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RESUMO

As desordens temporomandibulares (DTM) cobrem um conjunto de alteragdes
craniofaciais, que podem envolver a ATM, mastigando musculos e estruturas associadas. Ao
contrario de outros inibidores da ciclooxigenase, o acido acetilsalicilico (AAS) aumenta a
formacéo de lipoxinas derivadas de acido aracidonico, que ajudam na resolucao da inflamacéo.
As Resolvinas originarias de acidos graxos poliinsaturados, especialmente o eicosapentaendico
tipo 3 (6mega-3 ou ®-3), sdo catalisadas por AAS e tém acdo anti-inflamat6ria em doencas
cardiovasculares e artrite reumatoide. Os objetivos deste estudo foram avaliar aspectos
morfologicos e histoquimicos "in vivo" e imunoensaio ELISA em tecidos de ATM em animais
com artrite induzida por adjuvante completo de Freund (CFA) associada ao coldgeno bovino
tipo 1l (1IC). 32 ratos machos adultos (Rattus Norvegicus Albinus, Wistar), distribuidos
igualmente nos seguintes grupos, foram utilizados: G1 — inje¢ao de 100uL de NaCl 0,89% na
base da cauda; G2-100 uL de CFA + IIC injetados na base da cauda; G3 - 100 ml CFA + injecéo
de 11C na base da cauda, com a administracdo intragastrico diaria de 300 mg/kg de w-3, por 7
dias; G4-100 ml CFA + IIC injecdo na base da cauda, com administracdo intragastrica diaria
de 300 mg/kg de -3 + &cido acetilsalicilico 20 mg/kg/dia I.P. por 7 dias. Os animais foram
mortos apos sete dias de tratamento e a ATM em ambos os lados foi retirada. Uma das ATM
foi submetida, apds fixacdo e descalcificagdo, ao processamento histolégico (Hematoxilina e
Eosina HE, Azul de Toluidina e Picrossirius Vermelho-Hematoxilina). A ATM contralateral
foi submetida a maceracdo e centrifugacdo em tampéo de extracdo celular (tampéao Tris-HCL
50mM, pH 7,5). O sobrenadante foi submetido a Imunoensaio (ELISA) para avaliacdo de
citocinas pro-inflamatdrias (IL1-B e TNF-a) e anti-inflamatoria (1L-10). A leitura foi realizada
por espectrofotometria. A analise dos dados foi feita pelos testes Kruskal-Wallis e de Dunn. Os
resultados mostram que o tratamento com dmega-3 sozinho ou associado ao AAS aumentou
(p<0.0001) a espessura total da ATM em relagdo ao controle com CFA. N&o houve efeito
adicional do AAS (p=0.0698) no efeito do dmega. Da mesma forma, ndo houve efeito adicional
(p>0.05) do AAS no efeito observado com o 6mega em nenhuma das citocinas. Tanto o 6mega
sozinho quanto associado ao AAS diminuiram significativamente as concentracBes das
citocinas IL-13 e TNF-a, além de aumentarem a concentragdo da IL-10. Concluimos que o
acido graxo 6mega-3 exerce uma atividade anti-inflamatoria na ATM de ratos com inflamagéo
induzida, sendo que o acido acetilsalicilico ndo ofereceu efeito adicional.

Palavras-chave. Disfuncio temporomandibular. Omega-3. Citocinas. Inflamac&o. Acido
acetilsalicilico.



ABSTRACT

Temporomandibular Disorders (TMD) cover a set of craniofacial alterations,
which may involve TMJ, chewing muscles and associated structures. Unlike other
cyclooxygenase inhibitors, acetylsalicylic acid (AAS) increases the formation of lipoxins
derived from arachidonic acid, which help in the resolution of inflammation. The Resolvinas
originating from polyunsaturated fatty acids, especially eicosapentaenoic type 3 (Omega-3 or
-3), are catalysed by AAS and have anti-inflammatory action in cardiovascular diseases and
rheumatoid arthritis. The objectives of this study were to evaluate "'in vivo" morphological and
histochemical aspects and ELISA immunoassay in TMJ tissues in animals with Freund
complete adjuvant-induced arthritis (CFA) associated with bovine type Il collagen (I1C). 32
adult male rats (Rattus norvegicus Albinus, Wistar), distributed equally in the following groups
were used: G1 - injection of 100ul of 0.89% NaCl at the base of the tail; G2-100 pl of CFA +
I1C injected at the base of the tail; G3-100 ml CFA + IIC injection at the base of the tail, with
daily intragastric administration of 300 mg/kg of ®-3, for 7 days; G4-100 ml CFA + IIC
injection at the base of the tail, with daily intragastric administration of 300 mg/kg of ®-3 +
Acetylsalicylic acid 20 mg/kg/day I.P. for 7 days. The animals were killed after seven days of
treatment and the ATM on both sides was withdrawn. One of the TMJ was submitted, after
fixation and decalcification, to histological processing (Hematoxylin and eosin HE, toluidine
Blue and Hematoxylin-Picrossirius Red). The contralateral TMJ was subjected to maceration
and centrifugation in a cell extraction buffer (tris-HCL 50mM buffer, pH 7.5). The supernatant
underwent immunoassay (ELISA) to evaluate pro-inflammatory (IL1-p and TNF-a) and anti-
inflammatory (IL-10) cytokines. The reading was done by spectrophotometry. Results were
evaluated by ANOVA and Kruskal-Wallis, depending on data distribution and
homoscedasticity of variances. Results show that treatment with omega-3 alone or associated
with ASA increased (p <0.0001) the total thickness of the TMJ compared to control with CFA.
There was no additional effect of ASA (p = 0.0698) on the effect of omega. Similarly, there
was no additional effect (p> 0.05) of AAS on the effect observed with omega in any of the
cytokines. Both omega alone and ASA-associated significantly decreased IL-1p and TNF-a
cytokine concentrations and increased IL-10 concentration. We conclude that omega-3 fatty
acid exerts an anti-inflammatory activity in the TMJ of rats with induced inflammation, and
acetylsalicylic acid had no additional effect.

Keywords: Temporomandibular  dysfunction. Omega-3. Cytokines. Inflammation,
acetylsalicylic acid.
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1 INTRODUCAO

A articula¢do temporomandibular (ATM) é uma articulacgdo sinovial de unido entre
a mandibula e a base do cranio, composta por trés elementos 6sseos principais: condilo
mandibular, fossa mandibular e tubérculo articular do osso temporal. Apresenta também tecidos
conjuntivos associados, incluindo o disco articular. Transtornos da ATM podem afetar a
mandibula e os musculos mastigatérios. Muitos fatores, como idade, sexo, fatores hormonais,
traumas e estresse psicologico podem levar a adaptacdo fisioldgica ou, caso contrario, a
desorganizacdo da ATM (Figueroba et al., 2014a). Alem disso, doencas sistémicas de carater
inflamatdrio e degenerativas, como osteoartrite e artrite, podem ter impacto significativo nessa
articulagdo. Agentes anti-inflamatdrios, analgésicos e relaxantes musculares tém sido usados
para aliviar os principais sintomas (Dym e lIsrael, 2012). Outras estratégias, tais como
fisioterapia, exercicios, ultrassom, terapia manual, acupuntura e laser também foram propostos
(Rashid et al., 2013; Figueroba et al., 2014b). Vérias abordagens tém sido adotadas para induzir
inflamacéo aguda ou cronica na ATM, tais como o aumento de dimensdo vertical, rompimento
da zona bilaminar, hipermobilidade induzida no condilo (Embree et al., 2011; Figueroba et al.,
2014a). Também pode resultar da injecdo de agentes irritantes quimicos, incluindo a
carragenina, a ovalbumina (Habu et al., 2002) e o adjuvante completo de Freund, conhecio pela
sigla CFA (Denadai-Souza et al., 2009; Wu et al., 2010; Kou et al., 2011; Wang et al., 2012;
Holwegner et al., 2015). O CFA é composto de Mycobacterium tuberculosis mortos e secos em
6leo. Este induz a artrite reumatoide patologicamente idéntica aquela que ocorre em seres
humanos (Bendele, 2001). A injecdo do CFA é simples e reprodutivel, com foco na fase aguda
da inflamacdo (Harper et al., 2001; Guan et al., 2005; Spears et al., 2005; Flake et al., 2006; Lai
et al., 2006; Wu et al., 2010; Kou et al., 2011). Ainda ndo ha cura para a artrite reumatoide e o
objetivo do tratamento é a remissdo dos sintomas para um estado em que a inflamacédo
desapareca ou seja considerada leve. Os glicocorticoides, tanto injetados intra-articularmente,
guanto extra-articularmente, por via local ou sistémica (Caporali et al., 2013), tornaram-se
padréo-ouro para o tratamento da artrite reumatoide e sdo amplamente utilizados (Kirwan,
2012). Entretanto, a administracdo intra-articular causa reacdes 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 utilizacdo indiscriminada na artrite reumatoide (Mota et al.,
2013). Os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) sdo classificados essencialmente em dmega-
3 (0-3), 6bmega-6 (m-6), 6mega-7 (»-7) e 6mega-9 (»-9). Quando metabolizado, o &cido

linoleico (®-6) forma o acido araquidonico e EPA, sendo que o a-linolénico (w-3) forma o
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DHA. Estes 6megas (0-6 e »-3) sdo considerados &cidos graxos essenciais, pois ndo podem ser
sintetizados por mamiferos, os quais sintetizam apenas ®-7 ¢ ®-9 (Mesquita et al., 2011).
Numerosos estudos de cultura celular confirmaram que tanto o EPA como o DHA pode inibir
a producéo do citocinas pré-inflamatorias IL-1p, TNF-o e IL-6 em varios tipos de células (Miles
e Calder, 2012). O &cido acetilsalicilico (AAS) tem uma acdo anti-inflamatéria, analgésica,
antipirética e antiagregante, a acdo da aspirina ndo se limita ao bloqueio pré-inflamatérios dos
eicosanoides, a modificacdo do ciclo-oxigenase pela aspirina leva a geracao de mediadores
especializados em lipidios de pro-resolucéo que sdo produzidos apenas nos estagios tardios da
inflamacdo (Chee et al., 2016). Resolvinas sdo mediadores lipidicos enddgenos de acéo anti-
inflamatoria, gerados a partir de &cidos graxos 6mega-3 precursores, DHA e EPA e agem para
resolver a inflamagdo ou minimizar os danos nos tecidos, e maximizar a protecao do tecido na
inflamacéo aguda (Kein et al., 2013). Age reduzindo a infiltracdo de neutrofilos e promovendo
a remocao de fagdcitos, acelerando assim a Inflamacao (Chee et al., 2016). As resolvinas séo
formadas no plasma de individuos a partir do EPA catalisadas pela aspirina, resultando em
melhora dos sinais clinicos da inflamacédo (Oh et al., 2011). De forma semelhante, as resolvinas
derivadas de DHA, reduzem a inflamacdo, diminuindo a adesdo plaquetaria-leucdécito e a
conversdo de DHA desencadeada pela aspirina produz moléculas com dupla funcdo (anti-
inflamatoria e de pro-resolucéo) (Chee et al., 2016).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Artrite Reumatéide

A AR é uma doenca sistémica, inflamatoria, progressiva e autoimune, que afeta as
articulacGes. Ela acomete mais a membrana sinovial, ocasionando uma destruicdo dos tecidos
da cartilagem e do osso articular. N&o h& maior prevaléncia em um grupo étnico especifico,
mas ela ocorre com mais frequéncia em mulheres, sendo trés vezes mais do que no homem
(Silman e Pearson, 2002).

Normalmente ela afeta mais as pessoas entre 40 a 60 anos, podendo afetar qualquer
idade mesmo os mais jovens. Os fatores que contribuem para o desenvolvimento desta doenca
sdo: fatores genéticos, ambientais (como cigarro e infeccBes variadas), producdo de auto

anticorpos, como o fator reumatico. (Kumar et al., 2008).

Além disso, a o anticorpo anti CPP que parece ser mais sensivel no diagnostico da
doenca, podendo ser detectado por varios anos antes que a doenca se manifeste. E também pode
ser prenunciador de um pobre prognostico, mostrando que podera ocorrer uma destruicdo

progressiva articular (\Van der liden et al. ., 2009).

O anticorpo anti- CPP que parece ser mais sensivel no diagnéstico da doenca,
podendo ser detectado por muito tempo antes da manifestacdo da doenca. Pode ser
prenunciador de um pobre progndstico, mostrando que podera ocorrer uma destruicao
progressiva articular (VAN DER LIDEN et al ., 2009). Sintomas comao: dor, rigidez, crepitacdo
articular, edema nas articulacdes, A rigidez articular ocorre com mais frequéncia pela manha,
podendo acometer qualquer articulagdo, mas as mais acometidas geralmente sdo punho,

tornozelo, joelho e coluna cervical. (Lee e weinblatt.,2001)

Erosdo Ossea geralmente ocorre nas articulacbes das méaos e dos pés (Miles &
Calder, 2012). A ATM tem diferentes caracteristicas morfoldgicas, funcionais e bioldgicas em
comparacdo com as demais articulagdes sinoviais (Embree et al., 2010). Revestida por uma
fibrocartilagem é constituida por colageno tipo | e as camadas mais profundas colageno tipo Il
(Ghassemi et al., 2016). Isto diferencia a ATM de outras articulagdes com cartilagem hialina,

constituidas de colageno tipo 1l (Embree et al., 2011).

Mesmo com essas diferengas, a ATM pode ter as mesmas intercorréncias que

afetam outras articulacdes, incluindo AR (Aliko et al., 2011), pode ser grave e comprometer
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todo o sistema mastigatério (Dimitroulis, 2005). As lesdes articulares apresentam infiltracdo
de células imunes que produzem altos niveis de mediadores quimicos (Miles & Calder, 2012).
Aumento do nivel das citocinas IL-1pB, IL-6, TNF-alfa e prostaglandina (PGE2) no liquido
sinovial tém sido encontrados no desarranjo interno do ATM e na osteoartrite (Figueroba et al.,
2018).

2.2 Omega-3

O 6mega-3 € um acido muito importante para o ser humano por suas propriedades
anti- inflamatdrias , imunologicas. Ele atua na dimunuicéo das citocinas e quimiocinas , o qual
sdo proteinas anti-inflamatorias. Sendo assim esse &cido esta presente em algumas plantas e

animais como linhaca e peixes (salméo). (Barbalho et al. ., 2001)

O ser humano nédo consegue sintetiza-lo devido a uma falha enzimatica , pela falta
de algumas enzimas. Por isso que eles devem ser adquiridos através da alimentacdo.Estudos
demonstram que a populacdo ocidental estd consumindo alimentos que possuem muito mais
O0mega-6 do que 6mega-3, sendo o dmega-6 pro-inflamatoria , e € uma das causas do

crescimento desse tipo de patologia. (Barbalho et al.,2001)

O 6mega-3 uma vez que estd no corpo humano ele é transportado pela corrente
sanguinea dentro de lipoproteinas, e muitas das células que estdo incluidas na resposta
inflamatoria expressam receptores de lipoproteinas, por isso possuem a capacidade de aceitar
esse tipo de lipoproteina e utilizar os componentes do 6mega-3. (Mahoney, 1982; Calder et al.,
1994).

Portanto com um aumento da ingestdo de dmega-3 ha maior concentracdo desses
lipidios na corrente sanguinea e nas membranas das células através de suas incorporagdes nelas
e assim eles conseguem alterar a formacéo de derivados lipidicos o que influéncia na funcéo

das celulas que estdo envolvidas na inflamacéo. (Jeffery et al., 1996).

Omega-3 de 4acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (PUFA) tém
propriedades anti-inflamatorias, benéficas nas doencas cardiovasculares, artrite reumatoide
(Olson et al., 2013), constituintes importantes dos fosfolipidios das membranas celulares, onde
desempenham um papel na permeabilidade iénica da membrana (Calder, 2013). Pesquisa em
animais relatam que os acidos graxos reduziram a incidéncia e gravidade da AR (Knott et

al.,2011). Reducdo no nivel de IL-1 em um modelo in-vitro de inflamacdo de cartilagem
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mostrou que o dmega 3 tem potencial terapéutico no tratamento de doengas inflamatorias
articulares (Wann et al., 2010). Sugerindo que suplementos de &cidos graxos melhoram a
resposta inflamatdria e diminuem a dose diaria de NSAID em pacientes com artrite idiopatica
juvenil (Gheita et al., 2012).

Outra hipotese de agdo do ®-3 estd na competicdo com o estoque de acido
servir como substratos alternativos para a cicloxigenase (COX1 e COX2) resultando na
formacdo de produtos menos potentes que os pro-inflamatérios (Serhan et al., 2009). Dessa
forma, o 6mega 3 poderia desempenhar um papel modulador das reac¢6es inflamatorias, sejam

elas agudas ou cronicas.

2.3 Acido Acetilsalicilico

O acido acetilsalicilico (AAS) tem uma acdo anti-inflamatdria especialmente para
AR, analgeésica, antipirética e antiplaquetaria, a acdo da aspirina ndo se limita ao bloqueio pro-
inflamatorios dos eicosanoides e inibicdo da COX resulta em diminuicdo da producdo de
prostaglandinas, pela geracdo de mediadores especializados em lipidios de pro-resolucdo que

sdo produzidos apenas nos estagios tardios da inflamacdo (Chee et al., 2016).

Nos ultimos anos, numerosos estudos descobriram que a aspirina também pode
inibir proliferacdo de células tumorais e promover sua apoptose de maneira dependente da
concentracdo e do tempo. Esses achados mostram a possibilidade do uso mais amplo e sob nova

perspectiva no mecanismo da aspirina no tratamento da AR ( Zhang et al., 2018).

A aspirina tem a capacidade de regular potentemente os neutrdfilos e o0s
mediadores, reduzindo a peritonite murina e a inflamacéo dérmica. RvD3 e ATRvD3 tiveram
acGes com leococitos bloqueando a transmigracdo de neutrofilos humanos , melhorando a
fagocitose e erocitose de macréfagos. Esses resultados demonstram que o RvD3 esta atuando
de maneira exclusiva dentro do periodo de resolucdo da inflamagdo como vantagem e
contribuem para as acOes benéficas da aspirina e dos acidos graxos n-3 essenciais. (Jesmond
Dalli, Jeremy W. Winkler, Romain A. Colas et al., 2014).

A COX-2 acetilada pela aspirina gera o acido docosaexaenoico (17R-hidroxi-

DHA), o qual na oxigenacdo subsequente por 5-lipo-oxigenase (LOX) resulta na producéo de
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(17R-hidroxi-DHA), também conhecido como resolvina D1 desencadeado por aspirina (AT-
RvD1) (Lima-Garcia et al., 2011).

Esta nova funcdo enzimatica da COX-2 é Unica para esta enzima e ndo € mostrada
pela COX-1. Estudos estruturais atribuem essa diferenciacdo enzimatica a observacdo de que,
diferentemente da COX-1, o dominio catalitico da COX-2 ndo ¢ totalmente bloqueado por sua
acetilacdo induzida por aspirina e ainda é capaz de desempenhar diferentes fun¢des enzimatica,
a aspirina desencadeia a formacdo de lipoxinas e limita a infiltracdo de leucdcitos na pele
(Morris et al., 2009).

Uma caracteristica associada & descoberta dos novos metabolitos oxidativos do &cido
docosaexaenoico DHA é o papel da aspirina na biossintese dessas moléculas. A aspirina, o
primeiro medicamento produzido quimicamente, foi sintetizado na década de 1850 e continua
sendo amplamente utilizado por suas propriedades analgésicas e anti-inflamatorias.
(Makriyannis & Nikas , 2011).

2.4 Inducéo Da Artrite

Modelo experimental em animais é muito utilizado no estudo da artrite reumatoide
e suas caracteristicas patologicas, tais como edema de extremidades, hiperplasia sinovial,
proliferacdo de tecido sinovial, destruicdo da cartilagem e inflamacao excessiva. Existem varios
métodos disponiveis para induzir artrit. Portanto, provavelmente hd muito a ser aprendido com

modelos com modelos espontaneos de inducdo em roedores (Brand, 2005).

Os modelos de inducdo animal podem ser classificados de acordo com antigeno usado:
Inducdo com antigenos como albumina (Maffia et al., 2004), suspencéo de auto antigenos como
colageno tipo Il (Trentham et al., 1997), proteoglicanos (PGIA) da cartilagem humana (Glant,
& Olah, 1980), produtos de antigenos bacterianos como parede celular peptideoglicano de
Streptococcus, e preparagdes de Mycobacterium em adjuvante completo de Freund (CFA)
(Brand, 2005), Indugdes mais focadas dependem da administracdo de anticorpos especificos

para proteinas da cartilagem, como o tipo Il colageno (Terato et al., 1992).

A artrite induzida por colageno (CIA) é utilizado Colageno tipo Il intradérmico (cauda)
em rato e camundongos associado ao adjuvante completo de Freund CFA, o curso da doenga
no modelo animal varia com o tipo de roedor. Os primeiros sinais de inflamagéo nas patas

podem aparecer logo no dia 9 apo6s a imunizagéo (Brand, 2005)
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Estudos prévios usaram a associacdo de CFA e coldgeno tipo Il (injecdo na cauda) (Park
et al., 2012; Olson et al., 2013; Liu et al., 2015; Morin et al., 2015). A artrite reumatoide
induzida com colageno CII em ratos tem muitas semelhancas com a artrite humana, sendo que
as fémeas sdo mais suscetiveis. O inicio da artrite é rapido, geralmente entre 10 a 13 dias ap6s
a imunizacdo, atingindo o pico apos 20 dias e depois declinando gradualmente dependendo do
antigeno usado (Hegen et al., 2008).

Ja os modelos em animais com inducdo inflamatdria sisttmica da articulacéo
temporomandibular sdo poucos. Estudos utilizando artrite induzida por proteoglicanos (PGIA)
ndo mostram os sintomas tipicos que envolvem os transtornos inflamatorios na ATM
(Ghassemi et al., 2016; Afzali et al., 2010).
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3 PROPOSICAO

O objetivo especifico deste estudo foi comparar o efeito do 6mega-3 associado ou
ndo a acido acetilsalicilico AAS na ATM de ratos submetidos a injecdo de CFA+ colageno tipo
Il CIl na cauda. Em ambos os grupos, foram avaliadas através de Imunoensaio de Elisa as
citocinas pré-inflamatorias TNF-a, IL-1B e, além da anti-inflamatéria IL-10 nos tecidos
adjacentes da ATM. Além disso, foram verificados os principais aspectos morfoldgicos e

histoquimicos nos mesmos tecidos.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado junto ao Comité de Etica de Experimentacdo Animal
(CEEA) do Instituto de Biologia/lUNICAMP protocolo n o0 4182-1/4182-1(B)/2018.

4.1 Farmacos

Foi utilizado cloridrato de quetamina (Dopalen injetavel, laboratérios Vetbrands), cloridrato de
xilasina (Anasedan injetavel, laboratérios Vetbrands), além de solugdo salina estéril (NaCl a
0,89%), CFA (suspensao de Mycobacterium tuberculosis a 4mg/ml, Sigma®, 1:1 em solugéo
salina), acido acetilsalicilico (100 mg, Aspirina® Prevent Bayer), colageno bovino tipo Il (ClI
— 2 mg/ml dissolvido em &cido acético 0.05 M) e OmegaPure 90%®, EPA 235mg + DHA
165mg, Biobalance Nutraceuticals, Porto Feliz - S&o Paulo, Brazil)

4.2 Animais

Foram utilizados 32 ratos, adultos (heterogenéticos HanUnib: WH Wistar,
SPF****)1 com 10 a 12 semanas de vida, com peso entre 350 a 400g. Os animais foram
mantidos em gaiolas plasticas em regime de agua e alimentacdo ad libitum, a temperatura média
de 23°C e iluminacdo artificial com lampadas fluorescentes, sendo foto periodo de 12 horas

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

4.3 Grupos experimentais

Para induzir artrite nos animais, 0s procedimentos foram modificados daqueles
descritos previamente por Liu et al., (2015) e Araujo et al., (2015). Foram utilizados 24 animais

distribuidos nos seguintes grupos (n=8):

Grupo 1- Injegao de 100 puL de NaCl 0,89% na base da cauda +1 mL de NaCl 0,9%

intragastrica dose unica durante 7dias;

Grupo 2 — Injecdo de 100 pl de CFA + CII na base da cauda;
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Grupo 3 — Inje¢ao de 100 pl de CFA + CII na base da cauda + administracdo
intragéstrica Unica, diaria, de 300 mg/kg de ®-3, durante 7 dias;

Grupo 4 — Injecdo de 100 pl de CFA + CII na base da cauda + administragdo
intragastrica unica, diaria, de 300 mg/kg de o-3 + AAS 20 mg/kg/dia i.p.,

durante 7 dias;

1S.P.F. = Specific Pathogen Free — livre de 5 patdgenos especificos.

4.3.1 InjecOes de CFA+ Colageno Bovino tipo 11 Cll na base da cauda de ratos

O colageno bovino tipo Il foi dissolvido em acido acético 0,05 M para 2,0 mg/ml e
completamente emulsificado com o CFA+ solucgdo salina (1:1) na proporcao de (1:1). Para
imunizar os animais, essa suspensdo foi injetada intradermicamente na base da cauda dos

animais (Figura 1).

Figura 1- Indugdo sistémica de artirte na
cauda c/CFA

Apos 15 dias da inducdo, os animais do Grupo-1 foram submetidos & administragdo
Unica, diaria, de 1 ml de NaCl 0,9% por via intragastrica, durante 7 dias, visando sua utilizacdo
como controle dos Grupos- 2 e 3. No Grupo-2, houve a administracdo intragastrica Unica, diaria,
de 300 mg/kg de -3, durante 7 dias. 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 (Park et al.,2013; Morin et al., 2015).

Ja no Grupo-3, houve a injegdo de 100 uL de CFA + CII na base da cauda +
administragdo intragastrica inica, diaria, de 300 mg/kg de -3 + AAS 20 mg/kg/diai.p., durante
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7 dias. A aspirina em baixas doses pode causar 0 aparecimento de mediatores lipidicos, como
as lipoxinas e resolvinas. A dose escolhida foi baseada em Abd-Elghafour et al., (2017).

4.3.2 Obtencdo dos tecidos

Decorridos sete dias dos tratamentos, os animais foram mortos 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 solucdo de formol a 10% e tampéo
fosfato 0,1M (pH 7,4), durante 24h a 4°C. Em seguida, foi descalcificada em solucdo de EDTA
7% e formol 5%, dissolvido no mesmo tampdo (A ATM contralateral foi submetida a
maceracao e centrifugacdo em tampéo de extracao celular (tampéo tris-HCL 50mM, pH 7,5).

O sobrenadante foi submetido ao Imunoensaio (ELISA).

4.3.3 Processamento histoldgico

Ap0s a descalcificacdo as ATM sofreram o processo de desidratacdo em alcool | 70%,
95% e 100%, diafanizada em xilol, embebida/incluida em parafina. Nove cortes seriados
coronais de 6 um de espessura foram realizado para cada animal em microtomo manual
(LEICA, RM 2145), e corados por Hematoxilina-Eosina (HE) para analise geral da ATM, azul
de toluidina para visualizacdo dos PGs proteoglicanos, e vermelho picrossirius-hematoxilina

(polarizagdo) fibras colagenas.

Morfometria

A regido mais superior do condilo foi selecionada para as medicGes. Para
verificar a espessura total e de cada camada da cartilagem condilar (fibrosa, proliferativa,
maturada e hipertrofica), realizou-se trés medidas em diferentes regides e os resultados
expressos em milimetros (Fig.2), 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 10x e 20x.
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Figura 2 - Corte coronal da ATM mostrando a regiéo
condilar — camadas (F = fibrosa; P
proliferativa, M = madura; e H =
hipertréfica) da cartilagem articular medida
em trés diferentes regides (coloragéo
hematoxilina e eosina, ampliagdo x 20).
Fonte: Figueroba et al., 2014a.

4.3.4 Imunoensaio

A outra ATM submetida a maceracdo e centrifugacdo em tampdo de extracdo celular
(tampéo tris- HCL 50 mM pH, 7,5). O sobrenadante submetido ao Imunoensaio ELISA de
captura (Pepro Tech, Inc., Rocky Hill, MJ, EUA) niveis de citocinas proé inflamatérias (IL-13
e TNF-a) ¢ anti- inflamatério IL-10 foram avaliados.

Foram utilizadas placas de 96 pogos, sendo adicionado 100uL/pogo com anticorpo de
captura para cada citocina em temperatura ambiente durante a noite. Lavada em solugéo de
Tween 20 a 0,05% em PBS ( tampéo fosfato em salina, Sigma), foi adicionado 300uL de
tampdo de blogueio 1% BSA (albumina sérica bovina, Sigma) em PBS por pocos em
temperatura ambiente por 1 hora blogueio de sitios de ligag&o inespecifico.

Em seguida, as placas foram lavadas, e acrescentado 100uL das amostras e da solucao
padrdo diluida em sete concentragdes, incubada em temperatura ambiente por 2 horas. Apos
este periodo foram lavadas como descritos anteriormente e adicionado 100uL dos anticorpos
de deteccdo em cada poco, incubada em temperatura ambiente por mais 2 horas. Em seguida,
as placas foram lavadas novamente, acrescentando 100uL da solucdo de avidina-peroxidase
(conjugada) enzima em cada pogo.

Ap6s 30 minutos, novamente lavadas, foi adicionado 100uL de solugdo para substrato-
ABTS (solucéo de 2,2'-azino-bis-3- etilbenzitiazolina-6-acido sulfénico, Sigma). Mantida em
temperatura ambiente para o desenvolvimento de cor, em seguida, a rea¢do colorimétrica foi
lida em espectrofétometro por densidade Optica a 405nm com correcdo de comprimento de

onda definido para 650nm.
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4.4 Analises dos dados

Os dados foram submetidos aos testes de D’Agostino e Pearson para verificar a
sua normalidade e ao teste de Bartlett para observar a homocedasticidade. Caso apresentem
normalidade e homocedasticidade, os dados foram submetidos a analises paramétricas, caso
contrdrio a analises ndo paramétricas, como os testes de Kruskal-Wallis e de Dunn (post-hoc).
Todas as analises foram realizadas considerando 5% de nivel de significancia, utilizando o

software GraphPad Prism 7.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Espessura da camada de cartilagem

A Figura 3 abaixo mostra o efeito dos tratamentos na espessura total das camadas
da ATM dos animais.

Espessuratotalipm)
w

CFA Omepgsa AASZ+OMEGA

Figura-3 - 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 diferengas estatisticamente
significantes entre 0s grupos.
A figura acima revela que ambos os tratamentos aumentaram (p>0.0001) a

espessura total da ATM em relacdo ao controle com CFA. N&o houve efeito adicional do AAS
( p=0.0698) no efeito do dmega.

A Figura 4 mostra o efeito na espessura de cada camada da ATM induzido pelos
tratamentos. De uma forma geral, as camadas tiveram sua espessura aumentada pelos
tratamentos, com excec¢do da camada hipertrofica que ndo sofreu efeito da combinacdo de AAS
com 6mega. Tambem nédo houve diferencas estatisticamente significantes entre os tratamentos
nas demais camadas.



24

. 40

Cam . fibrosa(espess
Gam.hipertréfica(espessura,

ARE+OMETA

1507¢C 150 DY

: c

. 100 Z 100

H b b
H H

: b

- z a
W b : —_—
Y a °os0

H R H

£ =

3 L o

H pr

. 5

° 8

ARSHOMEGA cEa omena ARE+OMESA

Figura-4. Efeito dos tratamentos sobre a espessura de cada camada da ATM.
Linha central=mediana, caixa=1° e 3° quartis, sui¢cas=valores maximo
e minimo. Letras diferentes significam diferencas estatisticamente
significantes entre 0s grupos.

O tratamento com 0mega-3, adicionado ou ndo de AAS, mostrou um aumento na
camada fibrosa em relacéo ao grupo controle (p<0,0001). A camada hipertréfica nos animais
tratados com 0mega-3 estava aumentada em comparagdo com os demais grupos (p< 0,0001),
mas ndo houve diferenca significativa entre os animais dos grupos controle e AAS+ 6mega
(p=0,99). A camada madura mostrou um aumento em sua espessuraquando tratada com émega-
3(p=0.0008)ou com a sua ssociacdo com AAS (p<0.0001) quando comparada ao grupo 6mega.
Na camada proliferativa, os tratamentos com émega e sua associacdo com AAS também

promoveram aumento de espessura (p< 0,0001) em relagdo ao controle.

O aspecto morfoldgico dos tecidos das camadas (fibrosa, proliferativa, madura e
hipertréfica) da cartilagem ATM dos animais submetidos aos tratamentos € mostrado na

Figura5 abaixo.
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Controle NaCl Controle CFA CFA + 6mega

CFA +6mega + AAS

y 1
A HE 10X 50p B HE 10X 50p C HE 10X 50p

D HE 10X 50p

Opt

ﬁ Azul Toluidina 10X 5

P Polarizacio 10X 50 u

AD AC

-7 SB

Figura-5 - Aspecto morfoldgico nas diferentes coloragdes da ATM; coloracdo HematoxilinaEosina
(HE) A - D: 10 X amplificacéo, escala Bar de 50um. Azul de toluidina E — H: 10 X
amplificacdo, escala Bar de 50um e I — L: 20 X amplificagéo, escala Bar de 25um.
Vermelho picrossirius-hematoxilina (polarizacdo) M — P: 10 X amplificacéo, escala Bar de
50um. As regides do cbndilo sdo as seguintes: AD, disco articular; AC, cartilagem
articular; SB, osso subcondral. As linhas amarelas tracejadas dividem a cartilagem e 0 0sso
subcondral. A seta amarela (M — P) coladgeno no osso subcondral e seta branca (M — P)
coldgeno na cartilagem condilar. A seta vermelha (imagem F) indica mudancas
morfoldgicas na camada fibrosa. A seta amarela em (I —L) mostras os condrocitos e a

densidade de proteoglicanos.

Somente nos animais com artrite sisttmica (grupo controle) foi observado

desarranjo celular, condrocitos amorfos achatados e uma diminuicdo da densidade de

proteoglicanos (diminuigdo da intensidade do tom azul), como mostra a Fig. 5J. Os animais

tratados com dmega 3 mostraram uma reorganizacao celular e restabelecimento da normalidade

da morfologia celular. Nesses também foi observado um aumento da densidade de

proteoglicanos (aumento da intensidade do tom azul), comparavel ao controle negativo (Fig.

5K). No grupo AAS + dmega-3 observamos um aumento da densidade de proteoglicanos maior
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gue os demais grupos (Fig. 5L). A forma organizacional das fibras colagenas é observada na
coloragéo vermelho picrossirius-hematoxilina (Figuras 5M, 5N, 50 e 5P). Os animais com
artrite sistémica (Fig. 5SN) mostram degradacéo, com diminui¢do na quantidade fibras coldgenas
na cartilagem condilar (seta branca) e 0sso subcondral (seta amarela). Nos animais tratados com
O0mega-3 e AAS+06mega-3 (Fig. 50 e 5P), se nota melhora na quantidade e na organizacdo das
fibras colagenas, sendo observado um maior efeito nos animais tratados com 6mega-3 somente
(Fig.50).

Niveis de citocinas

A Figura 6 mostra concentracdo das citocinas nas ATM dos animais de acordo com
0s grupos em estudo. Foi possivel observar que ndo houve efeito adicional (p>0.05) do AAS
no efeito observado com o 6mega em nenhuma das citocinas. Tanto 0 dmega sozinho quanto
associado ao AAS diminuiram significativamente as concentragOes das citocinas IL-1B ¢ TNF-

a, além de aumentarem a concentragdo da IL-10.
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Figura-6 - Efeito dos tratamentos sobre a concentracdo de citocinas nas ATM dos animais.
Linha central=mediana, caixa=1° e 3° quartis, suigas=valores maximo e minimo.
Letras diferentes significam diferencas estatisticamente significantes entre os

grupos.
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6 DISCUSSAO

Modelo experimental em animais é muito utilizado no estudo da artrite reumatoide
e suas caracteristicas patologicas, tais como edema de extremidades, hiperplasia sinovial,
proliferacdo de tecido sinovial, destruicdo da cartilagem e inflamacao excessiva. Existem varios
métodos disponiveis para induzir artrite e outros estudos prévios usaram a associagdo de
adjuvante completo de Freund (CFA) e colageno bovino tipo Il Cll (injecdo na cauda) (Park et
al., 2012; Olson et al., 2013; Liu et al., 2015; Morin et al., 2015), similar ao método utilizado
no nosso estudo. J& os modelos em animais com inducdo inflamatoria sistémica da articulacdo
temporomandibular s&o poucos. Estudos utilizando artrite induzida por proteoglicanos (PGIA)
ndo mostram os sintomas tipicos que envolvem os transtornos inflamatérios na ATM
(Ghassemi et al., 2016; Afzali et al., 2010).

O nosso estudo € o primeiro a avaliar o efeito sistémico da associacao de adjuvante
completo de Freund (CFA) e coladgeno bovino tipo Il Cll na ATM, além da atividade preventiva
dos acidos graxos tipo 6mega ®-3 e do AAS. A osteoartrite da articulagdo temporomandibular
¢ uma doenca cronica e multifatorial caracterizada como sinovite, envolvendo a degradacéo
progressiva da cartilagem, a remodelacao 6ssea subcondral e a dor crénica (Wang et al., 2012a;
Wang et al., 2015). No presente estudo, a ATM foi afetada pela inducdo sistémica (CFA+CII),
0 que pode ser mostrado pela diminuicdo da espessura da cartilagem articular especialmente
nas suas camadas (fibrosa, proliferativa e madura), além do desarranjo e degradacéo das fibras
colagenas principalmente no trabeculado 6sseo, o qual € constituido por colageno tipo I (Fig.

5N) e da diminuicdo na quantidade de proteoglicanos.

Na figura 5F, a camada fibrosa mostrou uma grande deformidade em sua
morfologia, com reducdo dos proteoglicanos incorporados a rede da matriz de colageno. 1sso
leva a uma reducdo da resisténcia a compressao e tensdo, com alta predisposicdo a deformidade
(Luetal., 2009). Além disso, a diminuicdo das células fibrocartilaginosas nessa camada fibrosa
pode comprometer a capacidade para o auto-reparo do sistema (Tanaka et al., 2005). Em estudo
prévio, a inducdo inflamatdria provocada em modelo PGIA, mostrou menor evidéncias de
comprometimento estrutural e menor degradacdo da cartilagem articular na ATM de ratos
(Ghassemi et al., 2016). A inducdo sistémica da reumatite com colédgeno bovino tipo Il em
camundongos é conhecida por promover mais inflamagdo sinovial, erosdo 0ssea, dano
cartilagem e infiltracdo de leucdcitos em articulagdes do joelho e as patas traseiras (Oh et al.,
2017).
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A estrutura da cartilagem condilar da ATM é macroscopicamente semelhante a
cartilagem articular de outras articulagBes sinoviais. As alteracdes patoldgicas observadas na
artrite da TMJ se assemelham aquelas observadas na artrite de joelho e quadril (de Bont et al.
1993). No tratamento das inflamacdes articulares, varias abordagens sao utilizadas na tentativa
de prevenir e desacelerar a progressédo da doenca. A nutricdo adequada, o controle de peso
corporal, exercicios fisicos, fisioterapia, anti-inflamatorios e analgésicos (Roush et al., 2010)

tém sido indicados.

Além disso, a administracdo prolongada de altas doses de corticosteroides quando
utilizada esta ligada a efeitos adversos graves, incluindo osteoporose, fraturas, Ulcera péptica,
infeccOes e doencas cardiovasculares, entre outros (Lin et al., 2014). Outros estudos ja
demonstraram que acidos graxos poli-insaturados (PUFA) de cadeia longa, como o 6mega-3
(LC-n3), tém propriedades anti-inflamatdrias, sugerindo que podem ser benéficos como

terapias em distUrbios causados por artrite reumatoide (James et al., 2010).

Mediadores lipidicos enddgenos de acdo anti-inflamatoria, gerados a partir de
acidos graxos como o 6mega-3 e seus precursores DHA e EPA, além de resolvinas, agem na
inflamacdo aguda minimizando danos nos tecidos articulares (Keinan et al., 2013). O acido
acetilsalicilico (AAS) tem uma acdo anti-inflamatéria, analgésica, antipirética e antiagregante.
Sua acdo ndo se limita ao bloqueio pré-inflamatdrios dos eicosanoides e a modificacdo da
cicloxigenase (COX-2) pela aspirina leva a geracdo de mediadores especializados em lipidios
de pro-resolucdo que sdo produzidos apenas nos estagios tardios da inflamacéo (Chee et al.,
2016). A COX-2 acetilada pela aspirina gera o &cido docosaexaenoico (17R-hidroxi-DHA), o
qual na oxigenacao subsequente por 5-lipo-oxigenase (LOX) resulta na producdo de 17-epi-
RvD1, também conhecido como resolvina D1 desencadeado por aspirina (AT-RvD1) (Lima-
Garcia et al., 2011). Nao encontramos na literatura estudos associando 6émega-3 com a
articulacdo temporomandibular, embora alguns estudos relatam o seu no tratamento e
prevencdo de outras doengas inflamatdrias articulares (Knott et al., 2011; Gheita et al., 2012;
Olson et al., 2013).

Em nosso estudo, nos animais que receberam tratamento com 6mega-3, a espessura
da cartilagem articular estava aumentada em relagdo aos animais controle. Estudos recentes em
animais relataram que o dmega-3 alivia 0 dano e inibe a degradacéo da matriz da cartilagem
articular do joelho (Sakata et al., 2015; Yu et al., 2015). Alem disso, pode proteger a cartilagem
articular durante o desenvolvimento da osteoartrite (Zainal et al., 2008; Gruenwald et al., 2009).

De fato, no presente estudo 0s animais tratados com dmega-3 mostraram um aumento na sintese
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de proteoglicanos, proliferacdo de condrocitos, espessamento e reorientacdo das fibras
coldgenas. Alguns estudos relatam que a 0 6mega-3 EPA (&cido eicosapentaenoico) é capaz de
inibir o estresse oxidativo induzido por apoptose e perda de matriz celular (Sakata et al., 2015),
associada a uma maior sintese de colageno e diminuicdo de prostaglandina E2 (Hankenson et
al., 2000) e, assim, o 6mega-3 poderia ser benéfico na terapéutica da osteoartrite (Roush et al.,
2010). A associacdo de AAS + 6mega-3 mostrou um aumento da sintese de proteoglicanos
observado na figura 5L pelo aumento de densidade de cor. De fato, Manicourt et al. (1994), em
um estudo in vitro, sugeriu que a aspirina exerce um efeito favoravel sobre o metabolismo geral

proteoglicanos e do acido hialurénico em cartilagem com lesfes avancadas de osteoartrite.

A destruigdo do tecido articular induz a liberacdo de mediadores inflamatorios,
principalmente citocinas, no espaco articular (Damlar et al., 2015). Entre as citocinas
préinflamatorias, a TNF-a. ¢ a principal e regula a formacao de outros mediadores inflamatérios
no tecido sinovial (Brzustewicz e Bryl, 2015). As interacfes e desregulacdes das células
imunolégicas podem induzir a superproducdo de citocinas pré-inflamatérias IL-1B, IL-6 e
TNFa, resultando em um desequilibrio entre pré-inflamatorio e atividade de citocinas

antiinflamatdrias e danos nas articulagdes (Burmester et al., 2014).

Houve um aumento no nivel de interleucina IL-1B e TNF-o na ATM nos animais
com artrite induzida. Outros estudos também mostraram que a injecdo intra-articular de CFA
na ATM induziria um aumento no nivel de IL-1B no tecido do disco da ATM (Kerins et al.,
2005; Wang et al., 2012b). A inducdo sistémica inflamatéria com CFA+CIl em outras
articulagdes também mostrou um aumento da IL-1f (Olson et al., 2013), TNF-o (Liu et al.,
2015; Ma et al., 2017) e de ambas citocinas IL-1 e TNF-a (Morin et al., 2015; Xu et al., 2017).
No presente estudo, a IL-10 mostrou que apds a inducao sistémica de artrite houve uma reducéo
nos niveis dessa interleucina. Um estudo realizado em animais, o qual injetou albumina sérica
bovina metilada (mBSA) e CFA diretamente na ATM, mostrou resultado semelhante,
ocorrendo diminui¢do no nivel de IL-10 (Silva Quinteiro et al., 2014). A inducdo da artrite
sistémica de artrite com o modelo usado no presente estudo, mostrou um nivel baixo de IL-10

na articulagéo do joelho.

Outros estudos mostraram que a IL-10 pode desempenhar um papel importante na
promogcéo da restauracdo da tolerancia em doencas autoimunes, incluindo a artrite reumatoide
induzida (Carter et al., 2011; Quinteiro et al., 2014). Ja se sabe que 0s &cidos eicosapentaenoico
®-3 (EPA) e docosaexaenoico (DHA), proveniente de dleos de peixe, podem reduzir a dor e

inflamagdo em artrite reumatoide. O acido ®-3, pelo mecanismo de competitividade, inibe a
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producdo de PGE2 e LTB4, a ativacdo do NFKB e a liberacdo de citocinas inflamatdrias tais
como IL-1B e TNF-a (Morin et al., 2015). De fato, em nosso estudo, o acido -3 diminuiu o
nivel das citocinas pro-inflamatorias IL-1f ¢ TNFa. Um estudo semelhante, usando a indugéo
sisttmica com CFA+CIl mostrou diminuicdo no nivel das citocinas IL-1B ¢ TNF-o nas
articulacGes das patas traseiras e do tornozelo de ratos (Morin et al., 2015). Estudos em cultura
celular também mostraram que tanto o EPA como o DHA podem inibir a producéo de citocinas

pré-inflamatorias IL-1B, TNF-a e IL-6 em varios tipos de células (Miles e Calder, 2012).

O efeito analgésico e anti-inflamatorio do w-3 pode estar associado aos mediadores
de lipideos enddgenos, tais como as lipoxinas e resolvinas, as quais sao proteinas derivada do
Omega-3 (Sommer e Birklein, 2010). Atualmente, a pedra angular da terapia da artrite
reumatoide inclui produtos biolégicos como anticorpos para TNF-a, IL-1p e IL-6. (Taylor e
Feldmann, 2009). Assim, nossos resultados sdo promissores e merecem estudo mais
aprofundado visando o uso do 6mega-3 no tratamento de DTM e da ATM em pacientes com

artrite.
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7 CONCLUSAO

O éacido graxo 0mega-3 mostrou atividade anti-inflamatéria na ATM de ratos com

inflamacdo induzida. A sua associacdo ao acido acetilsalicilico ndo mostrou efeito adicional.
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