dos tecidos

Decorridos 7 dias dos tratamentos para o Ensaio 2 ou da administracao da
solucéo salina no Ensaio 1, os animais foram eutanasiados por aprofundamento da
anestesia. As ATM foram expostas apds incisdo da pele na regido pré-auricular e
dissecadas para retirada em bloco. Esse processo cirurgico foi efetuado em ambos os
lados. A ATM direita ou esquerda, dependendo de sorteio prévio, foi fixada em solucao
de formol a 10% e tampéo fosfato 0,1M (pH 7,4), durante 24h a 4°C. Em seguida, foi
descalcificado em solugéo de EDTA 7% e formol 5%, dissolvido no mesmo tampéao. A
ATM contralateral foi submetida a maceracéo e centrifugacdo em tampao de extracao
celular (tampédo tris-HCL 50mM, pH 7,5). O sobrenadante foi submetido ao

Imunoensaio (ELISA).

4.2.8 Processamento histoldgico

As ATM removidas foram descalcificadas e lavadas em agua destilada,
desidratadas em etanol 70%, 95% e 100%, diafanizadas em xilol, embebidas e
incluidas em parafina a 65°C (paraplast). Apés a inclusédo foram feitos coronalmente,
no sentido anteroposterior, no centro do condilo nove cortes seriados de 6 pm em
micrétomo manual (LEICA, RM 2145), os quais foram colhidos em laminas
histolégicas, desparafinizados, hidratados e corados por Azul de Toluidina para
visualizacdo dos proteoglicanos (PG) e Picrossirius Vermelho-Hematoxilina

(polarizacédo) para visualizacao de colageno.

4.2.8.1 Morfometria

A regido mais superior do condilo foi selecionada para as medicfes. Para
verificar a espessura total e de cada camada da cartilagem condilar (fibrosa,
proliferativa, maturada e hipertréfica), foram realizadas trés medidas em diferentes
regioes e os resultados expressos em milimetros (Fig. 4) (Ceotto et al., 2022). Foram

feitas fotos em micrografias dos cortes histolégicos por meio de um fotomicroscépio
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(Eclipse E800, Nikon) e sistema fotografico Nikon (FDX-35), empregando-se objetivas
de 5, 10, 20 vezes em iluminagdo convencional mensurados através do Image-Pro
Software Plus 4.5 (Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD, EUA). As imagens foram
gravadas com uma camera fotografica (CoolSNAP-Pro Color - Roper Scientific

Photometrics) adaptada ao microscopio, utilizando objetivas de 5X, 10X e 20X.

Figura 4. Corte coronal da ATM mostrando a regido condilar —
camadas (F=fibrosa; P=proliferativa; M=madura; e H=hipertrofica)
da cartilagem articular medida em trés diferentes regides

(coloracéo hematoxilina e eosina, ampliagéo x 20)

l Camada fibrosa
Camada proliferativa

® Camada maturada

Camada hipertrofica

4.2.9 Imunoensaio

Os sobrenadantes foram analisados para quantificar as citocinas pro-
inflamatérias IL-18, IL-6, TNF-a e anti-inflamatdria IL-10 na ATM, usando kits de ELISA
(PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ, EUA). As placas foram revestidas com um anticorpo
de captura para cada citocina, as amostras foram adicionadas aos anticorpos de
captura e incubados em temperatura ambiente (TA) por 2 horas. Foi adicionado
anticorpos biotinilados como anticorpo secundario e incubados em TA por 2 horas.
Logo apos, foi adicionado o complexo Avidina-HRP e incubados em TA por 30
minutos. O substrato ABTS (2,2'-azino-bis-3-etilbenzitiazolina-6-acido sulfénico,
Sigma®) foi adicionado e a placa mantida em TA para desenvolvimento de cor. A
reacao colorimétrica foi lida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 405nm

com correcao de 650nm.
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4.2.10 Analises dos dados

Os dados foram submetidos aos testes de D’Agostino & Pearson para
verificar a sua normalidade e ao teste de Bartlett para observar a homocedasticidade.
Os dados foram submetidos a analises paramétricas (ANOVA, post-hoc Tukey), e
analises ndo paramétricas, como os testes de Kruskal-Wallis e de Dunn (post-hoc)
usados para analisar as concentracfes de citocinas com nivel de significancia
estabelecido em 5% (a = 0,05), e todas as analises foram realizados usando Biostat
5.0 e GraphPad Prism 6.0.
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5 RESULTADOS

5.1 NIVEIS DE CITOCINAS

A Figura 5 mostra concentracdo da interleucina IL-6 nas ATM dos animais
de acordo com os grupos em estudo. Foi possivel observar um aumento significante
da concentracdo de IL-6 nos grupos G2: OA e G3: OA+AR (p<0,05) em relacdo aos
demais grupos. Nos grupos G5: AR+OA+w150 e G6: AR+OA+w300, ndo houve efeito
adicional (p>0,05) em relacdo ao grupo G1l-controle. O grupo G4: AR+OA+dexa
apresentou uma diminuicao estatisticamente significante na concentracao de IL-6 em

relagdo aos demais grupos.

Figura 5. Média (+DP) da liberagéo de IL-6. Diferentes letras indicam diferencas

estatisticas entre os grupos, p<0,05 teste de ANOVA Tukey
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A Figura 6 mostra a concentracdo da interleucina IL-18 nas ATM dos
animais de acordo com os grupos em estudo. Foi possivel observar um aumento
significante da concentracdo de IL-1B nos grupos G2: OA e G3: AR+OA, em relacéo
aos demais grupos. Nos grupos G4: AR+OA+dexa e G5: AR+OA+w150, observamos
um aumento da concentracdo de IL-1B em relagdo ao grupo G1-controle e menor
concentragdo em relagédo aos grupos G2: OA e G3: AR+OA (p<0,05). O grupo G6:
AR+OA+w300 mostrou resultado semelhante ao grupo G1-controle sem efeito

adicional (p>0,05).
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Figura 6. Média (+DP) da liberacao de IL-1p. Diferentes letras indicam diferencas

estatisticas entre os grupos, p<0,05 testes de ANOVA Tukey
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A Figura 7 mostra a concentragao da citocina TNF-a nas ATM dos animais

de acordo com os grupos em estudo. Foi possivel observar um aumento significante

da concentracdo de TNF-a no grupo G3: AR+OA em relacdo aos demais grupos

(p<0,05). O grupo G2: OA mostrou um nivel de concentracdo de TNF-a aumentado

relacdo aos grupos Gl-controle e o0s que receberam tratamentos G4:

AR+OA+dexa, G5: AR+OA+w150, G6: AR+OA+w300 (p<0,05), e um menor nivel de
concentracdo em comparacao ao grupo G3: AR+OA (p<0,05). Os grupos G1-controle,
G4: AR+OA+dexa, G5: AR+OA+w150 e G6: AR+OA+w300, ndo mostraram diferenga
entre si (p>0,05).

Figura 7. Média (+tDP) da liberacdo de TNF-a. Diferentes letras indicam
diferencas estatisticas entre os grupos, p<0,05 testes de ANOVA

Tukey.
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A Figura 8 mostra a concentracdo da interleucina IL-10 nas ATM dos
animais de acordo com os grupos em estudo. Foi possivel observar um aumento
significante da concentracao de IL-10 no grupo G2: OA em relagéo aos demais grupos
(p<0,05). O grupo G3: AR+OA mostrou menor nivel de concentracdo de IL-10 em
relagdo aos demais grupos (p<0,05), os grupos G4: AR+OA+dexa, G5: AR+OA+w150
e G6: AR+OA+w300 ndo mostraram diferenca entre si (p>0,05), mas os grupos G4:
AR+OA+dexa e G5: AR+OA+w150 mostraram uma diminuicdo da concentracdo de
IL-10 em relac&o ao grupo G1-controle e um aumento da concentracdo em relacdo ao
grupo G3: AR+OA (p<0,05). No grupo G6: AR+OA+w300 o resultado foi semelhante

ao grupo G1-controle, sem efeito adicional (p>0,05).

Figura 8. Média (xDP) da liberacéo de IL-10. Diferentes letras indicam diferengas

estatisticas entre os grupos, p<0,05 teste de ANOVA Tukey
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5.2 ANALISE HISTOMORFOMETRICA: ESPESSURA DA CARTILAGEM

Os efeitos dos dois modelos de inducdo e dos tratamentos na espessura
total das camadas da ATM séo mostrados na figura 9. A espessura total da cartilagem
foi menor no modelo de grupo G3: AR+OA em relacédo aos demais grupos (p<0,0001).
Em ambos os grupos tratados com w3 (G5: AR+OA+w150 e G6: AR+OA+w300), a
espessura da cartilagem da ATM foi maior do que nos grupos Gl-controle e G3:
AR+OA (p<0,0001). O grupo G6: AR+OA+w300 mostrou um aumento em relagao aos
grupos G2: OA (p<0,0006) e G4: AR+OA+dexa (p<0,0033). Os animais tratados com
w150 ndo mostraram diferengca em relagdo aos grupos G2: OA (p>0,1244) e G4:
AR+OA+dexa (p>0,2748). O grupo controle ndo mostrou diferenca em relagdo aos
grupos G2: AO (p>0,0547) e G4: AR+OA+dexa (p>0,074), mas foi diferente em

relagéo ao grupo G3: AR+AO (p<0,0001) apresentando menor espessura.
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Figura- 9 - Efeito dos tratamentos sobre a espessura total da ATM dos animais.
Linha central=mediana, caixa=1° e 3° quartis, suicas=valores maximo
e minimo. Letras diferentes significam diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos
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O efeito dos tratamentos na espessura da camada fibrosa da ATM é
mostrado na figura 10. Nos grupos de animais tratados G4: AR+OA+dexa, G5:
AR+OA+w150 e G6: AR+OA+w300 (p<0,0001), a espessura da cartilagem da ATM e
do ndo tratado G2: OA (p<0,0001) esta aumentada em relacdo ao grupo G1: controle
e G3: AR+OA. O grupo G6: AR+OA+w300 mostrou um aumento na camada fibrosa
em relacdo aos grupos G2: OA (p<0,0013) e G4: AR+OA+dexa (p<0,0196), mas nao
diferente do grupo G5: AR+OA+w150 (p>0,9999).

Figura- 10. Efeito dos tratamentos sobre a espessura de cada camada da ATM.
Linha central=mediana, caixa=1° e 3° quartis, suicas=valores maximo
e minimo. Letras diferentes significam diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos
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Na camada proliferativa (figura 11) o grupo controle ndo € diferente do
grupo G6: AR+OA+w300 (p>0,9999), mas difere em relagdo aos demais grupos G2:
OA (p<0,0125), G3: AR+OA (p<<0,0001), G4: AR+OA+dexa (p<0,0001) e G5:
AR+OA+w150 (p<0,0231). O grupo que recebeu tratamento G5: AR+OA+w150 nao
difere dos grupos G4: AR+OA+dexa (p>0,2235) e G6: AR+OA+w300 (p>0,7481). O

grupo G3: AR+OA (p<<0,0001) é diferente de todos, tendo a menor espessura.

Figura- 11. Efeito dos tratamentos sobre a espessura de cada camada da ATM.
Linha central=mediana, caixa=1° e 3° quartis, suicas=valores maximo
e minimo. Letras diferentes significam diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos
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A camada maturada é representada na figura 12 e o grupo G2: OA e o0s
tratados G4: AR+OA+dexa, G5: AR+OA+w150 e G6: AR+OA+w300 tiveram um
aumento nessa camada em relacdo ao G1: controle e G3: AR+OA (p<0,0001). O
grupo G2: OA néo mostrou diferenca em relagcdo aos grupos G4: AR+OA+dexa
(p>0,0928) e G5: AR+OA+w150 (p>0,9999). Os grupos G1: controle e G3: AR+OA

nao apresentaram diferenca entre si (p>0,9999).

Figura- 12. Efeito dos tratamentos sobre a espessura de cada camada da ATM.
Linha central=mediana, caixa=1° e 3° quartis, suicas=valores maximo
e minimo. Letras diferentes significam diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos.
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Em relacdo a camada hipertréfica, na figura 13, o grupo G6: AR+OA+w300
apresentou um maior aumento em comparacdo aos demais grupos (p<0,0001). Os
grupos G3: AR+OA e G4: AR+OA+dexa apresentaram menor espessura dessa
camada em comparagdo com os demais grupos (p<0,0001), mas nao diferem entre si
(p>0,9999), e os grupos G1: controle, G2: OA e G5: AR+OA+w150 (p>0,9999) nao

diferem entre si.

Figura- 13. Efeito dos tratamentos sobre a espessura de cada camada da ATM.
Linha central=mediana, caixa=1° e 3° quartis, suicas=valores maximo
e minimo. Letras diferentes significam diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos
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5.3 ANALISE HISTOMORFOMETRICA: OBSERVACOES HISTOLOGICAS

A morfologia da cartlagem da ATM (camadas fibrosas, proliferativas,
maturadas e hipertroficas) é mostrada nas figuras 14, 15, 16 e 17. A cartilagem e o
osso subcondral do grupo G1l-controle em coloragcdo azul de toluidina sé&o
demonstrados na figura 14 A, B e C. A seta branca na figura B mostra normalidade de
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proteoglicanos pela intensidade de luz, e a seta amarela na figura 14 C mostra
organizagao celular de condrdcitos, usadas para estabelecer um ponto de referéncia
para a andlise histologica. A seta branca mostra ruptura celular, condrdcitos amorfos
planos e uma diminui¢do na densidade de proteoglicanos (diminuicdo da intensidade
do tom azul), que foram observados apenas no grupo G2: OA e G3: AR+OA (Fig. 14E
— 14H). Desarranjo celular e aumento da espessura da camada proliferativa sao
indicados pela seta branca (P) e um aumento no nimero de condrdcitos amorfos é

observado no grupo G2: OA, na figura 14F.

Figura — 14 — Imagens representativas da morfologia da articulagdo temporomandibular
submetidas a inducdo de osteoartrite (OA) e artrite reumatoide (AR+OA) (n = 6 por grupo). A—
I: coloragdo azul de toluidina aumento de 5 X amplificacdo, escala Bar de 100pm. 10 X
amplificacéo, escala Bar de 50um. 20 X amplificacdo, escala Bar de 25um. As regiées do
cbndilo séo as seguintes: AD, disco articular; AC, cartilagem articular; SB, osso subcondral.
As linhas amarelas dividem a cartilagem (condrdcitos e proteoglicanos) e o osso subcondral.
B — C: As setas brancas e amarelas mostram a densidade de proteoglicanos dentro da
normalidade e uma organizacéo celular de condrdcitos. F: seta branca (imagem P) indica
mudancas morfolégicas na camada proliferativa. E— H: Diminuicdo na densidade de
proteoglicanos (diminuicdo da intensidade do tom azul). F — I: Ruptura celular, condrécitos
amorfos achatados.

Azul Toluidina
5X 100 pym

Azul Toluidina

G1-CONTROLE

G2-0A

G3-0OA +AR

10X 50 um

Azul Toluidina

20X 25 um

A morfologia da cartilagem da ATM é mostrada na figura 15 para 0s grupos
que receberam tratamento com dexametasona e w3 nas doses de 150 e 300mg/kg.

Dos animais do grupo G4: AR+OA+dexa tratados com dexametasona, na figura 15 B,
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a seta branca indica um aumento na densidade de proteoglicanos (aumento da
intensidade do tom azul) e uma reorganizagao da morfologia celular perto do aspecto
normal, uma diminuicdo do numero de condrdcitos, indicado pela seta laranja, e
também diminuicdo da espessura da camada hipertréfica, indicado pela seta branca
H (Fig. 15B). Nos animais do grupo G5: AR+OA+w150, a seta laranja na figura 15 F,
mostra-se uma pequena reorganizacdo de condrécitos e na intensidade de
proteoglicanos (intensidade do tom azul). No grupo G4: AR+OA+w300, a seta branca
(Fig. 15H) indica um aumento na densidade de proteoglicanos (aumento da
intensidade do tom azul) em comparacao com os grupos G2: OA e G3: AR+OA (Fig.
14E — H) e similar ao grupo G1: controle na figura 14B. O tratamento com w3 nesse
grupo mostrou uma organizacédo das células semelhante ao grupo controle, indicada
pela seta laranja (Fig. 151), com um aumento na espessura da camada hipertrofica na

seta branca em H (Fig.15I)

Figura — 15 — Imagens representativas da morfologia da articulagdo temporomandibular
submetidas a diferentes tratamentos (n = 6 por grupo). A— |: coloragcdo azul de toluidina
aumento de 5 X amplificag&o, escala Bar de 100pm. 10 X amplificacdo, escala Bar de 50um.
20 X amplificacéo, escala Bar de 25um. As regibes do condilo sdo as seguintes: AD, disco
articular; AC, cartilagem articular; SB, o0sso subcondral. As linhas amarelas dividem a
cartilagem (condrécitos e proteoglicanos) e o osso subcondral. B — C: No grupo G4:
AR+OA+dexa as setas branca e laranja mostram a densidade de proteoglicanos proximo da
normalidade e uma reorganizagao celular de condrécitos.C: seta branca (imagem H) indica
mudancas morfolégicas e diminuicdo na camada hipertréfica. F: No grupo G4: AR + OA
+w150 a seta laranja indica uma melhora na reorganizacéo celular. H — I: No grupo G4:
AR+OA+w300, seta laranja mostra uma reorganizagcdo celular e morfologia normal
restabelecidas (Fig. 151) e um aumento na densidade de proteoglicanos (aumento da
intensidade do tom azul) é observado pela seta branca (Fig. 15H). I: seta branca (imagem H)
indica mudancas morfolégicas e aumento da camada hipertréfica.
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Azul Toluidina Azul Toluidina Azul Toluidina
10X 50 pm 20X 25 ym

G4 -0A + AR + DEXA

G5-0OA +AR + w150

G5-0A +AR + w300

A morfologia da cartilagem condilar da ATM e osso subcondral € mostrada
nas figuras 16 — 17 (A — 1) na coloracdo picrosirius vermelho-hematoxilina
(polarizacdo). A organizacdo das fibras de colageno foi observada na cartilagem
condilar, indicada pela seta branca (Fig. 16C) e no osso subcondral pela seta amarela
(Fig.16A — B) no grupo G1-controle, usadas para estabelecer um ponto de referéncia
para a analise histologica. Nos grupos G2: OA e G3: AR+OA, a seta amarela indica
uma degradacao e desarranjo de fibras de coldgeno no osso subcondral (Fig. 16D —

E e 16G — H) e pela seta branca na cartilagem condilar (Fig. 16F e 16l).

Figura — 16 — Imagens representativas da morfologia da articulagdo temporomandibular
submetidas a inducgéo de osteoartrite (OA) e artrite reumatoide (AR+OA) (n = 6 por grupo). A
— I: coloracéo picrosirius vermelho-hematoxilina (polarizagédo), aumento de 5 X amplificagéo,
escala Bar de 100pm. 10 X amplificacdo, escala Bar de 50um. 20 X amplifica¢céo, escala Bar
de 25um. A linha em amarelo divide a cartilagem condilar e 0 osso subcondral. A — C: A seta
amarela indica uma organizacédo de fibras de colageno no osso subcondral (Fig.16A — B), a
seta branca indica essa mesma organizacao de fibras de coladgeno na cartilagem condilar
(Fig. 16C). D — E e G — H: a seta amarela indica uma degradac¢é&o e desarranjo de fibras de
colageno no osso subcondral (Fig. 16D — E e 16G — H). F — I: a seta branca indica uma
degradacéo e desarranjo de fibras de colageno na cartilagem condilar (Fig. 16F — I).
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Polarizacao Polarizacéao Polarizacéo
5X 100 pm 10X 50 pm 20X 25 um

G1-CONTROLE

G2-0A

G3-OA+AR

A morfologia da cartilagem condilar da ATM e osso subcondral dos grupos
gue receberam tratamento com dexametasona e w3 nas doses de 150 e 300mg/kg, é
mostrada na figura 17 (A — 1), na coloracdo picrosirius vermelho-hematoxilina
(polarizacdo). No grupo G4: AR+OA+dexa, a seta amarela indica uma reorganizagao
de fibras de colageno no osso subcondral (Fig. 17B — C), e a seta branca indica uma
reorganizacdo de fibras de coldgenos da cartilagem condilar (Fig. 17C). Ambos
semelhantes ao grupo G1: controle. No grupo G5: AR+OA+w150, a seta amarela
indica uma reorganizacao de fibras de coldgeno no osso subcondral (Fig. 17D — E),
semelhante ao grupo G1: controle e a seta branca indica uma pequena reorganizacao
de fibras colagenas (Fig. 17F) inferior aos grupos G1: controle, G4: AR+OA+dexa e
G6: AR+OA+w300. No grupo G6: AR+OA+w300 a seta amarela indica uma
reorganizacao nas fibras de colageno no osso subcondral (Fig. 17G — H), e a seta
branca indica uma reorganizacédo de fibras de colagenos da cartilagem condilar (Fig.
171), ambos semelhantes ao grupo G1: controle e G4: AR+OA+dexa.

Figura — 17 — Imagens representativas da morfologia da articulacdo temporomandibular
submetidas a diferentes tratamentos (n = 6 por grupo). A — |: coloragdo picrosirius vermelho-
hematoxilina (polarizagdo), aumento de 5 X amplificacdo, escala Bar de 100um. 10 X
amplificacdo, escala Bar de 50um. 20 X amplificacdo, escala Bar de 25um. A linha em amarelo
divide a cartilagem condilar e 0 osso subcondral. A — C: No grupo G4: AR+OA+dexa a seta
amarela indica uma reorganizagéo de fibras de colageno no osso subcondral (Fig.17A — B),
a seta branca indica essa mesma reorganizacao de fibras de colageno na cartilagem condilar
(Fig. 17C). D — F: No grupo G5: AR+OA+w150 a seta amarela indica uma reorganizacao de
fibras de colageno no osso subcondral (Fig. 17D — E), a seta branca indica uma pequena
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reorganizacgao de fibras de colageno na cartilagem condilar (Fig. 17F). No grupo G6: G — I:
AR+OA+w300 a seta amarela indica uma reorganizagao de fibras de colageno no osso
subcondral (Fig. 17G — H), a seta branca indica uma reorganizacéo de fibras de colageno na
cartilagem condilar (Fig. 171).

G4 -0OA +AR + DEXA

G5-0A +AR + w150

G5—-0A + AR + w300

Polarizacédo
5X 100 pym

Polarizacéao
10X 50 pm

Polarizacédo
20X 25 ym
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6 DISCUSSAO

O modelo experimental em animais é muito utilizado em estudo para
induzir artrite reumatoide e suas caracteristicas patoldgicas, inchaco das
extremidades, hiperplasia sinovial, proliferacdo de tecido sinovial, destruicdo da
cartilagem e inflamagcdo excessiva. Existem inumeros métodos disponiveis para
inducao, alguns estudos usaram a associacdo de adjuvante completo de Freund
(CFA) e colageno bovino tipo Il ClI (injecdo na cauda) (Araujo et al., 2015; Liu et al.,
2015; Morin et al., 2015; Olson et al.,2013). Ratos machos foram escolhidos para
evitar variaces fisioldgicas relacionadas ao ciclo estral nas fémeas (Severino et al.,
2004). A indugao da AR em ratos com CII tem muitas semelhan¢as com humanos e
as fémeas sao mais suscetiveis. O inicio da artrite € rapido, geralmente
desenvolvendo 10-13 dias apds a imunizacao, atingindo o pico apés 20 dias e depois
declinando gradualmente (Hegen et al., 2008). O modelo de injecao intra-articular de
CFA pode ser usado para examinar mudancgas agudas precoces na artrite inflamatéria
da ATM e osteoartrite e permitir uma exploracéo das alteracdes na cartilagem articular
da ATM durante o estagio inicial da doenca (Morel et al., 2019).

Ghassemi-Nejad et al., 2017 estudou o envolvimento da ATM em um
modelo sistémicos de AR induzida por proteoglicano e o estudo realizado por Barbin
et al., 2020 foi o primeiro a avaliar o efeito sistémico da associacdo de CFA+CII na
ATM e a atividade antiartritica dos acidos graxos w-3 e da dexametasona.

No presente trabalho, a indugéo sistémica de artrite reumatoide (OA+AR)
com CFA+CII ou diretamente na ATM (OA), mostrou um aumento no nivel de IL-13
nos tecidos da ATM em relacdo ao grupo controle e aos grupos que receberam
tratamentos com w3 e dexametasona. Resultado semelhante no nivel de IL-13 foi
observado na inducao sistémica de artrite reumatoide em Barbin et al., 2020, em AR
induzida por proteoglicano em Ghassemi-Nejad et., 2017 e com injeg&o intra-articular
na ATM osteoartrite em ratos em Kerins et al., 2005. Nivel de concentracdo de TNF-a
também mostrou um aumento em relagdo ao grupo controle e entre 0s grupos com
artrite induzida sistémica, o mesmo foi observado no estudo realizado por Barbin et
al., 2020 e Ceotto et al., 2022, e diretamente na ATM. No grupo controle a TNF-a foi
expressa com nivel de concentracdo menor do que 0s grupos com artrite. A citocina
TNF-a é detectada no tecido sinovial da ATM em individuos saudaveis (Figueroba et
al., 2018).
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Apesar de aumentado o nivel de ambas citocinas, IL-1B € TNF-a, nos
grupos com inducéo de artrite, o grupo G3: OA+AR apresentou nivel aumentado em
relacéo ao G2: OA, portanto, a patogénese da artrite induzida diretamente na ATM por
CFA em animais € mais semelhante a OA do que a RA. O desenvolvimento de
osteoartrite € impulsionado por processos inflamatorios, que podem levar a
degeneracdo articular. Nos estagios iniciais da doenca. HA um aumento na
proliferacéo celular de condrdcitos e na sintese da matriz extracelular. Esse aumento
da atividade proliferativa dos condrdcitos pode ser destrutivo e levar a um aumento da
apoptose celular e da producéo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-18
(Morel et al., 2019). Citocinas pro-inflamatérias, como TNF-q, interferon-y, IL-1p, IL-6
e IL-17 desempenham um papel vital na patogénese da AR, que é caracterizada por
inflamacdo cronica do tecido sinovial, disfuncédo articular e dano tecidual nas
articulagdes (Kim e Moudgil, 2017).

Desarranjo celular, aumento da espessura da camada proliferativa e
aumento no numero de condrécitos amorfos é observado no grupo G2: AO, como
pode-se observar na figura 14F, e esses dados vém corroborar com os estudos de
Morel et al., 2019. No grupo G3: OA+AR observamos um aumento das citocinas proé-
inflamatérias como IL-1B e TNF-a sendo que estas citocinas junto com a IL-6 estdo
envolvidas na metastase de células tumorais e na patologia da artrite reumatéide (Patil
et al., 2019).

AR é uma doenca autoimune que ira levar o sistema imunol6gico do corpo
a atacar seus proprios tecidos (Wang et al., 2017). A IL-6 € um marcador inflamatério
para doencas inflamatérias autoimunes. Sendo identificado niveis elevados tanto no
soro quanto nos tecidos sinoviais de pacientes com artrite reumatoide (Rincon, 2012).
Niveis aumentados de IL-6 foram encontrados nos grupos G2: OA e G3: OA+AR, em
relacdo ao grupo controle e os que receberam tratamentos. Diferente das citocinas
TNF-a e IL-1B, onde o nivel de concentragédo € baixo no grupo controle saudavel, a
IL-6 € expressa com nivel de concentracdo superior ao grupo tratado com
dexametasona G4: OA+AR+dexa. IL-6 é considerada uma citocina imune inata porque
€ abundantemente produzida pela maioria das células imunes inatas (por exemplo,
macrofagos e células dendriticas). As células imunes inatas sdo uma fonte clara de
IL-6, que representa uma ponte estratégica de conexdo entre 0s sistemas

imunoldgicos inatos e adaptativos (Nakahara et al., 2003).
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O maior nivel da IL-6 foi encontrado no grupo G2: OA com osteoartrite e
n&o no grupo G3: OA+AR com artrite reumatoide, sendo a osteoartrite o estagio inicial
do processo inflamatério, a IL-6 revela ter efeito anti-inflamatoério. Por meio de
diferentes mecanismos de acdo, pode estimular a sintese de citocinas anti-
inflamatorias como IL-10 e o fator transformador de crescimento beta (TGF-B)
(Boshtam et al.2017). Esse dado pode ser confirmado com o aumento acentuado do
nivel de concentracdo de IL-10 nesses mesmos grupos em relacdo aos demais
grupos.

Diferente desse aumento de IL-10 encontrado no grupo com osteoartrite, o
grupo G3, com artrite reumatoide OA+AR, mostrou uma diminuicdo no nivel de
concentracdo em relacdo a todos os grupos do estudo, esse resultado pode indicar
resposta inflamatéria grave em ratos com artrite reumatoide, uma vez que a IL-10
atenua a liberacao de citocinas pro-inflamatorias de macréfagos e neutrofilos (Liu et
al., 2011). Esse mesmo resultado foi encontrado em animais com artrite reumatoide
nos estudos de Barbin et al., 2020 e Ceotto et al., 2022. IL-10, como a citocina anti-
inflamatoria mais importante, pode reprimir as respostas pro-inflamatorias e limitar os
danos causados ao tecido pela inflamacdo e exerce papel anti-inflamatoério
principalmente inibindo as citocinas pro-inflamatérias (Boshtam et al.2017). O
presente estudo mostrou que a ATM foi afetada tanto pela injecdo intra-articular com
CFA+CII, ocasionando um quadro de osteoartrite no grupo OA, quanto pela inducao
sistémica na cauda mais injecao intra-articular, ocasionado a artrite reumatoide no
grupo RA+OA.

No tratamento da osteoartrite e artrite reumatoide, varias abordagens sao
utilizadas na tentativa de prevenir e desacelerar a progressdo da doenca. Nutricao
adequada, controle de peso corporal, exercicio fisico, fisioterapia, anti-inflamatério e
analgésico (Roush et al., 2010). Os corticosteroides, especialmente dexametasona,
sé@o usados para tratar a dor e a inflamacao causadas por distarbios da ATM (Liu e
Steinkeler, 2013). A administracdo de doses altas a longo prazo de corticosteroides
estd ligada a efeitos adversos graves, incluindo osteoporose, fraturas, Ulcera péptica,
infeccbes e doencas cardiovasculares (Lin et al., 2014). Numerosos estudos
demonstraram que a cadeia longa de acidos graxos poli-insaturados w3 (PUFA) tém
propriedades anti-inflamatorias, sugerindo que elas podem ser benéficas como

terapias em distUrbios causados por artrite reumatoide (James et al., 2010).
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Nos animais com artrite reumatoide induzida e que receberam os
tratamentos, o grupo G4: OA+AR+dexa, tratados com dexametasona mostraram uma
diminuic&o no nivel de citocinas IL-1B e TNF-a na ATM em relagéo aos grupos com
osteoartrite e artrite reumatoide, e ndo apresentou diferenca com os grupos tratados
com w3 nas doses (150 e 300mg/kg). Resultado semelhante em animais foi obtido por
Barbin et al., 2020, com o uso da dexametasona em artrite reumatoide induzida.

Os sintomas da artrite reumatoide estdo fortemente relacionados ao nivel
elevado de citocinas pro-inflamatérias no soro (Kavanaugh e Wells, 2014). A
dexametasona reduziu fortemente o nivel das citocinas pro-inflamatoérias TNF-a e IL-
18 no soro de ratos com artrite reumatoide induzida (Jia et al., 2018). Esse resultado
pode ser explicado pela capacidade dos corticoides de aumentar a transcricdo de
citocinas anti-inflamatorias, como IL-1Ra (IL-lantagonista do receptor) e IL-10 e inibir
a transcricdo de outras citocinas inflamatorias como IL-1 B, IL-6 e TNF- a (Huebner et
al., 2014).

Os animais do grupo G4: OA+AR+dexa, tratados com dexametasona
mostraram uma diminuicdo no nivel de concentracdo de IL-6 nos tecidos da ATM em
relacdo ao grupo controle. A dexametasona mostrou ser mais efetiva na diminuicéao
do nivel de concentracdo em relacéo a IL-6 do que com as citocinas TNF-a e IL-1.
Os efeitos farmacodinamicos da dexametasona em ratos com artrite induzida por
colageno, mostrou que IL-6 é mais sensivel sob acdo da dexametasona em seu
processo de diminui¢do de concentracdo até a sua inibicdo, sendo que doses baixas
de corticosteroides podem ser suficientes para suprimir os efeitos mais relevante
dessa citocina a erosao 6ssea (Earp et al., 2008).

O uso terapéutico da dexametasona em animais com artrite induzida por
injecdo intra-articular de mono-iodoacetato (MIA) apos inflamacédo severa, mostrou
uma diminuicdo significativa na expressao de IL-6 (Kim et al., 2019). A concentracdo
do nivel de IL-10 na ATM dos animais do grupo G4: OA+AR+dexa tratados com
dexametasona aumentou em relagdo aos animais do grupo G3: OA+AR sem
tratamento e semelhante aos animais tratados com w3, nos grupos G5 e G6. Esse
mesmo resultado foi obtido no estudo de Barbin et al., 2020, e por Kim et al., 2019 em
relacdo aos animais com artrite induzida. A acdo dos corticosteroides pode ser
observada através da inducdo da sintese de proteinas anti-inflamatorias, como a
anexina-1, proteina inibidora do fator nuclear kB (IkB) e IL-10 (Adcock e Lane, 2003).

A terapia com dexametasona aumenta a expressao de L-10, protege a imunidade do



43

hospedeiro e atenua o dano mediado pela artrite induzida (Kawalkowska et al., 2016).
Em relagdo a dose de dexametasona aplicada em ratos em modelos de artrite
induzida, existe diferenca, de acordo com os estudos de Del et al., 2018 e Dym e
Israel, 2012. A dose mais usual de dexametasona sao as mesmas usadas no presente
estudo, ou seja, 0,1 mg/kg e essa dose tem se mostrado eficaz na reducdo no
comportamento de dor e inflamacao sinovial no modelo de artrite induzida (Ashraf et
al., 2011; Wong et al., 2019). Além disso, a duragdo do tratamento também varia, por
exemplo, 24 dias (Ashraf et al., 2011), 5, 14 ou 21 dias (Cuzzocrea et al., 2005) e a
mais usual de 1 a 7 dias (Wong et al., 2019).

O w3 promoveu alteracdes no nivel de concentragcao das citocinas proé-
inflamatéria IL-1B, TNF-a e IL-6 e anti-inflamatéria IL-10 no presente estudo. Ha
evidéncias de estudos in-vitro que confirmaram que tanto EPA quanto DHA podem
inibir a producéo de citocinas pré-inflamatérias IL-1B, TNF-a e IL-6 em varios tipos de
células (Miles e Calde, 2012). No presente estudo, os niveis mais baixos de IL-1p, IL-
6 e TNF-a foram encontrados nos tecidos da ATM de ratos com artrite reumatoide
tratados com w3, G5: OA+AR+w150 e G6: OA+AR+w300. Isso confirma que o efeito
analgésico e anti-inflamatério de w3 pode estar associado a mediadores de lipidios
enddgenos, por exemplo, lipoxinas e resolvinas, que séo derivadas de acidos graxos
w3 (Sommer e Birklein, 2010).

Esse resultado também corrobora com o estudo realizado por Barbin et al,
2020, que mostra niveis mais baixos de concentracdo das citocinas TNF-a, IL-18
tratados com w3. Alguns estudos também relatam que EPA e DHA aumentam a
concentragdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 (Calder, 2017). O nivel de
concentracao de IL-10 teve um aumento similar ao controle nos animais tratados com
w3 nas doses de 150 e 300 mg/kg, resultado similar foi obtido por Barbin et al, 2020.
A dose oral de 300 mg/kg utilizada no presente estudo foi escolhida de acordo com as
diretrizes preliminares da Canada Health, para obter uma dose equivalente humana
de 3,0 g/dia (Morin et al., 2015). Outros estudos tém sugerido que o beneficio
sintomatico € uma ingestao diaria de w3 maior que 2,7 g/dia, necessaria para atingir
o efeito anti-inflamatdrio (Lee et al., 2012). Alguns estudos em animais usando a dose
diaria de 85 mg/kg de w3 apresentou algum efeito benéfico sobre o nivel de citocinas,
mas inferior aos animais controle saudavel (Abd-Elghafour et al., 2017; Ceotto et al.,
2022) e no presente estudo a dose de 150 e 300mg/kg apresentaram resultados

similares.



44

O presente estudo mostrou que a ATM foi afetada tanto pela injecéo intra-
articular com CFA+CII, ocasionando um quadro de osteoartrite no grupo G2: OA
guanto pela inducdo sistémica na cauda mais injecao intra-articular ocasionado a
artrite reumatoide no grupo G3: OA+AR. A patogénese da artrite na ATM induzida por
injecdo intra-articular com CFA+CIll em modelo animal é mais semelhante a
osteoartrite do que a artrite reumatoide. O desenvolvimento de osteoartrite é
impulsionado por processos inflamatorios e, finalmente, leva a degeneracgéo articular.
A artrite reumatoide € uma doenca autoimune que ira levar o sistema imunologico do
corpo a atacar seus proéprios tecidos (Wang et al., 2017).

Espessamento da camada fibrosa e uma desorganizacdo anormal da
cartilagem articular nas camadas proliferativa e hipertrofica, sdo observados nos
animais com osteoartrite no grupo G2: OA. Essas mesmas alteragcdes morfologicas
foram observadas no estudo de Tolba et al., 2020. Um aumento da espessura total da
condilar foi observado em comparacdo ao grupo G1: controle de animais saudaveis.
Isso pode ser devido a um aumento na zona superficial camada fibrosa, zona
polimorfica proliferativa e zonas de condrécitos da camada maturada (Morel et al.,
2019). A osteoartrite também induziu uma diminuicdo da quantidade de
proteoglicanos, da presenca de condroblastos maduro e com alterag6es morfoldgicas,
essa quantidade diminuida pode ser atribuida a uma reducado da atividade secretora
dos condrécitos. Além disso, grandes areas de basofilos (Lemos et al., 2018). Além
dessas alteracdes, observamos uma aglomeracdo de condrécitos na camada
maturada e hipertréfica, o que pode ser um sinal da progresséao da doenca. Estudos
por inducgédo intra-articular por CFA+CIl na ATM de ratos, mostrou diminuicdo da
espessura da cartilagem articular e diminuicdo na quantidade de proteoglicanos (Xu
et al., 2016). A camada fibrosa que reveste o condilo articular da ATM ao contrario de
outras camadas, esta aumentada e exibe uma grande deformidade morfolégica. A
reducdo de proteoglicanos que estdo incorporados na rede da matriz de colageno
reduz a resisténcia a compressédo, e exibe alta deformidade (Lu et al., 2009).
Observamos também com base histolégica e em luz polarizada, um desarranjo das
fibras colagenas principalmente no trabeculado 6sseo e na cartilagem condilar nos
animais com osteoartrite, que € constituido de colageno tipo |. Resultados
semelhantes foram encontrados em outros estudos como em Lemos et al., 2018; Xu
et al., 2016 e Tolba et al., 2020.
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A inducdo sistémica da artrite reumatoide CFA+Cll em camundongos
promove mais inflamacao sinovial, erosdo 0ssea, dano em cartilagem e infiltracao de
leucécitos em articulacdes do joelho e as patas traseiras (Oh et al., 2017). A estrutura
da cartilagem condilar da ATM € macroscopicamente semelhante a cartilagem
articular de outras articulacdes sinoviais, e também a alteracdes patoldgicas, a artrite
da TMJ se assemelha a artrite de joelho e quadril (Barbin et al., 2020; de Bont et al.,
1993). A inducéo da artrite reumatoide no grupo G3: AR+OA causou alteragbes na
fibrocartilagem condilar, induzindo um aumento na espessura da camada fibrosa em
comparacao ao G1: controle saudavel. Esses resultados estdo de acordo com
estudos de artrite reumatoide na ATM induzida por CFA e colageno tipo | (Wang et al.,
2017). Na figura 141 do grupo G3: AR+OA, mostra uma reducdo da densidade de
proteoglicanos observada na coloracdo azul de toluidina e fibrocondrécitos maduros
e amorfos reduzidos. Perda de proteoglicanos também tem sido observada na ATM
em outros estudos com artrite reumatoide induzida (Barbin et al., 2020; Ceotto et al.,
2022; Griffin et al., 2014). A perda de proteoglicanos reduz a capacidade adaptativa a
resisténcia, compressao e tensdo, predispondo a articulacdo a deformidades. Além
disso, o0 numero reduzido de células fibrocartilaginosas pode comprometer a
capacidade de auto reparacéo (Tanaka et al., 2005).

Em base histolégica e com luz polarizada, observou-se a quebra,
desorganizacao e degradacéo de fibras de colageno, reducdo do osso subcondral e
aumento dos espacos trabeculares. Essa degradacéo e desorganizacdo também foi
constatada em outros estudos em animais com artrite reumatoide sistémica induzida
por CFA+CII (Barbin et al., 2020; Ceotto et al., 2022). A artrite reumatdide em estégio
avancado geralmente mostra fissuras profundas, aglomerados de condrécitos e
ocorrem quebras no 0sso subcondral, resultando na abertura de espacos medulares
(Batschkus et al., 2017). Na figura 141 pode ser observado na camada madura e
hipertréfica, condrécitos aglomerados de forma desorganizada. O aumento da
producdo de metaloproteinases, enzima responsavel pela degradacao do colageno e
qgue induz a supressao de colageno tipo Il, proteoglicanos e inducdo de mediadores
pro-inflamatérios causando degradacdo da cartilagem articular, caracteristica de
doencas artriticas (Hansson e Skiéldebrand, 2015).

No presente estudo, os animais do grupo G4: AR+OA+dexa que receberam
tratamento com dexametasona tiveram um aumento na espessura da cartilagem

fibrosa, proliferativa e maturada, em comparagédo aos ratos saudaveis do grupo G1:
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controle. Pela analise histologica observamos um aumento na proliferacdo de
condrdcitos e pela coloracdo de azul de toluidina podemos observar, através da
densidade de cor, um aumento da sintese de proteoglicanos (Fig. 15C) na cartilagem
articular da ATM. Evidéncias anteriores demonstraram que a dexametasona pode
aumentar a proliferacdo e diferenciacdo de condrdcitos e também a sintese de
proteoglicanos (Huebner et al., 2014). Além disso, efeito anabdlico no metabolismo do
tecido cartilaginoso, o tratamento com glicocorticoides também pode aumentar a
retencdo de agua entre as células. Em um modelo experimental similar ao presente
estudo realizado por Barbin et al., 2020, mostrou um aumento nas mesmas camadas
da cartilagem condilar, na proliferacdo e diferenciacdo de condrdcitos e sintese de
proteoglicanos pela dexametasona. Também observamos que em animais tratados
com dexametasona, o farmaco induziu mudancas positivas no trabeculado ésseo da
regido subcondral e mudancas acentuadas na rede de colageno, com espessamento
e uma reorientacao das fibras colagenas da regido subcondral e da cartilagem condilar
(Fig 17G — 1) préximo do grupo G1: controle e superior ao grupo G3: AR+OA. A terapia
com dexametasona em animais com artrite induzida por antigeno (AIA) induziu um
aumento ndo s6 no namero trabecular, mas também na largura trabecular (Oelzner et
al., 2010). Em outro estudo com indug&o sistémica na cauda com CFA+CII, induziu a
uma nova reorientacdo das fibras de colageno da cartilagem condilar e menor
espacamento do trabeculado 6sseo (Barbin et al., 2020). Os corticosteroides, como a
dexametasona, desempenham um papel importante na terapia da artrite reumatoide
pelo potente efeito anti-inflamatério e consequente acao rapida de alivio dos sintomas
(Li et al.,, 2017). No entanto, os efeitos colaterais decorrentes do uso prolongado
limitam sua utilizac&o a longo prazo.

Na literatura existem somente dois estudos relacionado a artrite reumatoide
com w3 e articulagdo temporomandibular (Barbin et al., 2020; Ceotto et al., 2022).
Outros estudos relatam o uso acidos graxos de w3 no tratamento e prevencéo da
osteoartrite e artrite reumatoide (Knott et al., 2011; Olson et al., 2013). No presente
estudo, nos animais que receberam tratamento com w3, o grupo G6: OA+AR+ IR+
w300 na dose de 300mg/kg/dia, a espessura da cartilagem articular aumentou em
relacéo ao grupo com artrite reumatoide G3: AR+OA e G1: controle.

Estudos recentes em animais relatam que o w3 alivia o dano e inibe a
degradacgao da matriz da cartilagem articular de joelhos (Sakata et al., 2015; Yu et al.,

2015). Barbin et al., 2020 e Ceotto et al., 2022 mostram que o w3 aumenta a
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espessura da cartilagem condilar e pode proteger cartiiagem durante o
desenvolvimento da artrite reumatoide. Na dose de 150mg/kg/dia houve um aumento
em relacdo ao grupo G3: AR+OA, mas nao ao G1: controle e semelhante ao grupo
tratado com dexametasona. Ambas as doses restabeleceram os parametros de
normalidade aumentando a sintese proteoglicanos, proliferacdo de condrdcitos,
espessamento e reorientacdo das fibras coldgenas proximo ao do grupo controle.
Ceotto et al., 2022 relataram que o w3 induziu maior espessura na cartilagem condilar,
melhora na sintese de proteoglicanos, proliferacdo de condroécitos e reorientacdo das
fibras de colageno em ratos com artrite reumatoide induzida. Alguns estudos relatam
que a EPA é capaz de inibir o estresse oxidativo induzido pela apoptose e perda de
matriz de condrdcitos (Sakata et al., 2015) e pode estar associado a uma maior sintese
de colageno e diminuicdo de prostaglandina E2, mediadora inflamatéria (Hankenson
et al., 2000). Estudos em animais relatam que o w3 pode ser benéfico no uso
terapéutico da artrite reumatoide (Barbin et al., 2020; Ceotto et al., 2022).

Os tratamentos com dexametasona e w3 nas doses de 150mg/kg/dia e
300mg/kg/dia, apresentaram melhora em relacdo aos animais com osteoartrite e
artrite reumatoide. O w3 na dose de 300mg/kg/dia teve um melhor desempenho nos
padroes de normalidade referente a morfologia da cartilagem condilar e do osso

subcondral, em comparagédo ao w3 na dose de 150mg/kg/dia e a dexametasona.
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7 CONCLUSAO

Os dois métodos de inducéo inflamatdria (osteoartrite e artrite reumatoide)
causaram danos na articulacdo temporomandibular e podem ser usados como modelo
para inducdo da osteoartrite e da artrite reumatoide. O w3 minimizou os danos na
articulagao temporomandibular de ratos com modelos induzidos de artrite reumatoide.
Nas doses de 300mg/kg ou 150mg/kg, ambas apresentaram um bom potencial
farmacolégico e podem ser uma alternativa promissora em relacdo aos
glicocorticoides, em atenuar a inflamac&o e modular a resposta autoimune, auxiliando

como condroprotetor articular.
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