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RESUMO 

 

A articulação temporomandibular (ATM) é afetada por disfunções como a artrite 

reumatoide, causando dor e limitações. Os tratamentos incluem fisioterapia, acupuntura, anti-

inflamatórios como a indometacina, e ácidos graxos ômega-3, porém, a nanotecnologia, por 

meio das nanocápsulas, pode oferecer tratamentos mais inovadores e que apresentem melhor 

biodisponibilidade em comparação com as formas convencionais. Este estudo partiu da 

síntese e caracterização de uma nanocápsula contendo indometacina, um núcleo oleoso de 

ômega-3 e parede polimérica composta por poli (ε-caprolactona) para o tratamento da artrite 

reumatoide. Inicialmente, investigou-se os efeitos dos tratamentos com indometacina e 

ômega-3, de forma livre e encapsulado, em cultura de células para avaliar a viabilidade 

celular frente aos tratamentos. Em seguida, 48 ratos Wistar machos adultos (n=6) foram 

utilizados para verificar os efeitos das nanocápsulas sobre a IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-10, sobre 

a arquitetura óssea, morfologia da cartilagem do côndilo e espessura do disco articular. Além 

dos grupos experimentais, o estudo utilizou um grupo Controle Negativo sem a doença e um 

grupo Controle Positivo com a doença sem receber tratamento. Com exceção do grupo 

Controle Negativo, os ratos passaram por indução da artrite reumatoide utilizando Adjuvante 

Completo de Freund (CFA) e colágeno bovino tipo II (CII) via intradérmica na base da cauda 

e foram tratados por 7 dias via intragástrica. As nanocápsulas apresentaram formato redondo e 

bem definido, diâmetro <250 nm, índice de polidispersão <0,2 e potencial zeta máximo de 

-13,3, além de menos toxicidade em cultura celular de macrófagos RAW 264.7 em relação 

aos tratamentos de forma livre. Ao analisar a ATM e o disco articular dos ratos em lâminas 

histológicas coradas em azul de toluidina, o grupo Controle Positivo apresentou as menores 

espessuras de cartilagem e disco, além da desorganização nas camadas do côndilo devido a 

presença da doença, enquanto os grupos experimentais apresentaram melhora significativa na 

espessura e restauraram a organização das camadas. A matriz de colágeno observada em 

lâminas histológicas coradas em picrossirius vermelho e observadas em luz polarizada, e 

volume ósseo e espessura trabecular, analisados em microtomografia computadorizada foram 

reduzidos no grupo Controle Positivo em relação aos grupos experimentais e grupo Controle 

Negativo, contudo, o número de trabéculas não foi afetado. No ensaio imunológico, foi 

possível notar reduções significativas para todos os grupos experimentais em relação ao grupo 

Controle Positivo na IL-1β, IL-6 e TNF-α, além de um aumento significante na IL-10. Os 

grupos tratados com as nanocápsulas utilizando a menor concentração de indometacina 

apresentaram resultados semelhantes ou superiores aos demais tratamento em diversas 

comparações, desde a redução da citotoxicidade, redução expressiva na IL-1β, melhor 

organização do tecido articular e aumento da espessura da cartilagem condilar e do disco 

articular. Os resultados sugerem uma possíveis alternativas no tratamento da artrite 

reumatoide, como a redução na concentração da indometacina, administração do ômega-3 

com a indometacina e o nanoencapsulamento como adjuvante no tratamento da artrite 

reumatoide. 

 

Palavras-chave: Articulação Temporomandibular. Ácidos Graxos Ômega-3. Indometacina. 

Inflamação. Nanotecnologia. 

 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

The temporomandibular joint (TMJ) is affected by disorders such as rheumatoid 

arthritis, causing pain and limitations. Treatments include physical therapy, acupuncture, anti-

inflammatories such as indomethacin, and omega-3 fatty acids. However, nanotechnology, 

through nanocapsules, can offer more innovative treatments with better bioavailability 

compared to conventional forms. This study started with the synthesis and characterization of 

a nanocapsule containing indomethacin, an omega-3 oily core and a polymeric wall composed 

of poly (ε-caprolactone) for the treatment of rheumatoid arthritis. Initially, the effects of 

treatments with indomethacin and omega-3, in free and encapsulated form, were investigated 

in cell culture to evaluate cell viability in response to the treatments. Then, 48 adults male 

Wistar rats (n=6) were used to verify the effects of nanocapsules on IL-1β, IL-6, TNF-α and 

IL-10, on bone architecture, condylar cartilage morphology and articular disc thickness. In 

addition to the experimental groups, the study used a Negative Control group without the 

disease and a Positive Control group with the disease without receiving treatment. Except for 

the Negative Control group, the rats underwent rheumatoid arthritis induction using Complete 

Freund's Adjuvant (CFA) and bovine collagen type II (CII) intradermally at the base of the 

tail and were treated for 7 days intragastrically. The nanocapsules presented a round and well-

defined shape, diameter <250 nm, polydispersity index <0.2 and maximum zeta potential of 

-13.3, in addition to less toxicity in RAW 264.7 macrophage cell culture compared to free 

form treatments. When analyzing the TMJ and articular disc of rats in histological slides 

stained with toluidine blue, the Positive Control group presented the smallest cartilage and 

articular disc thicknesses, in addition to disorganization in the condylar layers due to the 

presence of the disease, while the experimental groups presented significant improvement in 

thickness and restored the organization of the layers. The collagen matrix observed in 

histological slides stained with picrosirius red and observed in polarized light, and bone 

volume and trabecular thickness, analyzed in computed microtomography, were reduced in 

the Positive Control group in relation to the experimental groups and Negative Control group; 

however, the trabecular number was not affected. In the immunological assay, it was possible 

to observe significant reductions for all experimental groups in relation to the Positive Control 

group in IL-1β, IL-6 and TNF-α, in addition to a significant increase in IL-10. The groups 

treated with nanocapsules using the lowest concentration of indomethacin showed similar or 

superior results to the other treatments in several comparisons, including reduced cytotoxicity, 

significant reduction in IL-1β, better organization of joint tissue and increased thickness of 

condylar cartilage and articular disc. The results suggest possible alternatives in the treatment 

of rheumatoid arthritis, such as reducing the concentration of indomethacin, administering 

omega-3 with indomethacin and nanoencapsulation as an adjuvant in the treatment of 

rheumatoid arthritis. 

 

Keywords: Temporomandibular Joint. Fatty Acids, Omega-3. Indomethacin. Inflammation. 

Nanotechnology. 
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1 INTRODUÇÃO 

A articulação temporomandibular (ATM) é uma junção sinovial entre a mandíbula 

e a base do crânio, com um disco articular de tecido conjuntivo na cavidade articular, 

delimitada pela cápsula articular, apresentando o côndilo mandibular da articulação revestido 

por fibrocartilagem (Alomar et al. 2007), que apresenta zonas histológicas distintas que 

permitindo adaptabilidade (Fan et al. 2021). 

O desenvolvimento de disfunções temporomandibulares (DTMs) pode causar 

sintomas como dores, ruídos articulares e limitação na abertura da boca. Fatores como idade, 

sexo, hormônios, traumas e estresse psicológico podem predispor a essas disfunções, além de 

doenças inflamatórias e degenerativas, como osteoartrite e artrite reumatoide (AR), também 

podem contribuir para anormalidades estruturais na ATM. A AR é uma doença autoimune 

que causa destruição das articulações e pesquisas que utilizam modelos animais para indução 

da artrite reumatoide na ATM são utilizados para estudar essa condição (Figueroba et al. 

2014; Holwegner et al. 2015; Ananias et al. 2023). 

Os tratamentos para as DTMs variam de acordo com a gravidade e as queixas do 

paciente, podendo ser não medicamentosos, como fisioterapia, acupuntura, agulhamento seco 

e placas de oclusão (Armijo-Olivo et al. 2016; Albagieh et al. 2023; Mohamad et al. 2024; 

Ozmen e Unuvar 2024). Quando insuficientes, os tratamentos medicamentosos, como anti-

inflamatórios e relaxantes musculares podem ser utilizados (Dym e Israel 2012). Dentre os 

anti-inflamatórios não esteroides, a indometacina é uma opção para dor e inflamação na artrite 

reumatoide (Nalamachu e Wortmann 2014). Além disso, os ácidos graxos ômega-3 têm sido 

estudados por sua importância no organismo como alternativa para o controle de doenças de 

base inflamatória, inclusive a artrite reumatoide (Dyerberg et al. 1975; Parolini 2023). 

Como adjuvante dos tratamentos farmacológicos, a nanotecnologia, que manipula 

nanopartículas, como as nanocápsulas, trazem características únicas que podem ser ajustadas 

para melhorar a biodisponibilidade do fármaco encapsulado (Sahoo et al. 2007; Mora-Huertas 

et al. 2010). 

Além do desenvolvimento das nanocápsulas, esse estudo buscou identificar os 

possíveis desfechos de animais com artrite reumatoide tratados por via intragástrica 

(gavagem) com ômega-3 e indometacina, duas alternativas no tratamento farmacológico para 

o controle da inflamação, de forma livre e encapsuladas, avaliando as ATMs desse animais 

por meio de histologia, microtomografia computadorizada e ensaios imunológicos. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 A ARTICULAÇÃO TEMPOROMANDIBULAR 

A articulação temporomandibular (ATM) é uma articulação sinovial de união 

entre a mandíbula e a base do crânio, tendo o disco articular como um tecido conjuntivo 

associado encontrado na cavidade articular, que por sua vez, é delimitada pela cápsula 

articular. A parte interior da cápsula articular é composta pela membrana sinovial, 

responsável pela secreção de líquido sinovial e manter articulação saudável. O côndilo 

mandibular, porção pertencente à articulação temporomandibular, tem sua superfície revestida 

de fibrocartilagem, diferente de outras articulações sinoviais, que são revestidas por 

cartilagem hialina (Alomar et al. 2007). 

 A fibrocartilagem possui uma capacidade adaptativa aos movimentos, permitindo 

uma melhor resistência ou capacidade de reparo. Além disso, apresenta quatro zonas 

histológicas: a primeira, chamada de camada fibrosa, é uma camada densa e fica na região 

superior do côndilo; a segunda camada, chamada de proliferativa, apresenta proteoglicanos e 

células que permitem a sua adaptação morfológica; a terceira, chamada de maturada, 

apresentam condrócitos maturados e recebem células-tronco de fibrocartilagem da zona mais 

superficial; e a quarta camada, chamada de hipertrófica, apresenta grupos de condrócitos 

hipertróficos organizados. Abaixo, a zona de cartilagem calcificada seguida do osso 

subcondral (Fan et al. 2021). 

 

2.2 DISFUNÇÕES TEMPOROMANDIBULARES E A ARTRITE REUMATOIDE 

A articulação temporomandibular (ATM), quando em condições desfavoráveis, 

pode desenvolver disfunções temporomandibulares (DTMs), acarretando sinais e sintomas 

como ruídos e dores articulares, cefaleias, cansaço muscular e limitação na abertura da boca 

(Romero-Reyes e Bassiur 2024). Essas disfunções apresentam uma etiologia complexa, tendo 

como fatores predisponentes mais comuns a idade, sexo, fatores hormonais, traumas e estresse 

psicológico, podendo levar à uma adaptação fisiológica, ou uma desorganização na ATM. 

Além disso, doenças de caráter inflamatório e degenerativas, como osteoartrite e artrite 

reumatoide, podem ser um fator predisponente para anormalidades estruturais (Figueroba et 

al. 2014).  

A artrite reumatoide (AR) é uma doença autoimune e a destruição das articulações 

é uma de suas características. Apesar dos fatores reumatoides serem importantes para o seu 

diagnóstico, sua presença em pacientes saudáveis ou ausência em pacientes com a doença, 

pode sugerir a participação de distúrbios imunes inatos no desenvolvimento da AR (Firestein 



13 
 

2003). A partir de células T imunorreativas, juntamente de citocinas pró-inflamatórias, os 

fibroblastos sinoviais são estimulados a expressarem RANKL, um membro da família de 

citocinas do fator de necrose tumoral (TNF), responsável pela diferenciação dos osteoclastos, 

e metaloproteinases de matriz, responsáveis pela destruição da cartilagem (Croft et al. 2019) 

(Figura 1). Nesses processos, é possível encontrar citocinas em concentrações elevadas no 

fluído sinovial de pacientes, como IL-1β, TNF-α, IL-6 (Kaneyama et al. 2002). Essas 

citocinas desempenham um papel importante na AR, promovendo inflamação local, 

reabsorção óssea,  e aumento de expressão de RANKL nos fibroblastos sinoviais, aumentando 

a osteoclastogênese (Takayanagi et al. 2000). 

 

Figura 1 - Patogênese da artrite reumatoide. Adaptado de “Pathogenesis of Rheumatoid Arthritis”, criado por 

"Akiko Iwasaki" usando BioRender.com (2024). Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates 

 

Dentre os modelos animais para indução da inflamação na ATM, há os métodos 

físicos, como aumento de dimensão vertical, rompimento da zona bilaminar ou sobrecarga da 

articulação temporomandibular (Nicoll et al. 2010; Figueroba et al. 2014), e químicos, como a 

utilização de carragenina, ovalbumina ou adjuvante completo de Freund (CFA) (Bendele 

2001; Habu et al. 2002; Holwegner et al. 2015). A partir do CFA, um composto de 

Mycobacterium tuberculosis dessecada em óleo, é possível induzir a artrite reumatoide 

patologicamente idêntica àquela que ocorre em seres humanos sistemicamente ou diretamente 

na ATM (Bendele 2001; Ananias et al. 2023). 

 

2.3 TRATAMENTOS PARA AS DISFUNÇÕES TEMPOROMANDIBULARES 

Atualmente, as opções de tratamento para as DTMs podem variar de acordo com a 

gravidade e as queixas do paciente. Esses tratamentos podem ser não medicamentosos, como 

fisioterapia (Armijo-Olivo et al. 2016), acupuntura (Mohamad et al. 2024), agulhamento seco 
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(Ozmen e Unuvar 2024) e placas de oclusão (Albagieh et al. 2023). Contudo, é possível que 

esses tratamentos não sejam suficientes para resolver ou aliviar o problema, sendo assim, os 

tratamentos medicamentosos podem ser uma opção. Por via oral, anti-inflamatórios, 

relaxantes musculares, benzodiazepínicos, antidepressivos e analgésicos podem ser opções 

menos invasivas para o controle da dor (Dym e Israel 2012). Há também opções consideradas 

invasivas, como os tratamentos por via intra-articular, com injeções de ácido hialurônico, 

toxina botulínica, plasma rico em plaquetas e anti-inflamatórios esteroidais (Andre et al. 

2022), porém esse último com riscos de reações erosivas no osso e cartilagem (Caporali et al. 

2013). 

Dentre os anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs), a indometacina é uma 

alternativa para a dor e inflamação na artrite reumatoide (Nalamachu e Wortmann 2014). 

Derivada do ácido indolácetico, a indometacina (C19H16ClNO4) é praticamente insolúvel em 

água, com pKa de 4,5 e apresenta atividade antipirética, analgésica e anti-inflamatória. Tem 

como mecanismo de ação a inibição da cicloxigenase, impedindo a produção de 

prostaglandinas a partir do ácido araquidônico. É indicada para tratamento de artrite 

reumatoide, osteoartrite, artrite gotosa e tendinite, ainda, sua absorção pelo trato 

gastrointestinal é rápida, porém sua taxa de absorção é reduzida e retardada quando ingerida 

com alimentos sem afetar sua biodisponibilidade (Lucas 2016). Em adição à inibição da 

cicloxigenase, a indometacina também apresenta efeito sobre IL-6 e TNF-α, como 

demonstrado em alguns estudos a sua efetividade para o controle da condição inflamatória 

(Liu et al. 2019), além de mediar a destruição óssea (Jung et al. 2014). 

Além dos AINEs, os ácidos graxos poli-insaturados (AGPI) do tipo ômega-3 têm 

sido estudados quanto sua importância no nosso organismo, e desde então, o seu consumo tem 

sido alvo de inúmeros estudos (Dyerberg et al. 1975). Em conjunto com hábitos saudáveis, 

podem ter participações importantes no organismo, como na resolução da inflamação (Calder 

2015; Parolini 2023). 

As duas maiores famílias de AGPI de cadeia longa são do tipo ômega 3 e 6 (ω-3 e 

ω-6), e geralmente, os AGPI são classificados pelo número de carbonos, número de 

insaturações e a classificação dos grupos ômega (Figura 2). A classificação dos grupos ômega 

dessas moléculas acontece em função da localização da primeira ligação dupla entre carbonos, 

saindo do último carbono da molécula (carbono ômega) em direção ao primeiro carbono mais 

próximo do grupo carboxilo (carbono alfa). Sendo assim, por exemplo, um AGPI que recebe a 

primeira insaturação no terceiro carbono a partir do carbono ômega é chamado de ômega-3 

(Saini et al. 2021). Os ômega-3 EPA e DHA são encontrados em peixes de águas frias, mas a 
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quantidade pode variar até mesmo dentro da mesma espécie, isso porque as estações do ano, o 

local, idade e dieta dos peixes podem influenciar no ômega-3 desses peixes (Racine e 

Deckelbaum 2007).  

 

Figura 2 - Contagem de carbonos e localização da primeira insaturação no Ácido Araquidônico, Ácido Docosa-

hexaenoico (DHA) e Ácido Eicosapentaenóico (EPA). Fonte: National Center for Biotechnology Information. 

PubChem Compound Summary for CID 446284, Icosapent; CID 445580, Doconexent; CID 444899, 

Arachidonic Acid. 

 

Na família dos ácidos graxos ômega-6, o ácido araquidônico desempenha um 

papel significativo, uma vez que seus derivados são os principais sinalizadores e mediadores 

de processos inflamatórios, conhecidos como eicosanoides, moléculas derivadas de ácidos 

graxos insaturados de 20 carbonos (Wiktorowska-Owczarek et al. 2015). Por meio de 

cicloxigenases, o ácido araquidônico é convertido em prostanoides de série 2, como a 

prostaglandina E2 (PGE2), prostaciclina I2 (PGI2) e tromboxano A2 (TXA2), que promovem 

ação pró-inflamatória, agregação plaquetária e vasoconstrição. Além disso, por meio de 

lipoxigenases, a conversão também é feita em leucotrienos de série 4, responsáveis pelo 

desenvolvimento e manutenção da inflamação (Wiktorowska-Owczarek et al. 2015) (Figura 

3A). Contudo, quando os ácidos graxos ômega-3 são metabolizados por cicloxigenases e 

lipoxigenases, resultam em prostanoides e leucotrienos de séries 3 e 5, respectivamente, além 

de protectinas e resolvinas, os quais exibem efeitos anti-inflamatórios, em contraste aos 

derivados dos ácidos graxos ômega-6 (Figura 3B) (Wada et al. 2007; Dennis e Norris 2015; 

Ruiz-Lopez et al. 2015; Fonseca et al. 2017). 
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Figura 3 - Metabólitos do ômega-6 Ácido Araquidônico (A), e dos ômega-3 Ácido Docosa-hexaenoico (DHA) e 

Ácido Eicosapentaenóico (EPA) (B) via COX e LOX. Fonte: Adaptado de Dennis and Norris, 2015; Fonseca et 

al., 2017; Ruiz-Lopez et al., 2015; Wada et al., 2007; Wiktorowska-Owczarek et al., 2015. 

 

2.4 A NANOTECNOLOGIA COMO ADJUVANTE NO TRATAMENTO 

A nanotecnologia é uma ciência que manipula e desenvolve nanopartículas 

carreadoras do tamanho de 10 a 1000 nm, e seu uso tem sido cada vez maior devido suas 

vantagens em diversas áreas. Com esse tamanho reduzido, podemos observar características 

únicas, como uma  melhora na performance in vivo de fármacos, podendo ser alteradas de 

acordo com a necessidade para um melhor direcionando de tratamentos (Mora-Huertas et al. 

2010). Dentre as vantagens encontradas, há a melhora da biodisponibilidade do fármaco, logo, 

uma possível redução na dose administrada e consequentemente, uma provável redução de 

sua toxidade, contribuindo para uma terapêutica melhorada (Sahoo et al. 2007). 

As nanocápsulas, um tipo de carreador de escala nanométrica, são constituídas por 

um sistema vesicular, contando com um envelope polimérico sólido e um núcleo líquido 

(Figura 4). A composição dessa parede polimérica pode variar bastante, desde materiais 

biodegradáveis ou não, como polímeros naturais, sintéticos ou semissintéticos, sendo os 

biodegradáveis de maior interesse, oferecendo melhor estabilidade no armazenamento de 

diversas moléculas (Couvreur et al. 2002). 

 

Figura 4 - Estrutura básica da nanocápsula. Adaptado de “Components of a Nanocapsule” usando 

BioRender.com (2024). Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates. 
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Sua substância ativa pode ser encontrada tanto no núcleo, que pode ser composto 

de água ou óleo, quanto adsorvido na parede polimérica, sendo liberada posteriormente 

conforme o planejamento (Souto et al. 2012). Dentre os polímeros sintéticos mais utilizados 

estão o ácido polilático (PLA), o poli(metil-metacrilato) (PMMA), e a poli(ε-caprolactona) 

(PCL). 

As propriedades da substância ativa e a composição da nanocápsula são fatores 

importantes para o planejamento e estabilidade, como a compatibilidade dos componentes da 

síntese da cápsula, polaridade e solubilidade, já que a substância ativa poderá interagir de 

forma positiva ou negativa (Sundar et al. 2010; Souto et al. 2012). Algumas características 

para o controle de qualidade precisam ser observadas para a caracterização do sistema, como 

o tamanho da partícula, a distribuição, estabilidade físico-química, potencial zeta e a 

morfologia (Schaffazick et al. 2003; Sundar et al. 2010). 

Logo, a nanotecnologia, por meio das nanocápsulas, podem alterar a forma como 

os fármacos são distribuídos, tornando uma alternativa promissora para tratamentos de 

condições complexas e reduzindo a possibilidade de efeitos adversos pela redução da dose 

administrada (AbdElhamid et al. 2021). 
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3 PROPOSIÇÃO 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o efeito do nanoencapsulamento de substâncias anti-inflamatórias no 

tratamento da artrite reumatoide na articulação temporomandibular de ratos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Sintetizar e caracterizar as nanocápsulas de poli(ε-caprolactona) contendo 

indometacina e/ou ômega-3; 

Avaliar a viabilidade celular e calcular a Concentração Inibitória 50 a partir da 

exposição das células à indometacina e/ou ômega-3 livres ou nanoencapsulados e às 

nanocápsulas vazias; 

Avaliar o efeito dos tratamentos por via intragástrica utilizando ELISA, 

quantificando as citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 E TNF-α; 

Avaliar o efeito dos tratamentos por via intragástrica por meio da morfologia da 

articulação temporomandibular e disco articular dos ratos utilizando a microtomografia 

computadorizada e técnicas histológicas. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 MATERIAIS E SUBSTÂNCIAS 

Foram utilizados: Álcool polivinílico (PVA; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 

poli(ε-caprolactona) (PCL; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), Indometacina (Florien 

Fitoativos, Piracicaba, Brasil), OmegaPURE (Biobalance, Porto Feliz, Brasil), Acetato de 

Etila (Química Moderna, Barueri, Brasil), Formvar/Carbono (FCF) – 200 mesh-Cobre,  

(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, EUA), Acetonitrila (Dinâmica, Indaiatuba, Brasil), 

Dulbecco`s modified Eagle`s médium com glicose 4.500 mg/L (DMEM; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, EUA), Soro Fetal Bovino (FBS; Gibco, Waltham, EUA), Penicilina-Estreptomicina 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), MTT ((3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl 

tetrazolium bromide; Invitrogen, Waltham, EUA), Dimetilsulfóxido (DMSO; Synth, 

Diadema, Brasil), Adjuvante Completo de Freund (CFA, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 

Ácido acético glacial (Êxodo Científica, Sumaré, Brasil), Colágeno bovino tipo II (Sigma-

Aldrich, St. Louis, EUA), Ketamina (Dopalen, Paulínia, Brasil), Xilazina (Anasedan, 

Paulínia, Brasil), Ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA; Êxodo Científica, Sumaré, 

Brasil), Paraplast (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), Kits ELISA ABTS IL-1β, IL-6, TNF-α, e 

IL-10 (PeproTech Inc., Cranbury, EUA). 

 

4.2 NANOCÁPSULAS 

4.2.1 Síntese das nanocápsulas 

As nanocápsulas (NC) foram sintetizadas utilizando uma adaptação do método de 

emulsão-difusão (Moinard-Chécot et al. 2008), inicialmente, preparando água e acetato de 

etila saturadas entre si, como fases aquosa e orgânica respectivamente. Na fase aquosa, foi 

dissolvido Álcool Polivinílico (PVA) (2,5%) e na fase orgânica poli(ε-caprolactona) (PCL) 

(2%), indometacina (0,8 mg/mL e 0,4 mg/mL para um volume final de 10 mL após 

purificação) e ômega-3 (DHA:EPA 1:1,4) (4,8%) (Figura 5). A formulação foi feita com duas 

concentrações de indometacina para manter a dose diária de DHA+EPA. Em seguida, as duas 

fases foram emulsificadas com o ultrasonicador Sonics & Materials Inc. Vibra-Cell™ VCX 

400 (Newtown, Connecticut, Estados Unidos) em um béquer de 100 mL utilizando amplitude 

de 30%, com pulso de 9,9 s e pausa de 5,0 s por 5 min, com o dispositivo mergulhado à 

metade da profundidade total do líquido.  
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Figura 5 - Síntese das nanocápsulas: Preparação dos reagente e emulsificação. Criado com BioRender.com 

(2024). 

 

Após a ultrassonicação, a emulsão foi transferida para um béquer de 1 L e foi 

adicionado 200 mL de água em gotejamento sob agitação com auxílio de uma bureta. Então, o 

solvente orgânico e parte da água foram evaporados sob pressão reduzida em evaporador 

rotativo Rotavapor® R-215 BÜCHI (Flawil, Suíça) até o volume final de 10 mL (Figura 6). 

As suspensões foram analisadas em lâminas de vidro no microscópio com luz polarizada 

(Leica DMLP, Alemanha) para verificação da ausência de cristalização da indometacina. Para 

a síntese das nanocapsulas brancas, a indometacina não foi adicionada.  

 
Figura 6 - Síntese das nanocápsulas: Difusão e purificação. Criado com BioRender.com (2024). 
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 Os processos de síntese e purificação foram realizados na Faculdade de 

Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas no Laboratório de 

Farmacologia. O processo resumido pode ser observado na figura 7. 

 
Figura 7 – Processo de síntese e purificação das nanocápsulas. (A) Solventes separados em duas fases momento 

antes da emulsificação; (B) Após a emulsificação; (C) Processo de difusão em água; (D) Purificação em 

evaporador rotativo; (E) Produto após purificação com aparência leitosa. Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

4.2.2 Caracterização das nanocápsulas 

A morfologia das nanocápsulas foi determinada por microscópio eletrônico de 

transmissão JEM 1400 (JEOL, Japão) operado com a tensão de aceleração em 120 kV. As 

amostras foram diluídas 1:100 em água, e 20 µL foram depositados em grades de cobre 

cobertas por Formvar/Carbono (FCF) - 200 mesh, sem solução de contraste, secas e então 

analisadas com magnificação de 60.000X. 

O diâmetro hidrodinâmico médio (DHM), índice de polidispersão (IPd) e 

potencial zeta (PZ) das nanocápsulas diluídas 1:100 em água foram analisados com Zetasizer 

Nano ZS® à 25 °C, e em um ângulo de detecção de 173° em triplicata. A análise do DHM, 

IPd e PZ foram realizados no Laboratório de Farmacotécnica e Tecnologia Farmacêutica da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara da Universidade Estadual Paulista "Júlio 

de Mesquita Filho" (Unesp). 

 

4.2.3 Eficiência de encapsulação 

A quantificação de indometacina encapsulada utilizou um método de 

cromatografia líquida de alta eficiência previamente validado (Cruz et al. 2006) e convalidado 

por meio da exatidão, precisão e especificidade do método. Foi utilizado acetonitrila/água 

(70:30, v/v) com pH 5,0 ± 0,5 como fase móvel, coluna de fase reversa Xterra MS C18 

(150x2,1 mm, 5 µm), vazão de 0,3 mL/min e temperatura de 30 °C. As curvas de calibração 

lineares para indometacina foram obtidas por meio de sete pontos na faixa de 1,00–25,00 

μg/mL com detecção a 267 nm. 
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Para a quantificação, seis amostras foram centrifugadas em 4000 RPM por 10 

minutos e o sobrenadante separado. Cada suspensão (100 μL) foi tratada com 10 mL de 

acetonitrila, filtradas com filtros 0,45 μm e injetadas (20 μL). A EE% foi calculada utilizando 

a concentração teórica e a concentração real (Equação 1). 

 

EE% = 
[ ] real

[ ] teórica
 × 100 

Equação 1 - EE%: Percentual da eficiência de encapsulação. 

 

A exatidão foi calculada a partir de soluções de concentrações conhecidas do 

padrão de indometacina, correspondendo às concentrações finais de 2,5, 7,5 e 17,0 μg/mL em 

triplicata. A precisão foi determinada por meio da repetibilidade intradia e interdia. A 

repetibilidade foi avaliada analisando 6 amostras de soluções de concentração conhecida do 

padrão de indometacina correspondendo à concentração final de 7,416 μg/mL, no mesmo dia, 

nas mesmas condições experimentais. Na precisão intermediária, as análises foram realizadas 

em 3 dias diferentes. 

Para confirmar a especificidade do método, foi analisada a ausência de 

interferências pelos componentes das nanocápsulas. Foram preparadas nanocápsulas sem 

indometacina e analisadas nas mesmas circunstâncias experimentais das amostras com 

indometacina encapsulada. 

A convalidação do método de cromatografia líquida de alta eficiência e a 

quantificação da indometacina foram realizadas na Divisão de Química Orgânica e 

Farmacêutica do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas 

(CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). 

 

4.3 CULTURA CELULAR 

4.3.1 Densidade celular 

Macrófagos murinos RAW 264.7 foram cultivados em Dulbecco`s modified 

Eagle`s médium com 4.500 mg/L de glicose, pH 7,4, suplementado com 10% de soro fetal 

bovino e 1% de penicilina-estreptomicina. A cultura de células foi mantida em atmosfera 

umidificada com 5% de CO2 a 37 °C para crescimento e fixação. 
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4.3.2 Viabilidade celular por redução de MTT 

 A densidade celular escolhida para o experimento foi estabelecida de acordo com 

a absorbância adquirida em uma curva de semeadura (500.000-31.250 células/mL) com 100 

μL/poço, em sextuplicata, compreendo a melhor densidade aquela que atingisse a absorbância 

entre 0,75 e 1,25 em 24 horas de experimento, após as 12 h de fixação das células, utilizando 

o ensaio de  MTT. 

As células foram semeadas em 100 µL na densidade de 62.500 células/mL, em 

sextuplicata nas placas de 96 poços. Após 12 horas, o meio de cultura foi removido, e 

adicionado 100 µL de meio de cultura fresco com indometacina, indometacina com ômega-3, 

nanocápsulas vazias ou carregadas com indometacina, previamente dissolvidos em tampão 

fosfato-salino (PBS) pH 7,4, em diluição seriada a partir de 50 µM por 24 h. A indometacina 

e o ômega-3 foram adicionados de forma que os tratamentos tivessem a mesma quantidade 

livre e encapsulada em seus respectivos grupos. Após o tratamento, os tratamento foram 

removidos e o ensaio de MTT foi realizado conforme instruções do fabricante. Após 4 horas, 

o sobrenadante dos poços foi removido e adicionado 100 µL de dimetilsulfóxido para 

desenvolvimento de cor. A absorbância foi medida em 540 nm em espectrofotômetro (Asys 

UVM 340, Biochrom) (Twentyman e Luscombe 1987). O cálculo da inibição de crescimento 

50 (IC50) foi feito utilizando regressão não linear por meio da opção “log(inhibitor) vs. 

normalized response (Variable slope)” e da equação (Y=100/(1+10^((LogIC50-

X)*HillSlope)) presentes no software GraphPad Prism 8.0. 

 

4.4 ANIMAIS 

Este estudo foi aprovado pelo Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do 

Instituto de Biologia/UNICAMP com protocolo n° 5599-1/2020 e 6354-1/2023 (Anexo 1 e 2) 

e seguiu as diretrizes ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) para 

elaboração do estudo e dos relatórios (Percie du Sert et al. 2020). 

 Quarenta e oito ratos, adultos (Wistar Hannover heterogenic specific-pathogen 

free) com 12 semanas de vida, com peso entre 350 e 400g e divididos em 8 grupos (n = 6) 

foram utilizados para o estudo. Os animais foram mantidos em gaiolas plásticas, com no 

máximo 3 ratos por gaiola, e passaram uma semana de adaptação ambiental após o transporte 

antes do início do experimento. Foram mantidos em regime de água e alimentação ad libitum, 

à temperatura média de 23 ºC e ciclo de 12 h claro/escuro.  

A ocorrência e intensidade da dor nos animais foram monitoradas diariamente por 

meio da Escala de Grimace (Sotocinal et al. 2011). O peso, a ingestão hídrica e o consumo 
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alimentar foram avaliados semanalmente. A eutanásia foi planejada como ponto final 

humanitário. 

 

4.4.1 Cálculo amostral 

O delineamento dos grupos experimentais foi feito conforme o cálculo amostral 

disponibilizado pela Comissão de Ética no Uso de Animais, adotando-se: valor crítico para 

grau de confiança de 95% (1,96); desvio máximo 0,2236 (22,36%), baseado no estudo 

anterior da literatura e experimentos preliminares; erro padrão mínimo que se deseja encontrar 

de ± 5% da média (50%); e nível de significância de p < 0,05. Segue o cálculo: n = 1+ [2C x 

(s/d)^2] n = 1 + [2 x 10,51 x (0,2236/0,5)^2] n = 1 + [21,02 x (0,4472)^2] n = 1 + [21,02 x 

0,2] n = 1+ 4,204 n = 5,204. Sendo que o n deve ser arredondado para o próximo número 

inteiro, ou seja, n = 6 animais.  

 

4.4.2 Indução da artrite reumatoide 

 Para induzir a artrite reumatoide, foi utilizada uma emulsão de colágeno bovino 

tipo II (2 mg/mL) (CII) dissolvido em solução de ácido acético 0,05 M com Adjuvante 

Completo de Freund (CFA) na proporção de 1:1 (Ananias et al. 2023). Quarenta e dois ratos 

receberam injeção de 100 µL de CFA + CII via intradérmica na base da cauda e 6 animais que 

compõem o grupo Controle Negativo receberam 100 µL de solução de cloreto de sódio 0,9% 

na mesma região. A injeção foi aplicada novamente como reforço após 5 dias (Ananias et al. 

2023). 

 

4.4.3 Delineamento dos tratamentos 

 Divididos em 8 grupos (n=6), os tratamentos foram administrados por via 

intragástrica (gavagem) única, diária, por 7 dias e ocorreram após 15 dias da indução da artrite 

nos animais. O ômega-3 foi mantido em 300 mg/kg em todos os grupos que foi administrado, 

contudo, os grupos 1 e 2 (Controle Negativo e Positivo) receberam apenas uma solução de 

cloreto de sódio 0,9% como tratamento (Figura 8).  
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Figura 8 - Grupos e tratamentos. NaCl, Cloreto de Sódio; CFA, Adjuvante Completo de Freund. Criado com 

BioRender.com (2024). 

 

A dose de 300 mg/kg de ômega-3 foi escolhida para obter uma dose equivalente à 

humana de ômega-3 de 3,0 g/dia para uma pessoa de 65 kg (Reagan-Shaw et al. 2008; Park et 

al. 2013), enquanto a dose de 5 mg/kg de indometacina equivale à uma dose humana de 50 

mg/dia para uma pessoa de 65 kg (Reagan-Shaw et al. 2008). 

 

4.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS 

 Após a eutanásia, as articulações temporomandibulares (ATM) dos ratos foram 

previamente sorteadas (direita ou esquerda) e processadas conforme a necessidade para cada 

tipo de análise (Figura 9). 

 

Figura 9 – Processamento das amostras de acordo com a análise. Criado com BioRender.com (2024). 

  

4.5.1 Histologia e histomorfometria 

 Amostras da articulação temporomandibular foram fixadas em formaldeído 10% 

em tampão fosfato (pH 7,4) a 4 °C por 24 h. As amostras foram descalcificadas em solução de 



26 
 

EDTA 7% com o mesmo tampão, com troca diária por 90 dias. Após a descalcificação, as 

amostras passaram por desidratação e foram incluídas em Paraplast e cortados coronalmente 

em cortes seriais de 6 µm (Figura 10A) usando um micrótomo manual (Luptec MRP03). As 

secções foram coletadas em lâminas histológicas, identificadas e coradas com azul de 

toluidina ou picrossirius vermelho. Além do disco articular, a região do côndilo em sua 

espessura total e cada camada individualmente (fibrosa, proliferativa, maturada e hipertrófica) 

foram mensuradas em três áreas distintas e a médias das medidas foram expressas em 

micrômetros (Figura 10B). 

 As fotos dos cortes histológicos foram feitas por meio de um fotomicroscópio 

Leica DMLP (Mannheim, Alemanha) com sistema de fotodocumentação OPTIKA 

OptikamB3 Digital Camera (Ponteranica, Itália), empregando-se objetivas de 10 e 20X em 

iluminação convencional ou polarizada. 

 

Figura 10 - Histologia da articulação temporomandibular. (A) Coleta do corte histológico em lâmina histológica 

representado sem o processo de coloração. (B) Histomorfometria do côndilo após o processo de coloração 

(imagem exemplificada com o azul de toluidina). Letras: D: Disco Condilar; F: Camada Fibrosa; P: Camada 

Proliferativa; M: Camada Maturada; H: Camada Hipertrófica; O: Osso Subcondral. Linhas amarelas: delimitam 

as camadas fibrosa, proliferativa, maturada e hipertrófica. Linhas tracejadas vermelhas: indicam a região de 

medida de cada camada. Linha tracejada laranja: indica o início do osso subcondral. Fonte: Aquisição das 

imagens pelo autor e demarcações para histomorfometria adaptadas de Ceotto et al., 2022. 

 

4.5.2 Imunoensaio 

 As ATMs foram maceradas e centrifugadas em tampão de extração celular (Tris-

HCl 50 mM e PMSF 0,1 mM, pH 7,4). Os sobrenadantes das amostras foram utilizados no kit 

ELISA ABTS para IL-1β, IL-6, TNF-α, e IL-10 conforme as instruções do fabricante 

(PeproTech Inc., Cranbury, EUA). A densidade óptica foi obtida utilizando o comprimento de 

onda de 405 nm com correção de 650 nm. 
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4.5.3 Microtomografia computadorizada 

As imagens das ATMs foram obtidas no aparelho SkyScan 1174v2 Compact X-

ray micro-CT® (Kontich, Bélgica). As amostras foram fixadas com cera em uma haste 

metálica e o escaneamento utilizou energia de 50 kV, intensidade de corrente do tubo de raios 

X de 800 μA e um filtro de alumínio com espessura de 0,5 mm posicionado à frente da saída 

externa dos Raios X (Marana et al. 2022). As tomografias foram padronizadas em 6.43 um, 

rotation step de 0.3 ° e aquisição em 360 °, totalizando 1.200 projeções por amostra. 

As reconstruções e as análises das reconstruções foram realizadas com os 

softwares SkyScan NRecon e Skyscan CT Analyser respectivamente (Kontich, Bélgica). O 

percentual de volume ósseo (BV), espessura trabecular (Tb.Th) e número trabecular (Tb.N) 

foram analisados. 

 

4.6 ANÁLISES DOS DADOS 

 Os dados foram submetidos aos testes de Kolmogorov-Smirnov e Bartlett para 

verificação da normalidade e da homoscedasticidade. Para a comparação entre grupos, foi 

utilizado o teste de ANOVA-Welch e post-hoc de Games-Howell. A estatística foi executada 

no software GraphPad Prism 8.0. 
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5. RESULTADOS 

5.1 NANOCÁPSULAS 

5.1.1 Caracterização das nanocápsulas 

 A morfologia das nanocápsulas foi observada em microscópio eletrônico de 

transmissão. A figura 11 mostra a nanocápsula vazia (A) e carregada (B). Em ambas as 

representações, as nanocápsulas apresentam uma forma arredondada e sem irregularidades. 

 

Figura 11 - Representação das nanocápsulas por microscopia eletrônica de varredura com magnificação de 

60.000X. A. Nanocápsula vazia; B. Nanocápsula carregada com indometacina (0,8 mg/mL). Barra de escala: 

500 nm. 

A Tabela 1 apresenta a média e desvio padrão do pH, potencial zeta, diâmetro 

hidrodinâmico médio e índice de polidispersão das NC vazias, contendo 0,4 mg/mL e 0,8 

mg/mL de indometacina. Além disso, as figuras 12 e 13 apresentam a distribuição dos dados 

obtidos em triplicata pelo software do equipamento. 

 

Tabela 1 - Caracterização das amostras de nanocápsulas em triplicata. 

Nanocápsulas pH DHM IPd PZ (mV) 

Vazias 4,17 ±0,2 223,7 ± 2,1 0,114 ± 0,015 -13,3 ± 0,2 

0,4 mg/mL 4,14 ±0,3 241,8 ± 1,8 0,104 ± 0,016 -10,9 ± 0,2 

0,8 mg/mL 4,15 ±0,3 224,3 ± 1,4 0,091 ± 0,032 -8,6 ± 0,5 

Legenda: DHM: Diâmetro hidrodinâmico médio; IPd: Índice de polidispersão. 

PZ: Potencial Zeta. Dados apresentados em média ± desvio padrão. 
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Figura 12 - Distribuição de tamanho das nanopartículas em triplicata. A. Nanocápsulas vazias; B. Nanocápsulas 

contendo 0,4 mg/mL de indometacina; C. Nanocápsulas contendo 0,8 mg/mL de indometacina.  
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Figura 13 - Distribuição do potencial zeta em triplicata. A. Nanocápsulas vazias; B. Nanocápsulas contendo 0,4 

mg/mL de indometacina; C. Nanocápsulas contendo 0,8 mg/mL de indometacina.  

 

5.1.2 Quantificação de indometacina das nanocápsulas e eficiência de encapsulação 

A quantificação de indometacina encapsulada utilizou um método de 

cromatografia líquida de alta eficiência previamente validado e convalidado por meio da 

exatidão, precisão e especificidade do método. A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos da 

avaliação da exatidão do método e a Tabela 3 apresenta da avaliação da precisão interdia e 

intradia. A eficiência de encapsulamento foi de 89,79%, com desvio padrão de 2,64 e desvio 

padrão relativo de 2,94%. 
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Tabela 2 - Avaliação da exatidão do método 

Legenda: DP: Desvio padrão; DPR: Desvio Padrão Relativo 

 

Tabela 3 - Avaliação da precisão interdia e intradia do método 

 
 

 

 

 

 

 
 

Legenda: DP: Desvio padrão; DPR: Desvio Padrão Relativo 

 

 

 A figura 14 apresenta os cromatogramas com a detecção das nanocápsulas sem 

indometacina (A) e do padrão de indometacina (B) para observação da especificidade do 

método. Não foi identificado sobreposição de picos em ambos os cromatogramas. 

 

 
Figura 14 - Cromatogramas da detecção das nanocápsulas sem indometacina (A) e do padrão de indometacina 

(B) em mili-absorbância. 

 

Concentração teórica 

(µg/mL) 

Concentração real média 

(µg/mL) 
DP 

DPR 

(%) 

Exatidão 

(%) 

2,5 2,547 0,017 0,657 101,89 

7,5 7,255 0,021 0,291 96,73 

17,0 17,079 0,014 0,079 100,46 

Interdia 
Concentração real média 

(µg/mL) 
DP 

DPR 

(%) 

Dia 1 7,310 0,010 0,135 

Dia 2 7,273 0,014 0,186 

Dia 3 7,365 0,017 0,224 

Intradia 
Concentração real média 

(µg/mL) 
DP 

DPR 

(%) 

 7,316 0,041 0,559 
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5.2 VIABILIDADE CELULAR  

5.2.1 Densidade celular 

 A densidade celular que atingisse entre 0,75 e 1,25 na densidade óptica pelo 

espectrofotômetro, considerada ótima para ser utilizada no ensaio de viabilidade celular foi 

obtida no plaqueamento de 62.500 células/mL (6.250 células/100 µL), com R² de 0,9971, 

conforme observado na Figura 15. 

 

Figura 15 - Curva de densidade óptica em 540 nm em função da densidade celular. Os pontilhados em verde 

representam os limites do intervalo de confiança de 95%. 

 

5.2.2 Viabilidade celular por redução de MTT 

A inibição de crescimento 50 (IC50) dos tratamentos foi calculada e observada 

uma diferença estatisticamente significante das células tratadas com nanocápsulas carregadas 

com indometacina e nanocápsulas vazias em comparação com os tratamentos não 

encapsulados (p < 0,0001), porém, não houve diferença estatística entre os tratamentos não 

encapsulados (p = 0,8200) e entre os dois tratamentos com nanocápsulas (p = 0,8733) (Figura 

16). A IC50 obtida (± desvio padrão) para indometacina, indometacina + ω-3, NC 

indometacina + ω-3 e NC vazias foram 16,03 (±1,02), 16,74 (±1,04), 100,6 (±1,24) e 126,6 

(±1,23) µM respectivamente. 



33 
 

 

Figura 16 - Curvas de tratamento obtidas pelo ensaio de redução de MTT normalizado em porcentagem de 

viabilidade celular, onde o grupo NC Vazias representa a mesma proporção em volume do grupo NC 

Indometacina + ω-3. O gráfico apresenta média e desvio padrão e as comparações entre curvas foram realizadas 

utilizando ANOVA-Welch e post-hoc de Games-Howell. Letras diferentes representam diferenças 

estatisticamente significante entre IC50. 

 

5.3 HISTOLOGIA E HISTOMORFOMETRIA 

Foram feitas análises histomorfométricas para analisar a espessura da cartilagem e 

morfologia do côndilo e espessura do disco articular. A figura 17 apresenta as mensurações da 

cartilagem separadas por grupo e a figura 18 apresenta a espessura total das camadas e a 

espessura do disco articular. 

 
Figura 17 - Mensuração das camadas fibrosa, proliferativa, maturada e hipertrófica do côndilo em micrômetros. 

Os diagramas de caixa apresentam a mediana (linha interna da caixa), 1º e 3º quartil (limites da caixa) e limite 

superior e inferior (suíças). As comparações entre grupos da mesma camada foram realizadas utilizando 

ANOVA-Welch e post-hoc de Games-Howell. Letras diferentes representam diferença estatisticamente 

significante entre grupos da mesma camada. 
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Na camada fibrosa, o grupo Controle Negativo apresentou a média da espessura 

(29,75±5,77) significativamente menor em comparação com os grupos Controle Positivo 

(16,05±4,42), IND+ω3(5+300) (37,02±6,32), IND+ω3(2,5+300) (36,88±5,17), NC IND+ω3 (5+300) 

(43,91±5,67) e NC IND+ω3 (2,5+300) (46,17±5,45) (p <0,05). Os grupos NC IND+ω3 (5+300) 

(43,91±5,67)  e NC IND+ω3 (2,5+300) (46,17±5,45) apresentaram a média significativamente maior 

em comparação com os demais grupos (p <0,05) mas sem diferença entre si (p >0,05). O 

grupo Controle Positivo apresentou a média significativamente menor (16±4,42) em 

comparação aos demais grupos. 

Na camada proliferativa, o grupo Controle Negativo apresentou a média da 

espessura significativamente menor (45,85±6,90) em relação aos grupos IND5 (64,08±16,33) e 

NC IND+ω3 (5+ 300) (47,19±12,14) e maior em relação ao grupo Controle Positivo (23,71±6,69) 

(p <0,05). O grupo IND5 (64,08±16,33) apresentou a média significativamente maior em 

relação ao demais grupos, com exceção dos grupos NC IND+ω3 (5+300) (56,57±13,76) e NC IND+ω3 

(2,5+300) (56,74±10,21) (p <0,05). Os grupos NC IND+ω3 (5+300) (56,57±13,76) e NC IND+ω3 (2,5+300) 

(56,74±10,21) apresentaram a média significativamente maior em relação aos grupos 

Controle Negativo (45,85±6,90) e Positivo (23,71±6,69) (p <0,05) mas não apresentou 

diferença entre si (p >0,05). O grupo Controle Positivo apresentou a média significativamente 

menor (23,71±6,69) em relação aos demais grupos (p <0,05). 

Na camada maturada, o grupo Controle Negativo apresentou a média de espessura 

significativamente maior (53,79±13,36) em relação aos grupos Controle Positivo 

(20,39±4,94), IND2,5 (32,46±4,69), IND+ω3(5+300) (32,52±5,56) e IND+ω3(2,5+300) (36,33±5,23) 

(p <0,05). Os grupos IND2,5 (32,46±4,69), IND+ω3(5+300) (32,52±5,56)  e IND+ω3(2,5+300) 

(36,33±5,23) apresentaram a média significativamente menor em relação aos grupos Controle 

Negativo (53,79±13,36), IND5 (52,21±5,39), NC IND+ω3 (5+300) (49,10±11,66) e NC IND+ω3 

(2,5+300) (45,99±8,94) (p <0,05) e maior em relação ao Controle Positivo (20,39±4,94) (p 

<0,05), contudo, não apresentaram diferença significante entre si (p >0,05). 

Na camada hipertrófica, o grupo Controle Negativo (79,77±8,45), NC IND+ω3 (5+300) 

(84,74±17,57) e NC IND+ω3 (2,5+300) (89,90±13,68) apresentaram a média de espessura 

significativamente maior em relação aos demais grupos (p< 0,05) mas não entre si (p >0,05). 

O grupo IND5 apresentou a média significativamente maior (70,88±6,14) em relação aos 

grupos Controle Positivo (56,80±14,57), IND2,5 (49,83±9,67), IND+ω3(5+300) (53,72±12,90) e 

IND+ω3(2,5+300) (53,60±11,85) (p <0,05), que por sua vez, apresentaram a média 

significativamente menor em relação aos demais grupos (p <0,05). 
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 Em relação à espessura total da cartilagem do côndilo (Figura 18), o grupo 

Controle Negativo apresentou a média significativamente maior (205,6±26,33) que os grupos 

Controle Positivo (116,2±20,58), IND2,5 (168,4±12,49), IND+ω3(5+300) (170,4±26,65) e 

IND+ω3(2,5+300) (178,0±17,26) (p <0,05). Os grupos NC IND+ω3 (5+300) (234,3±33,80) e NC IND+ω3 

(2,5+300) (238,8±17,42) apresentaram a média significativamente maior que aos demais grupos, 

com exceção ao grupo IND5 (221,5±2,60) (p <0,05) mas não apresentaram entre si (p > 0,05). 

O grupo Controle Positivo apresentou a média significativamente menor (116,2±20,58) que 

todos os grupos (p <0,05).  

Ao mensurar o disco articular (Figura 18), o grupo Controle Negativo apresentou 

diferença significante (245,9±92,72) apenas em relação ao grupo Controle Positivo 

(74,76±18,47) (p >0,05), que por sua vez, apresentou diferença significante em relação a 

todos os grupos (p <0,05). Não houve diferença significante entre os grupos IND5 

(195,9±43,01) e IND2,5 (193,0±29,97) (p >0,05), mas foram significativamente menores que 

os grupos IND+ω3(5+300) (270,5±12,34), IND+ω3(2,5+300) (253,6±20,44), NC IND+ω3 (5+300) 

(266,6±29,81) e NC IND+ω3 (2,5+300) (323,7±13,72) (p <0,05). Não houve diferença significativa 

entre os grupos IND+ω3(5+300) (270,5±12,34), IND+ω3(2,5+300) (253,6±20,44), NC IND+ω3 (5+300) 

(266,6±29,81) (p >0,05) mas os grupos apresentaram espessura significativamente menor em 

comparação ao grupo NC IND+ω3 (2,5+300) (323,7±13,72) (p <0,05). 

 

Figura 18 - Mensuração da espessura total da cartilagem do côndilo e do disco articular em micrômetros. Os 

diagramas de caixa apresentam a mediana (linha interna da caixa), 1º e 3º quartil (limites da caixa) e limite 

superior e inferior (suíças). As comparações entre grupos foram realizadas utilizando ANOVA-Welch e post-hoc 

de Games-Howell. Letras diferentes representam diferença estatisticamente significante entre grupos. 
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Na figura 19, a coloração azul de toluidina foi utilizada para visualização dos 

proteoglicanos. No grupo Controle Negativo (A), é possível observar todas as camadas bem 

definidas, contudo, no grupo Controle Positivo (B), as camadas proliferativa e maturada estão 

bem reduzidas e não estão bem definidas, além disso, o disco articular aparece bem reduzido e 

colado à camada fibrosa. Nos grupos IND2,5, IND+ω3(2,5+300) e NC IND+ω3 (2,5+300)  (D, F e H) 

mostram diminuição na densidade de proteoglicanos, nos grupos IND5, IND+ω3(5+300) e NC 

IND+ω3 (5+300) (C, E e G) mostram um aumento na densidade de proteoglicanos. 

 

 
 

Figura 19 - Imagens representativas da morfologia da articulação temporomandibular em azul de toluidina, com 

magnificação de 20X. Legenda: D: Disco articular; F: Camada fibrosa; P: Camada proliferativa; M: Camada 

maturada; H: Camada hipertrófica. Linha tracejada: Delimitação da camada hipertrófica e osso subcondral. 

Figura A: Apresenta as camadas bem organizadas e definidas, assim como a intensidade do azul dos 

proteoglicanos na camada proliferativa. Figura B: Apresenta disco articular bem reduzido e aderido à camada 

fibrosa (entre linhas paralelas). A camada fibrosa e a camada proliferativa (seta) se apresentam com grande 

descaracterização. Os grupos que receberam a indometacina na concentração de 5 mg/mL (Figuras C, E e G) 

apresentam uma organização e definição nos proteoglicanos (asterisco) e na camada fibrosa (F) inferior em 

comparação aos grupos tratados com indometacina na concentração de  2,5 mg/mL (Figuras D, F e H). 

  

Na figura 20, a coloração picrossirius vermelho foi utilizada para visualização das 

fibras colágenas utilizando luz polarizada, observando colágeno tipo 1 em laranja e colágeno 

tipo 3 em verde (Coelho et al. 2018). No grupo Controle Negativo (A), é possível ver a 

camada proliferativa definida e a fibras colágenas organizadas no côndilo, contudo, no grupo 

Controle Positivo (B), a camada proliferativa é reduzida e há uma desorganização do 

colágeno do côndilo. Nos demais grupos (C, D, E, F, G, H), é possível observar fibras 

colágenas verdes na camada proliferativa próxima de fibras alaranjadas das demais camadas, 

ainda que não estejam totalmente organizadas, as fibras colágenas apresentaram uma melhor 

organização em comparação ao grupo Controle Positivo (B) 
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Figura 20 - Imagens representativas da morfologia da articulação temporomandibular em picrossirius vermelho 

com luz polarizada, com magnificação de 10X. Linha tracejada: Delimitação da camada hipertrófica e osso 

subcondral (O). Linhas em paralelo delimitam a camada fibrosa (F) da cartilagem. Figura A: Seta aponta 

organização das fibras colágeno com arranjos bem definidos e asterisco mostra balanço entre fibras vermelhas e 

verdes. Figura B: Setas apontas desorganização dos arranjos das fibras de colágeno e asterisco mostra ausência 

de fibras verdes (colágeno tipo III). Figuras C-H: Asterisco mostra a presença de fibras verdes (colágeno tipo III) 

em balanço com fibras vermelhas. Com exceção da figura B, todas as imagens apresentam fibras verdes e 

vermelhas de maneira uniforme. 

 

5.4 IMUNOENSAIO 

As articulações temporomandibulares foram submetidas ao ELISA para 

quantificar as citocinas IL-1β, IL-10, IL-6 e TNF-α (Figura 21). Na quantificação da IL-1β, o 

grupo Controle Positivo apresentou a média significativamente maior (652,4±90,94) que 

todos os grupos (p <0,05). Os grupos IND5 (352,4±99,43), IND2,5 (345,8±93,90), 

IND+ω3(5+300) (265,9±130,4) e NC IND+ω3 (5+300) (138,1±33,02) não apresentaram diferença 

significante entre si (p >0,05). Os grupos Controle Negativo (82,59±39,46), IND+ω3(2,5+300) 

(66,88±30,17) e NC IND+ω3 (2,5+300) (69,35±64,85) apresentaram média significativamente 

menores que os demais grupos (p <0,05) com exceção dos grupos IND+ω3(5+300) 

(265,9±130,4) e NC IND+ω3 (5+300) (138,1±33,02) (p >0,05). 

Na quantificação da IL-10, o grupo Controle Positivo apresentou a média 

significativamente menor (254,7±69,78) que todos os grupos (p <0,05), contudo, os demais 

grupos não apresentaram diferença significante entre si (p >0,05). Na quantificação da IL-6 e 

TNF-α, o grupo Controle Positivo apresentou a média significativamente maior que todos os 

grupos (p <0,05), contudo, os demais grupos não apresentaram diferença significante entre si 

(p >0,05). 
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Figura 21 - Quantificação de IL-1β, IL-10, IL-6, TNF-α das articulações temporomandibulares dos ratos. Os 

diagramas de caixa apresentam a mediana (linha interna da caixa), 1º e 3º quartil (limites da caixa) e limite 

superior e inferior (suíças). As comparações entre grupos da mesma citocina foram realizadas utilizando 

ANOVA-Welch e post-hoc de Games-Howell. Letras diferentes representam diferença estatisticamente 

significante entre grupos da mesma citocina. 

 

5.5 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA 

Foi realizada análise da arquitetura óssea das articulações temporomandibulares 

analisando o percentual de volume ósseo, espessura trabecular e número trabecular. A figura 

22 apresenta os resultados obtidos. 

 
Figura 22 – Resultados da análise da microarquitetura óssea do côndilo: (A) Percentual de volume ósseo; (B) 

Espessura trabecular; (C) Número trabecular. Dados apresentados em média ± desvio padrão. As comparações 

entre grupos foram realizadas utilizando ANOVA-Welch e post-hoc de Games-Howell. Letras diferentes 

representam diferença estatisticamente significante entre grupos da mesma variável. 
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6. DISCUSSÃO 

6.1 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS NANOCÁPSULAS 

 Nesse estudo, o nanoencapsulamento da indometacina com o ômega-3 como 

núcleo oleoso, utilizando a técnica de emulsão-difusão, permitiu que nanocápsulas (NC) 

poliméricas se formassem dentro da escala nanométrica independente da concentração do 

fármaco, ainda, a indometacina, de caráter lipofílico, se manteve solúvel no núcleo oleoso da 

NC (AbdElhamid et al. 2021), resultando em uma suspensão leitosa. Devido à baixa 

solubilidade da indometacina em água (Alsalhi e Chan 2022), a falha do nanoencapsulamento 

do fármaco poderia ser observada em microscopia eletrônica de varredura ou transmissão 

(Štukelj et al. 2019), pois as NC são suspensas em água, como fase externa, e precipitaria 

imediatamente o fármaco. Além disso, a suspensão que apresentou um pH ácido, restringiria 

mais ainda sua solubilidade no meio externo (Alsalhi e Chan 2022). Logo, após a 

centrifugação para verificação da eficiência de encapsulamento, as amostras não apresentaram 

o fármaco insolúvel na fase externa, o que permitiu administrar as NC sem a possibilidade de 

o fármaco livre estar presente. 

 Após a síntese, a caracterização das nanocápsulas é importante para se investigar a 

estabilidade e homogeneidade do sistema além de permitir a reprodutibilidade da técnica 

empregada. As NC apresentaram uniformidade em sua distribuição com um índice de 

polidispersão (IPd) comumente aceito para nanopartículas poliméricas (Danaei et al. 2018). 

Além do IPd, os valores do diâmetro hidrodinâmico médio (DHM) das NC são dados 

importantes para determinar possíveis interações fisiológicas pois tem impacto direto com o 

tamanho das NC (Maguire et al. 2018), logo, as NC apresentarem o DHM <250 nm pode ter 

facilitado sua distribuição por capilares sinusoides no organismo (Sarin 2010; Danaei et al. 

2018). 

 O potencial zeta (PZ) por sua vez, indica a diferença de potencial entre a dupla 

camada elétrica das NC e o plano de cisalhamento, apresentando uma magnitude da atração 

eletrostática entre as NC, que poderá influenciar na floculação do sistema coloidal 

(Bhattacharjee 2016). Apesar do PZ obtido no estudo ser considerado relativamente instável 

quando a NC está carregada de indometacina, a suspensão não apresentou qualquer tipo de 

instabilidade. A razão para que isso aconteça pode ser teorizada pela baixa interação atrativa 

das forças de van der Walls utilizando a constante de Hamaker, considerando que, mesmo 

apresentando o PZ baixo, juntamente da interação atrativa baixa das forças de van der Walls, 

isso seja suficiente para permitir a estabilidade coloidal das NC (Missana e Adell 2000). 
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 Para conferir o encapsulamento da indometacina, a quantificação foi realizada por 

cromatografia líquida de alta eficiência e a convalidação do método apresentou desvio padrão 

relativo baixo avaliando a exatidão, precisão interdia e intradia do método. A avalição das NC 

sem indometacina foi necessária para analisar possíveis sobreposições de picos em 

comparação ao padrão de indometacina. Em vista que o cromatograma para as NC sem 

indometacina não apresentou sobreposições, a quantificação de indometacina das NC 

carregadas foi feita e a eficiência de encapsulamento foi calculada em aproximadamente 90%. 

Além do cálculo da eficiência, a quantificação é necessária para o planejamento de possíveis 

correções na administração das NC. 

 

6.2 VIABILIDADE CELULAR POR REDUÇÃO DE MTT 

 O teste de viabilidade celular avalia as células vivas remanescentes após um 

determinado tratamento. A utilização de fármacos insolúveis em água, como a indometacina, 

é uma limitação na cultura celular, pois o meio de cultura utilizado é aquoso e os fármacos 

não conseguem se solubilizar, contudo, algumas substâncias podem ser utilizadas como 

cossolventes para ajudar na solubilidade dessas substâncias (Timm et al. 2013). Sendo assim, 

a solubilização indevida dos fármacos pode apresentar resultados do tipo falso-negativo, 

enquanto na verdade, não há a distribuição correta do fármaco nas diluições subsequentes dos 

tratamentos. Nesse estudo, não foi possível dissolver a indometacina em água, 

dimetilsulfóxido ou etanol (absoluto ou em frações), porém foi possível dissolver em tampão 

fosfato-salino (PBS) pH 7,4. Apesar do sucesso com a indometacina, o ômega-3 apresentou 

baixa solubilidade em água e no mesmo tampão, sendo então, uma limitação do estudo. 

Os resultados do ensaio de viabilidade celular apresentaram o valor de DL50 das 

formulações de NC superior aos tratamentos não encapsulados, assegurando a 

compatibilidade das NC com os tratamentos convencionais. Ainda, é possível observar que as 

NC vazias reduziram a viabilidade celular sem diferença significante em comparação com as 

NC carregadas com indometacina, podendo supor que a NC por si só apresenta alguma 

toxicidade, possivelmente em decorrência da fagocitose dos macrófagos RAW 264.7 

(Wróblewska et al. 2023) ou por alterações do meio de cultura. A redução da toxicidade da 

indometacina foi observada em outros estudos utilizando nanocarreadores, como para 

tratamento de córnea, onde também aumentou a permeabilidade (Nagai et al. 2014), no 

controle da inflamação em pata de ratos e cultura celular (Almeida Junior et al. 2021) e na 

redução da citotoxicidade em cultura celular de células hepáticas (Alkholief et al. 2022). 



41 
 

Sendo assim, a administração das NC nos animais pôde acontecer de forma segura e com 

toxicidade reduzida em comparação com a administração na forma livre.  

 

6.3 ANÁLISE IMUNOLÓGICA E MORFOLÓGICA DA ARTICULAÇÃO 

TEMPOROMANDIBULAR 

 Modelos animais são amplamente utilizados em estudos para indução de artrite 

reumatoide (AR) e apresentam como características patológicas o inchaço das extremidades, 

hiperplasia, proliferação de tecido sinovial, destruição da cartilagem articular e inflamação 

excessiva (Olson et al. 2013; Liu et al. 2015; Morin et al. 2015; Yuce et al. 2021). O modelo 

de indução escolhido nesse estudo, utilizando Adjuvante Completo de Freund (CFA) e 

colágeno tipo II (CII) na cauda dos animais, induz inflamação e degeneração da articulação 

temporomandibular, compatível com um estágio crônico da AR. Esse modelo, também 

utilizado em outros estudos (Barbin et al. 2020; Ceotto et al. 2022; Marana et al. 2022), tem o 

início da AR rápido, geralmente desenvolvendo-se de 10 a 13 dias após a imunização e com 

um pico após 20 dias, seguido por um declínio gradual (Ananias et al. 2023). 

 A quantificação de citocinas tem como finalidade a verificação do estado 

imunológico com base na patologia de interesse. Nesse estudo, a IL-1β apresentou um 

aumento em sua concentração no grupo Controle Positivo em comparação ao Controle 

Negativo e os grupos tratados, sendo semelhante em outros estudos utilizando o mesmo 

modelo de indução sistêmica de AR com injeção intradérmica de CFA e CII na cauda (Barbin 

et al. 2020; Ceotto et al. 2022; Ananias et al. 2023). Em contraste com a IL-1β, o TNF-α é 

detectado em tecido sinovial da ATM de animais saudáveis (Figueroba et al. 2018). Os níveis 

aumentados da IL-1β e TNF-α no grupo Controle Positivo demonstra a gravidade da AR e 

está fortemente relacionado a concentrações elevadas de citocinas pró-inflamatórias 

(Kavanaugh e Wells 2014). 

 No presente estudo, observou-se um aumento nas citocinas pró-inflamatórias IL-

1β e TNF-α juntamente da IL-6 no grupo Controle Positivo, estas estão associadas à metástase 

de células tumorais e à patologia da AR. (Patil et al. 2019). A IL-6 é produzida 

abundantemente pela maioria das células do sistema imunológico inato e que representam 

uma ponte estratégica que conecta o sistema imunológico inato e adaptativo (Nakahara et al. 

2003). A IL-10 foi encontrado no grupo Controle Positivo em uma concentração reduzida, o 

que pode indicar uma resposta à liberação de citocinas pró-inflamatórias de macrófagos e 

neutrófilos (Liu et al. 2011), também observado em animais com AR de outros estudos 

(Barbin et al. 2020; Ceotto et al. 2022; Ananias et al. 2023). A IL-10 é de suma importância 
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devido sua ação anti-inflamatória, que pode suprimir respostas pró-inflamatórias e limitar o 

dano tecidual causado pela inflamação (Boshtam et al. 2017). 

 Os tratamentos com indometacina, ômega-3 junto da indometacina de forma livre 

e ômega-3 junto da indometacina encapsulados, provocaram mudanças significativas nas 

concentrações das IL-1β, IL-10, IL-6 e TNF- α. A redução significativa das concentrações da 

IL-1β, IL-6 e TNF-α nos grupos tratados foi devido a atuação sinérgica da indometacina sobre 

a expressão dos genes relacionados à apoptose celular (Liu et al. 2019) e pela atividade anti-

inflamatória dos ácidos graxos DHA e EPA presentes no óleo de peixe, que foi evidenciada 

em modelos in vivo (Barbin et al. 2020; Ceotto et al. 2022) e in vitro em cultura de 

sinoviócitos (Caron et al. 2019).  

 Apesar da IL-10, IL-6 e TNF-α não terem apresentado diferença significativa 

entre os grupos que receberam tratamentos, houve diferença estatisticamente significante em 

comparação com o grupo Controle Positivo, o que permite observar um controle sobre a 

inflamação, principalmente pela elevação da IL-10, de atividade anti-inflamatória, que se 

apresenta reduzida na artrite reumatoide (Ni et al. 2022). Além disso, a expressão da IL-6 na 

artrite reumatoide pode, através de diferentes mecanismos de ação, estimular a síntese de 

interleucinas anti-inflamatórias, como a IL-10 (Boshtam et al. 2017), algo que é possível 

observar nesse estudo, a concentração da IL-6 e IL-10 dos grupos tratados semelhante ao 

grupo Controle Negativo. 

 Para verificação da microarquitetura óssea da articulação temporomandibular, a 

microtomografia computadorizada foi utilizada para aferir o volume ósseo, espessura 

trabecular e número trabecular. No grupo Controle Positivo, houve uma redução no volume 

ósseo e na espessura trabecular nos animais com AR induzida, ainda, outros estudos em 

animais observaram redução no volume ósseo e espessura trabecular na articulação 

temporomandibular após 2–4 semanas da indução da osteoartrite, sendo a redução mais 

evidente na 2ª semana (Xu et al. 2016; Cui et al. 2020). Após o tratamento dos animais, foi 

possível observar um aumento do volume ósseo e espessura trabecular, mas não suficiente 

para restabelecer sua microarquitetura próximo do grupo Controle Negativo, e ainda, sem 

modificar o número de trabéculas. A indometacina na densidade óssea em modelos de artrite 

tem sido investigada, apresentando resultados positivos em função da sua concentração, mas 

ainda não sendo suficiente para uma reversão total (Aota et al. 1996). Contudo, a melhora nas 

características ósseas não acontece na osteoporose, causando uma piora na reabsorção óssea 

conforme a dose da indometacina aumenta (Saino et al. 1997). O ômega-3 por sua vez, pôde 
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ajudar na redução de prejuízos ósseos, ainda que tempo dependente, mostrando uma melhor 

mudança em períodos curtos (Bonnet e Ferrari 2011; Marana et al. 2022; Benova et al. 2023). 

 Ao analisar a cartilagem condilar da ATM, foi possível notar uma diminuição na 

espessura da cartilagem articular no grupo Controle Positivo com AR induzida, um resultado 

encontrado em outros estudos com AR induzida na cauda por CFA + CII (Barbin et al. 2020; 

Ceotto et al. 2022). Além da redução da cartilagem articular, houve uma diminuição nas 

camadas fibrosa, proliferativa e maturada no mesmo grupo, resultado também observado em 

outros estudos (Ceotto et al. 2022; Ananias et al. 2023). Podemos observar no grupo Controle 

Positivo uma redução na densidade de proteoglicanos (coloração azul de toluidina) que 

também foi observada na ATM em outros estudos de AR induzida (Barbin et al. 2020; Ceotto 

et al. 2022; Ananias et al. 2023). A perda de proteoglicanos reduz a capacidade adaptativa de 

resistência, compressão e tensão, predispondo a articulação às deformidades. Além disso, o 

número reduzido de células fibrocartilaginosas pode comprometer sua capacidade de 

autorreparação (Tanaka et al. 2005). 

 Um aumento significativo foi observado na espessura da cartilagem articular nos 

grupos que receberam os tratamentos em comparação com o grupo Controle Positivo. O 

impacto da indometacina sobre a cartilagem tem sido muito estudado, mas aparentemente não 

apresenta um efeito negativo sobre a matriz extracelular da cartilagem articular em situações 

saudáveis (Palmoski e Brandt 1983; Desa et al. 1988), contudo isso não acontece em uma 

situação em que há uma depleção prévia de proteoglicanos, podendo ainda aumentar a 

depleção já presente (Palmoski e Brandt 1983).  

Por outro lado, o ômega-3 apresenta um controle sobre as metaloproteinases, 

enzimas responsáveis pela degradação da matriz de colágeno observada nas lâminas 

histológicas coradas com picrossirius vermelho e vistas com luz polarizada (Shinto et al. 

2011), em adição, é possível observar matrizes verdes nos grupos que receberam tratamentos, 

sendo um indício de reparo na matriz (Mathew-Steiner et al. 2021), o que fica evidente ao 

analisar o disco articular, mensura sua espessura, observando uma redução bastante acentuada 

no grupo Controle Positivo em relação aos demais grupos. Ao receber tratamento, os discos 

articulares tiveram sua espessura aumentada, o que pode acontecer devido o controle do 

ômega-3 sobre as metaloproteinases e controle da doença como um todo, reduzindo as 

citocinas inflamatórias e aumenta a anti-inflamatória IL-10. Apesar da coloração de 

picrossirius vermelho com luz polarizada ser utilizada para quantificação de diferentes fibras 

de colágeno em cortes histológicos, as cores das fibras dependerão do posicionamento da 
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amostra em função da luz polarizada, logo, a utilização da técnica para verificação apenas da 

variedade das fibras pode ser uma opção segura (Coelho et al. 2018). 

 O estudo apresentou resultados significativos nos tratamentos com ômega-3 e 

nanocápsulas para o controle da inflamação e melhora da organização da ATM de forma 

superior ao comparar com os tratamentos utilizando apenas indometacina. Ainda, foi possível 

observar que a dose da indometacina reduzida pela metade apresentou resultados 

significativos, sugerindo que uma redução da dose também pode ser efetiva. Contudo, é 

necessário que estudos clínicos utilizando ômega-3 e nanocápsulas administradas via oral 

sejam conduzidos para elucidar a efetividade desses tratamentos em humanos em períodos de 

tempos curtos e longos. 
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7. CONCLUSÃO 

A síntese e caracterização das nanocápsulas atingiram o objetivo de se produzir 

um carreador para a indometacina e ômega-3, além disso, as nanocápsulas sintetizadas 

apresentaram citotoxicidade reduzida quando comparadas com os tratamentos na forma livre, 

apresentando então uma alternativa viável para estudos in vivo. Além disso, os animais 

tratados com as nanocápsulas apresentaram uma melhora na organização do tecido articular, 

representando uma alternativa útil no tratamento da artrite reumatoide na articulação 

temporomandibular. 
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