g\"fé UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
v
“ay FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

UNICAMP

VICTOR AUGUSTO BENEDICTO DOS SANTOS

NANOCAPSULAS DE POLI(EPSILON-CAPROLACTONA)
CONTENDO INDOMETACINA E OMEGA-3:
Potencial terapéutico no controle da artrite reumatoide

na articulacdo temporomandibular de ratos

PIRACICABA
2024



VICTOR AUGUSTO BENEDICTO DOS SANTOS

NANOCAPSULAS DE POLI(EPSILON-CAPROLACTONA)
CONTENDO INDOMETACINA E OMEGA-3:
Potencial terapéutico no controle da artrite reumatoide

na articulacao temporomandibular de ratos

Tese apresentada a Faculdade de Odontologia de Piracicaba da
Universidade Estadual de Campinas como parte dos requisitos
exigidos para a obtengdo do titulo de Doutor em Odontologia,
na Area de Farmacologia, Anestesiologia e Terapéutica.

Orientador: Prof. Dr. Sidney Figueroba Raimundo
Coorientador: Prof. Dr. Francisco Carlos Groppo

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL
DA TESE DEFENDIDA PELO ALUNO VICTOR
AUGUSTO BENEDICTO DOS SANTOS, E ORIENTADA

PELO PROF. DR. SIDNEY FIGUEROBA RAIMUNDO.

PIRACICABA
2024



FICHA CATALOGRAFICA

Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
Biblioteca da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
Heloisa Maria Ceccotti - CRB 8/6403

Sa59n

Santos, Victor Augusto Benedicto dos, 1995-

Nanocapsulas de poli(epsilon-caprolactona) contendo indometacina e
O0mega-3 : potencial terapéutico no controle da artrite reumatoide na articulagéo
temporomandibular de ratos / Victor Augusto Benedicto dos Santos. —
Piracicaba, SP : [s.n.], 2024.

Orientador: Sidney Figueroba Raimundo.

Coorientador: Francisco Carlos Groppo.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

1. Articulagéo temporomandibular. 2. Acidos graxos 6mega-3. 3.
Indometacina. 4. Inflamag&o. 5. Nanotecnologia. I. Figueroba Raimundo,
Sidney, 1963-. Il. Groppo, Francisco Carlos, 1966-. lll. Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP). Faculdade de Odontologia de Piracicaba. IV. Titulo.

Informagbes Complementares

Titulo em outro idioma: Poly(epsilon-caprolactone) nanocapsules containing indomethacin

and omega-3 : therapeutic potential in the control of rheumatoid arthritis in the
temporomandibular joint of rats

Palavras-chave em inglés:

Temporomandibular joint

Omega-3 fatty acids

Indomethacin

Inflammation

Nanotechnology

Area de concentragdo: Farmacologia, Anestesiologia e Terapéutica
Titulagé@o: Doutor em Odontologia

Banca examinadora:

Sidney Figueroba Raimundo [Orientador]

Cristiane de Cassia Bergamaschi

Tamires Patricia Souza

Fernanda Miori Pascon

Camila Batista da Silva de Araujo Candido

Data de defesa: 17-06-2024

Programa de Pos-Graduacgao: Odontologia

ificagdo e i ] do(a)
- ORCID do autor: https://orcid.org/0000-0003-1715-7146
- Curriculo Lattes do autor: http://lattes.cnpq.br/7783636880087531



FOLHA DE APROVACAO

&"’A. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
'(‘\’ Faculdade de Odontologia de Piracicaba
L)

UNICAMP

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa de Tese de Doutorado, em sessdo publica
realizada em 17 de junho de 2024, considerou o candidato VICTOR AUGUSTO BENEDICTO

DOS SANTOS aprovado.

PROF. DR. SIDNEY FIGUEROBA RAIMUNDO
PROF2. DR?. CRISTIANE DE CASSIA BERGAMASCHI
PROFZ. DR®. TAMIRES PATRICIA SOUZA
PROF2. DR?2. FERNANDA MIORI PASCON

PROF2. DR2. CAMILA BATISTA DA SILVA DE ARAUJO CANDIDO

A Ata da defesa, assinada pelos membros da Comissdo Examinadora, consta no SIGA/Sistema
de Fluxo de Dissertacé@o/Tese e na Secretaria do Programa da Unidade.



DEDICATORIA

Ao0s meus pais, especialmente a minha mae, Lucia, e @ minha irmd, Vanessa, por
nunca terem deixado de investir em mim e por me acolherem em todos 0s momentos que
precisei;

Ao meu noivo, Robson de Sousa Ferreira, por ter me incentivado desde a
Graduacdo a continuar estudando e por ter me apoiado incondicionalmente;

Ao meu amigo e pai cientifico, Sidney Figueroba Raimundo, por todo o
investimento e cuidado, aléem dos ensinamentos e memdrias que irdo me acompanhar pelo
resto da vida.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual de Campinas, por meio do seu magnifico reitor Prof. Dr.
Antonio José de Almeida Meirelles.

A Faculdade de Odontologia de Piracicaba, na pessoa do seu dignissimo diretor
Prof. Dr. Flavio Henrique Baggio Aguiar e diretora associada Prof®. Dra. Karina Gonzales
Silvério Ruiz.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(132615/2020-7) e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - codigo
de financiamento 001 pelas bolsas de estudo.

Ao presidente da Comissdo de Poés-Graduagao da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba, Prof. Dr. Valentim Adelino Ricardo Baréo e a equipe técnica da Coordenadoria de
Pds-Graduacdo da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Sr2. Ana Paula Carone Gonzalez,
Sr2 Claudinéia Prata Pradella, Sr2. Erica Alessandra Pinho Sinhoreti, Sr. Leandro Vigano e
Sré, Raquel Q. Marcondes Cesar, pela solicitude e presteza de seus servicos.

Ao Prof. Dr. Sérgio Roberto Peres Line, Chefe do Departamento de Biociéncias
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

Ao Prof. Dr. Antbnio Pedro Ricomini Filho, Coordenador do Programa de
P6s-Graduacao em Odontologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

Ao meu orientador Prof. Dr. Sidney Figueroba Raimundo e meu coorientador
Prof. Dr. Francisco Carlos Groppo, por toda orientacdo e apoio para a realizacdo deste
trabalho.

A todos os professores do Programa de P6s-Graduagdo em Odontologia na area de
Farmacologia, Anestesiologia e Terapéutica, os quais foram valiosos durante minha formacao.

A técnica da area de farmacologia, Eliane Melo e a secretaria Maria Elisa dos
Santos, pelo carinho e alegria no exercicio de suas funcgdes.

Aos meus colegas de graduacdo e pdés-graduacao, que estiveram comigo tornando
0S momentos mais agradaveis.

Ao Prof. Marlus Chorilli e doutoranda Amanda Silvestre (Laboratério de
Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara — Unesp) e ao Prof. Adilson Sartoratto (Divisdo de Quimica Orgéanica e
Farmacéutica — Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas -

Unicamp) pela incrivel colaboracédo e suporte durante a execugdo da pesquisa.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Apesar da minha gratiddo ir muito além do que consigo expressar aqui, deixo
como lembranca alguns agradecimentos especiais:

Por todo apoio, amizade, abrigo de emogOes tempestuosas, diversos momentos
eternizados e conhecimento que pude adquirir com vocés: Adriano Luis Martins, Ana Cristina
do Amaral Godoy (Aninha), Eliane Melo Franco (Eli), Fabiana Facco Casarotti (Fabi), Fabio
Vinicius Borges Padilha (Fabinho), Flavia Sammartino Mariano Rodrigues, Maicon Ricardo
Zieberg Passini (Maiconzinho) e Maria Aparecida Santiago Varella (Cidinha).

Pelos ensinamentos, oportunidades, confianga e apoio em toda circunstancia e
provacdo nesse longo percurso: Prof®. Camila Batista da Silva de Araujo Candido, Prof.
Francisco Carlos Groppo, Prof. Marcelo Rocha Marques e Prof. Sidney Figueroba Raimundo.

Pela amizade, ensinamentos e oportunidade de trabalhar com vocés: Prof.
Américo Bortolazzo Correr, Prof®. Elisa Bizetti Pelai, Prof®. Fernanda Miori Pascon, Prof?.
Marina Angélica Marciano da Silva, Prof?. Michelle Franz Montan Braga Leite e Prof®. Talita
Tartari.

Pelo companheirismo, momentos de risada, lagrimas, cafés, emoc¢des e momentos
que fizeram parte da minha (re)construcao, por area:

Cariologia: Robson Ferreira;

Endodontia: Ana Cristina Janini, Carolina Wanderico, Erica Lopes, Pedro Ivo
Fagundes, Rodolfo Figueiredo e Walbert Vieira;

Farmacologia, Anestesiologia e Terapéutica: Daniel Paiva, Edith Lima, Gabriela
Saqui, Gustavo Vargas, Josilanny Alencar, Larissa Malavazi, Luiz Ferreira, Maria Cristina
Pedrazini, Michael Monteiro, Rafaela Carvalho, Roberta Monteiro e Thomas Barbin;

Fisiologia Oral: lago Sousa;

Gestdo e Saude Coletiva: Carmem Bastos e Jean Baioni;

Histologia e Embriologia: Vitor da Costa e Willian Peter Boelcke;

Materiais Dentérios: Jodo Marcos Batista, May Anny Fraga e Vanessa Munhoz;

Microbiologia e Imunologia: Eduardo Martinelli Franco;

Odontopediatria: Ana Luisa Theodoro, Carla Gois e Ranam Reis;

Protese Dental: Thais Barbin.

“Entre o inicio da p6s-graduacdo e a defesa, havera muitos acontecimentos
que nao terdo lugar para serem registrados no Curriculo Lattes.
Por isso, viva intensamente e com atengdo, pois algumas emogdes serdo Unicas.”

Victor Augusto



RESUMO

A articulacdo temporomandibular (ATM) é afetada por disfuncdes como a artrite
reumatoide, causando dor e limitagGes. Os tratamentos incluem fisioterapia, acupuntura, anti-
inflamatdrios como a indometacina, e acidos graxos 6mega-3, porém, a nanotecnologia, por
meio das nanocépsulas, pode oferecer tratamentos mais inovadores e que apresentem melhor
biodisponibilidade em comparagdo com as formas convencionais. Este estudo partiu da
sintese e caracterizagdo de uma nanocépsula contendo indometacina, um ndcleo oleoso de
0mega-3 e parede polimérica composta por poli (e-caprolactona) para o tratamento da artrite
reumatoide. Inicialmente, investigou-se os efeitos dos tratamentos com indometacina e
0mega-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 nanocapsulas sobre a IL-1p, IL-6, TNF-a e IL-10, sobre
a arquitetura 6ssea, morfologia da cartilagem do condilo e espessura do disco articular. Além
dos grupos experimentais, o estudo utilizou um grupo Controle Negativo sem a doenca e um
grupo Controle Positivo com a doenga sem receber tratamento. Com exce¢do do grupo
Controle Negativo, os ratos passaram por inducdo da artrite reumatoide utilizando Adjuvante
Completo de Freund (CFA) e colageno bovino tipo Il (Cll) via intradérmica na base da cauda
e foram tratados por 7 dias via intragastrica. As nanocapsulas apresentaram formato redondo e
bem definido, didmetro <250 nm, indice de polidispersdo <0,2 e potencial zeta maximo de
-13,3, além de menos toxicidade em cultura celular de macréfagos RAW 264.7 em relacao
aos tratamentos de forma livre. Ao analisar a ATM e o disco articular dos ratos em laminas
histoldgicas coradas em azul de toluidina, o grupo Controle Positivo apresentou as menores
espessuras de cartilagem e disco, além da desorganizacdo nas camadas do condilo devido a
presenca da doenca, enquanto 0s grupos experimentais apresentaram melhora significativa na
espessura e restauraram a organizacdo das camadas. A matriz de coldgeno observada em
laminas histoldgicas coradas em picrossirius vermelho e observadas em luz polarizada, e
volume Gsseo e espessura trabecular, analisados em microtomografia computadorizada foram
reduzidos no grupo Controle Positivo em relacdo aos grupos experimentais e grupo Controle
Negativo, contudo, o nimero de trabéculas ndo foi afetado. No ensaio imunoldgico, foi
possivel notar reduc@es significativas para todos os grupos experimentais em relagcdo ao grupo
Controle Positivo na IL-1p, IL-6 € TNF-a, além de um aumento significante na IL-10. Os
grupos tratados com as nanocapsulas utilizando a menor concentracdo de indometacina
apresentaram resultados semelhantes ou superiores aos demais tratamento em diversas
comparacgOes, desde a reducdo da citotoxicidade, reducdo expressiva na IL-1p, melhor
organizacdo do tecido articular e aumento da espessura da cartilagem condilar e do disco
articular. Os resultados sugerem uma possiveis alternativas no tratamento da artrite
reumatoide, como a reducdo na concentracdo da indometacina, administracdo do 6mega-3
com a indometacina e o nanoencapsulamento como adjuvante no tratamento da artrite
reumatoide.

Palavras-chave: Articulagdo Temporomandibular. Acidos Graxos Omega-3. Indometacina.
Inflamacdo. 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 (e-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-1p, IL-6, TNF-a 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 Il (CIl) 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-1pB, IL-6 and TNF-a, 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-1p, 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 INTRODUCAO

A articulacdo temporomandibular (ATM) é uma junc&o sinovial entre a mandibula
e a base do cranio, com um disco articular de tecido conjuntivo na cavidade articular,
delimitada pela capsula articular, apresentando o céndilo mandibular da articulacao revestido
por fibrocartilagem (Alomar et al. 2007), que apresenta zonas histoldgicas distintas que
permitindo adaptabilidade (Fan et al. 2021).

O desenvolvimento de disfungbes temporomandibulares (DTMs) pode causar
sintomas como dores, ruidos articulares e limitacdo na abertura da boca. Fatores como idade,
sexo, hormonios, traumas e estresse psicolégico podem predispor a essas disfuncdes, além de
doengas inflamatdrias e degenerativas, como osteoartrite e artrite reumatoide (AR), também
podem contribuir para anormalidades estruturais na ATM. A AR é uma doenca autoimune
que causa destruicdo das articulacGes e pesquisas que utilizam modelos animais para inducao
da artrite reumatoide na ATM sdo utilizados para estudar essa condi¢do (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 ndo medicamentosos, como fisioterapia, acupuntura, agulhamento seco
e placas de ocluséo (Armijo-Olivo et al. 2016; Albagieh et al. 2023; Mohamad et al. 2024;
Ozmen e Unuvar 2024). Quando insuficientes, os tratamentos medicamentosos, como anti-
inflamatorios e relaxantes musculares podem ser utilizados (Dym e Israel 2012). Dentre os
anti-inflamatorios ndo esteroides, a indometacina é uma opcao para dor e inflamacéo na artrite
reumatoide (Nalamachu e Wortmann 2014). Além disso, os acidos graxos 6mega-3 tém sido
estudados por sua importancia no organismo como alternativa para o controle de doencas de
base inflamatoria, inclusive a artrite reumatoide (Dyerberg et al. 1975; Parolini 2023).

Como adjuvante dos tratamentos farmacol6gicos, a nanotecnologia, que manipula
nanoparticulas, como as nanocapsulas, trazem caracteristicas Unicas que podem ser ajustadas
para melhorar a biodisponibilidade do farmaco encapsulado (Sahoo et al. 2007; Mora-Huertas
et al. 2010).

Além do desenvolvimento das nanocapsulas, esse estudo buscou identificar os
possiveis desfechos de animais com artrite reumatoide tratados por via intragastrica
(gavagem) com 6mega-3 e indometacina, duas alternativas no tratamento farmacolégico para
o controle da inflamacéo, de forma livre e encapsuladas, avaliando as ATMs desse animais

por meio de histologia, microtomografia computadorizada e ensaios imunoldgicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
21A ARTICULA(;AO TEMPOROMANDIBULAR

A articulacdo temporomandibular (ATM) é uma articulacdo sinovial de unido
entre a mandibula e a base do cranio, tendo o disco articular como um tecido conjuntivo
associado encontrado na cavidade articular, que por sua vez, é delimitada pela capsula
articular. A parte interior da céapsula articular € composta pela membrana sinovial,
responsavel pela secrecdo de liquido sinovial e manter articulagdo saudavel. O condilo
mandibular, porcédo pertencente a articulacdo temporomandibular, tem sua superficie revestida
de fibrocartilagem, diferente de outras articulagcbes sinoviais, que sao revestidas por
cartilagem hialina (Alomar et al. 2007).

A fibrocartilagem possui uma capacidade adaptativa aos movimentos, permitindo
uma melhor resisténcia ou capacidade de reparo. Além disso, apresenta quatro zonas
histologicas: a primeira, chamada de camada fibrosa, € uma camada densa e fica na regido
superior do condilo; a segunda camada, chamada de proliferativa, apresenta proteoglicanos e
células que permitem a sua adaptacdo morfologica; a terceira, chamada de maturada,
apresentam condrdcitos maturados e recebem células-tronco de fibrocartilagem da zona mais
superficial; e a quarta camada, chamada de hipertrofica, apresenta grupos de condrocitos
hipertroficos organizados. Abaixo, a zona de cartilagem calcificada seguida do 0sso
subcondral (Fan et al. 2021).

2.2 DISFUNCOES TEMPOROMANDIBULARES E A ARTRITE REUMATOIDE

A articulacdo temporomandibular (ATM), quando em condices desfavoraveis,
pode desenvolver disfungdes temporomandibulares (DTMs), acarretando sinais e sintomas
como ruidos e dores articulares, cefaleias, cansaco muscular e limitacdo na abertura da boca
(Romero-Reyes e Bassiur 2024). Essas disfuncdes apresentam uma etiologia complexa, tendo
como fatores predisponentes mais comuns a idade, sexo, fatores hormonais, traumas e estresse
psicoldgico, podendo levar a uma adaptacdo fisiologica, ou uma desorganizacdo na ATM.
Além disso, doencas de carater inflamatério 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 doencga autoimune e a destruicdo das articulagbes
é uma de suas caracteristicas. Apesar dos fatores reumatoides serem importantes para o seu
diagndstico, sua presenca em pacientes saudaveis ou auséncia em pacientes com a doenca,

pode sugerir a participacao de distdrbios imunes inatos no desenvolvimento da AR (Firestein
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2003). A partir de células T imunorreativas, juntamente de citocinas pré-inflamatorias, os
fibroblastos sinoviais sdo estimulados a expressarem RANKL, um membro da familia de
citocinas do fator de necrose tumoral (TNF), responsavel pela diferenciacdo dos osteoclastos,
e metaloproteinases de matriz, responsaveis pela destruicdo da cartilagem (Croft et al. 2019)
(Figura 1). Nesses processos, & possivel encontrar citocinas em concentracdes elevadas no
fluido sinovial de pacientes, como IL-1B, TNF-a, IL-6 (Kaneyama et al. 2002). Essas
citocinas desempenham um papel importante na AR, promovendo inflamacgédo local,
reabsorcéo dssea, e aumento de expressdo de RANKL nos fibroblastos sinoviais, aumentando

a osteoclastogénese (Takayanagi et al. 2000).

Gatilho desconhecido Células T CD4 autorreativas S — 0 ligante RANKL ativa os
promove inflamacdo na ativam macrdéfagos, pr‘gg:géog?:ﬁc_;lgﬂ?ezgnl\:l:dP o osteoclastos e a MMP destrai
membrana sinovial, atraindo resultando na produgéo de e RANKL por fibroblastos o tecido, resultando na
leucécitos para o tecido citocinas pré-inflamatdrias P destruigdo das articulagbes
N
- - IL-1, IL-6,
- A N IL17, TNF-a o, Osteoclasto
B / _ ( ) 2 LA
. | /’ |
Célula T Maa.:rc';fago & L ]
& = Cartilagem —/"
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Figura 1 - Patogénese 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 inducdo da inflamagdo na ATM, ha os métodos
fisicos, como aumento de dimenséo vertical, rompimento da zona bilaminar ou sobrecarga da
articulacdo temporomandibular (Nicoll et al. 2010; Figueroba et al. 2014), e quimicos, como a
utilizacdo 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 oOleo, é possivel induzir a artrite reumatoide
patologicamente idéntica aquela que ocorre em seres humanos sistemicamente ou diretamente
na ATM (Bendele 2001; Ananias et al. 2023).

2.3 TRATAMENTOS PARA AS DISFUNCOES TEMPOROMANDIBULARES
Atualmente, as opg¢des de tratamento para as DTMs podem variar de acordo com a
gravidade e as queixas do paciente. Esses tratamentos podem ser ndo 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 oclusdo (Albagieh et al. 2023). Contudo, é possivel que
esses tratamentos ndo sejam suficientes para resolver ou aliviar o problema, sendo assim, os
tratamentos medicamentosos podem ser uma opcdo. Por via oral, anti-inflamatorios,
relaxantes musculares, benzodiazepinicos, antidepressivos e analgésicos podem ser opcdes
menos invasivas para o controle da dor (Dym e Israel 2012). H& também opgdes consideradas
invasivas, como os tratamentos por via intra-articular, com injecdes de acido hialurénico,
toxina botulinica, plasma rico em plaquetas e anti-inflamatorios esteroidais (Andre et al.
2022), porém esse Ultimo com riscos de reacOes erosivas no 0sso e cartilagem (Caporali et al.
2013).

Dentre os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs), a indometacina é uma
alternativa para a dor e inflamacdo na artrite reumatoide (Nalamachu e Wortmann 2014).
Derivada do acido indolacetico, a indometacina (C19H16CINQO4) é praticamente insolivel em
agua, com pKa de 4,5 e apresenta atividade antipirética, analgésica e anti-inflamatéria. Tem
como mecanismo de acdo a inibicdo da cicloxigenase, impedindo a produgdo de
prostaglandinas a partir do &cido araquidénico. E indicada para tratamento de artrite
reumatoide, osteoartrite, artrite gotosa e tendinite, ainda, sua absorcdo pelo trato
gastrointestinal é rapida, porém sua taxa de absorcdo é reduzida e retardada quando ingerida
com alimentos sem afetar sua biodisponibilidade (Lucas 2016). Em adicdo a inibicdo da
cicloxigenase, a indometacina também apresenta efeito sobre IL-6 e TNF-a, como
demonstrado em alguns estudos a sua efetividade para o controle da condicdo inflamatoria
(Liu et al. 2019), além de mediar a destruicdo 6ssea (Jung et al. 2014).

Além dos AINEs, os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) do tipo 6mega-3 tém
sido estudados quanto sua importancia no nosso organismo, e desde entdo, o seu consumo tem
sido alvo de inumeros estudos (Dyerberg et al. 1975). Em conjunto com habitos saudaveis,
podem ter participacdes importantes no organismo, como na resolucdo da inflamacdo (Calder
2015; Parolini 2023).

As duas maiores familias de AGPI de cadeia longa séo do tipo 6mega 3 e 6 (w-3 e
®-6), e geralmente, os AGPI sdo classificados pelo nimero de carbonos, nimero de
insaturacgdes e a classificacdo dos grupos 6mega (Figura 2). A classificagdo dos grupos dmega
dessas moléculas acontece em funcao da localizacao da primeira ligacdo dupla entre carbonos,
saindo do ultimo carbono da molécula (carbono dmega) em direcdo ao primeiro carbono mais
préximo do grupo carboxilo (carbono alfa). Sendo assim, por exemplo, um AGPI que recebe a
primeira insaturagdo no terceiro carbono a partir do carbono 6mega é chamado de émega-3

(Saini et al. 2021). Os 6mega-3 EPA e DHA sédo encontrados em peixes de aguas frias, mas a
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quantidade pode variar até mesmo dentro da mesma espécie, isso porque as esta¢des do ano, o
local, idade e dieta dos peixes podem influenciar no dmega-3 desses peixes (Racine e
Deckelbaum 2007).

A. Acido Araquidénico B. DHA C. EPA

Figura 2 - Contagem de carbonos e localizagdo da primeira insaturacio no Acido Araquidénico, Acido Docosa-
hexaenoico (DHA) e Acido Eicosapentaendico (EPA). Fonte: National Center for Biotechnology Information.
PubChem Compound Summary for CID 446284, Icosapent; CID 445580, Doconexent; CID 444899,
Arachidonic Acid.

Na familia dos acidos graxos 6mega-6, o &cido araquiddnico desempenha um
papel significativo, uma vez que seus derivados s&o os principais sinalizadores e mediadores
de processos inflamatdrios, conhecidos como eicosanoides, moléculas derivadas de acidos
graxos insaturados de 20 carbonos (Wiktorowska-Owczarek et al. 2015). Por meio de
cicloxigenases, o &cido araquidbnico é convertido em prostanoides de série 2, como a
prostaglandina E> (PGE>), prostaciclina I (PGI,) e tromboxano Az (TXA2), que promovem
acao pré-inflamatoria, agregacdo plaquetaria e vasoconstricdo. Além disso, por meio de
lipoxigenases, a conversdao também ¢é feita em leucotrienos de série 4, responsaveis pelo
desenvolvimento e manutencdo da inflamagdo (Wiktorowska-Owczarek et al. 2015) (Figura
3A). Contudo, quando os acidos graxos 6mega-3 sdo 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-inflamatorios, em contraste aos
derivados dos acidos graxos 6mega-6 (Figura 3B) (Wada et al. 2007; Dennis e Norris 2015;
Ruiz-Lopez et al. 2015; Fonseca et al. 2017).



16

A

o COX PGE,, PG, e TXA, (Série 2) Promove:
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B -
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Figura 3 - Metabolitos do 6mega-6 Acido Araquidénico (A), e dos 6mega-3 Acido Docosa-hexaenoico (DHA) e
Acido Eicosapentaenoico (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 ANANOTECNOLOGIA COMO ADJUVANTE NO TRATAMENTO

A nanotecnologia é uma ciéncia que manipula e desenvolve nanoparticulas
carreadoras do tamanho de 10 a 1000 nm, e seu uso tem sido cada vez maior devido suas
vantagens em diversas areas. Com esse tamanho reduzido, podemos observar caracteristicas
Unicas, como uma melhora na performance in vivo de farmacos, podendo ser alteradas de
acordo com a necessidade para um melhor direcionando de tratamentos (Mora-Huertas et al.
2010). Dentre as vantagens encontradas, ha a melhora da biodisponibilidade do farmaco, logo,
uma possivel reducdo na dose administrada e consequentemente, uma provavel reducdo de
sua toxidade, contribuindo para uma terapéutica melhorada (Sahoo et al. 2007).

As nanocéapsulas, um tipo de carreador de escala nanométrica, sdo constituidas por
um sistema vesicular, contando com um envelope polimérico sélido e um nucleo liquido
(Figura 4). A composicdo dessa parede polimérica pode variar bastante, desde materiais
biodegradaveis ou ndo, como polimeros naturais, sintéticos ou semissintéticos, sendo 0s
biodegradaveis de maior interesse, oferecendo melhor estabilidade no armazenamento de
diversas moléculas (Couvreur et al. 2002).

Fase aquosa

Nicleo interno Revestimento
lipidico fluido polimérico
Surfactante

Figura 4 - Estrutura basica da nanocapsula. Adaptado de “Components of a Nanocapsule” usando

BioRender.com (2024). Obtido em https://app.biorender.com/biorender-templates.
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Sua substéncia ativa pode ser encontrada tanto no ndcleo, que pode ser composto
de agua ou Oleo, quanto adsorvido na parede polimérica, sendo liberada posteriormente
conforme o planejamento (Souto et al. 2012). Dentre os polimeros sintéticos mais utilizados
estdo o acido polilatico (PLA), o poli(metil-metacrilato) (PMMA), e a poli(e-caprolactona)
(PCL).

As propriedades da substancia ativa e a composicdo da nanocapsula séo fatores
importantes para o planejamento e estabilidade, como a compatibilidade dos componentes da
sintese da capsula, polaridade e solubilidade, j4 que a substancia ativa podera interagir de
forma positiva ou negativa (Sundar et al. 2010; Souto et al. 2012). Algumas caracteristicas
para o controle de qualidade precisam ser observadas para a caracterizagcdo do sistema, como
o tamanho da particula, a distribuicdo, estabilidade fisico-quimica, potencial zeta e a
morfologia (Schaffazick et al. 2003; Sundar et al. 2010).

Logo, a nanotecnologia, por meio das nanocapsulas, podem alterar a forma como
os farmacos sdo distribuidos, tornando uma alternativa promissora para tratamentos de
condi¢cdes complexas e reduzindo a possibilidade de efeitos adversos pela reducdo da dose
administrada (AbdElhamid et al. 2021).
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3 PROPOSICAO
3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito do nanoencapsulamento de substancias anti-inflamatorias no

tratamento da artrite reumatoide na articulacao temporomandibular de ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar e caracterizar as nanocapsulas de poli(e-caprolactona) contendo
indometacina e/ou 6mega-3;

Avaliar a viabilidade celular e calcular a Concentracdo Inibitoria 50 a partir da
exposicdo das células a indometacina e/ou O0mega-3 livres ou nanoencapsulados e as
nanocapsulas vazias;

Avaliar o efeito dos tratamentos por via intragastrica utilizando ELISA,
quantificando as citocinas IL-1p, IL-6, IL-10 E TNF-q,;

Avaliar o efeito dos tratamentos por via intragastrica por meio da morfologia da
articulacdo temporomandibular e disco articular dos ratos utilizando a microtomografia

computadorizada e técnicas histoldgicas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAIS E SUBSTANCIAS

Foram utilizados: Alcool polivinilico (PVA; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA),
poli(e-caprolactona) (PCL; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), Indometacina (Florien
Fitoativos, Piracicaba, Brasil), OmegaPURE (Biobalance, Porto Feliz, Brasil), Acetato de
Etila (Quimica Moderna, Barueri, Brasil), Formvar/Carbono (FCF) — 200 mesh-Cobre,
(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, EUA), Acetonitrila (Dinamica, 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), Dimetilsulfoxido (DMSO; Synth,
Diadema, Brasil), Adjuvante Completo de Freund (CFA, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA),
Acido acético glacial (Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil), Colageno bovino tipo Il (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA), Ketamina (Dopalen, Paulinia, Brasil), Xilazina (Anasedan,
Paulinia, Brasil), Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA; Exodo Cientifica, Sumaré,
Brasil), Paraplast (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), Kits ELISA ABTS IL-1p, IL-6, TNF-a, ¢
IL-10 (PeproTech Inc., Cranbury, EUA).

4.2 NANOCAPSULAS
4.2.1 Sintese das nanocapsulas

As nanocapsulas (NC) foram sintetizadas utilizando uma adaptacdo do método de
emulsdo-difusdo (Moinard-Chécot et al. 2008), inicialmente, preparando &gua e acetato de
etila saturadas entre si, como fases aquosa e organica respectivamente. Na fase aquosa, foi
dissolvido Alcool Polivinilico (PVA) (2,5%) e na fase organica poli(e-caprolactona) (PCL)
(2%), indometacina (0,8 mg/mL e 0,4 mg/mL para um volume final de 10 mL apds
purificagdo) e 6mega-3 (DHA:EPA 1:1,4) (4,8%) (Figura 5). A formulagéo foi feita com duas
concentracdes de indometacina para manter a dose diaria 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 5,0s por 5 min, com o dispositivo mergulhado a
metade da profundidade total do liquido.
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Figura 5 - Sintese das nanocapsulas: Preparacdo dos reagente e emulsificacdo. Criado com BioRender.com
(2024).

Apbs a ultrassonicacao, a emulsdo foi transferida para um béquer de 1 L e foi
adicionado 200 mL de 4gua em gotejamento sob agitacdo com auxilio de uma bureta. Entdo, o
solvente organico e parte da agua foram evaporados sob pressdo reduzida em evaporador
rotativo Rotavapor® R-215 BUCHI (Flawil, Suica) até o volume final de 10 mL (Figura 6).
As suspensdes foram analisadas em laminas de vidro no microscopio com luz polarizada
(Leica DMLP, Alemanha) para verificagdo da auséncia de cristalizagdo da indometacina. Para

a sintese das nanocapsulas brancas, a indometacina ndo foi adicionada.

Difusao: Evaporagao:
Gotejamento de Acetato de etila: Total
200 mL de agua Agua: Parcial

Ty

ﬂl_‘i: Volume Final:
= 10 mL
\ S —
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Figura 6 - Sintese das nanocapsulas: Difusdo e purificacdo. Criado com BioRender.com (2024).
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Os processos de sintese e purificacdo foram realizados na Faculdade de
Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas no Laborat6rio de

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

Figura 7 — Processo de sintese e purificacdo das nanocapsulas. (A) Solventes separados em duas fases momento
antes da emulsificacdo; (B) Ap6s a emulsificacdo; (C) Processo de difusdo em agua; (D) Purificagdo em
evaporador rotativo; (E) Produto ap6s purificacdo com aparéncia leitosa. Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.2 Caracterizacao das nanocapsulas

A morfologia das nanocapsulas foi determinada por microscopio eletrénico de
transmissdo JEM 1400 (JEOL, Japdo) operado com a tensdo de aceleracdo em 120 kV. As
amostras foram diluidas 1:100 em &gua, e 20 puL foram depositados em grades de cobre
cobertas por Formvar/Carbono (FCF) - 200 mesh, sem solucdo de contraste, secas e entdo
analisadas com magnificacéo de 60.000X.

O didmetro hidrodindmico médio (DHM), indice de polidispersdo (IPd) e
potencial zeta (PZ) das nanocépsulas diluidas 1:100 em agua foram analisados com Zetasizer
Nano ZS® a 25 °C, e em um angulo de deteccdo de 173° em triplicata. A anélise do DHM,
IPd e PZ foram realizados no Laboratério de Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara da Universidade Estadual Paulista "Jalio
de Mesquita Filho" (Unesp).

4.2.3 Eficiéncia de encapsulagéo

A quantificacdo de indometacina encapsulada utilizou um método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia previamente validado (Cruz et al. 2006) e convalidado
por meio da exatiddo, precisdo e especificidade do método. Foi utilizado acetonitrila/agua
(70:30, v/v) com pH 5,0 £ 0,5 como fase movel, coluna de fase reversa Xterra MS C18
(150x2,1 mm, 5 um), vazéao de 0,3 mL/min e temperatura de 30 °C. As curvas de calibracdo
lineares para indometacina foram obtidas por meio de sete pontos na faixa de 1,00-25,00

pg/mL com detec¢do a 267 nm.
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Para a quantificacdo, seis amostras foram centrifugadas em 4000 RPM por 10
minutos ¢ o sobrenadante separado. Cada suspensdo (100 pL) foi tratada com 10 mL de
acetonitrila, filtradas com filtros 0,45 um e injetadas (20 puL). A EE% foi calculada utilizando

a concentracao tedrica e a concentracdo real (Equacéo 1).

EE% = 2L 100
° [ ] tedrica

Equagéo 1 - EE%: Percentual da eficiéncia de encapsulagao.

A exatidao foi calculada a partir de solucdes de concentracdes conhecidas do
padrdo de indometacina, correspondendo as concentragdes finais de 2,5, 7,5 e 17,0 pg/mL em
triplicata. A precisdo foi determinada por meio da repetibilidade intradia e interdia. A
repetibilidade foi avaliada analisando 6 amostras de solugdes de concentragdo conhecida do
padrdo de indometacina correspondendo a concentracao final de 7,416 pg/mL, no mesmo dia,
nas mesmas condicdes experimentais. Na precisdo intermediaria, as analises foram realizadas
em 3 dias diferentes.

Para confirmar a especificidade do método, foi analisada a auséncia de
interferéncias pelos componentes das nanocépsulas. Foram preparadas nanocapsulas sem
indometacina e analisadas nas mesmas circunstancias experimentais das amostras com
indometacina encapsulada.

A convalidacdo do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia e a
quantificacdo da indometacina foram realizadas na Divisdo de Quimica Orgéanica e
Farmacéutica do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
(CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp).

4.3 CULTURA CELULAR
4.3.1 Densidade celular

Macrofagos murinos RAW 264.7 foram cultivados em Dulbecco's modified
Eagle's medium 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 fixagao.
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4.3.2 Viabilidade celular por reducédo de MTT

A densidade celular escolhida para o experimento foi estabelecida de acordo com
a absorbancia adquirida em uma curva de semeadura (500.000-31.250 células/mL) com 100
uL/pogo, em sextuplicata, compreendo a melhor densidade aquela que atingisse a absorbancia
entre 0,75 e 1,25 em 24 horas de experimento, apds as 12 h de fixagdo das células, utilizando
o ensaio de MTT.

As células foram semeadas em 100 pL na densidade de 62.500 células/mL, em
sextuplicata nas placas de 96 pocos. Apds 12 horas, o meio de cultura foi removido, e
adicionado 100 pL de meio de cultura fresco com indometacina, indometacina com émega-3,
nanocapsulas vazias ou carregadas com indometacina, previamente dissolvidos em tampéo
fosfato-salino (PBS) pH 7,4, em diluicdo seriada a partir de 50 uM por 24 h. A indometacina
e 0 Omega-3 foram adicionados de forma que os tratamentos tivessem a mesma quantidade
livre e encapsulada em seus respectivos grupos. Apds o tratamento, os tratamento foram
removidos e o0 ensaio de MTT foi realizado conforme instrucdes do fabricante. Apos 4 horas,
0 sobrenadante dos pocos foi removido e adicionado 100 pL de dimetilsulfoxido para
desenvolvimento de cor. A absorbancia foi medida em 540 nm em espectrofotdmetro (Asys
UVM 340, Biochrom) (Twentyman e Luscombe 1987). O calculo da inibi¢do de crescimento
50 (IC50) foi feito utilizando regressdo ndo linear por meio da opgdo “log(inhibitor) vs.
normalized response (Variable slope)” ¢ da equagdo (Y=100/(1+10"((LoglC50-
X)*HillSlope)) presentes no software GraphPad Prism 8.0.

4.4 ANIMAIS

Este estudo foi aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Biologia/lUNICAMP 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
elaboracdo do estudo e dos relatorios (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 4009 e divididos em 8 grupos (n = 6)
foram utilizados para o estudo. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas, com no
méaximo 3 ratos por gaiola, e passaram uma semana de adaptacdo ambiental apds o transporte
antes do inicio do experimento. Foram mantidos em regime de agua e alimentagdo ad libitum,
a temperatura média de 23 °C e ciclo de 12 h claro/escuro.

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

meio da Escala de Grimace (Sotocinal et al. 2011). O peso, a ingestdo hidrica e 0 consumo
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alimentar foram avaliados semanalmente. A eutanadsia foi planejada como ponto final

humanitario.

4.4.1 Célculo amostral

O delineamento dos grupos experimentais foi feito conforme o célculo amostral
disponibilizado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, adotando-se: valor critico para
grau de confianca de 95% (1,96); desvio maximo 0,2236 (22,36%), baseado no estudo
anterior da literatura e experimentos preliminares; erro padrdo minimo que se deseja encontrar
de = 5% da média (50%); e nivel de significancia de p < 0,05. Segue o célculo: 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 0 proximo numero

inteiro, ou seja, n = 6 animais.

4.4.2 Inducéo da artrite reumatoide

Para induzir a artrite reumatoide, foi utilizada uma emulsdo de colageno bovino
tipo 1l (2 mg/mL) (CIl) dissolvido em solugdo de acido acético 0,05 M com Adjuvante
Completo de Freund (CFA) na proporcao de 1:1 (Ananias et al. 2023). Quarenta e dois ratos
receberam injecdo de 100 puL de CFA + Cll via intradérmica na base da cauda e 6 animais que
compdem o grupo Controle Negativo receberam 100 pL de solucéo de cloreto de sédio 0,9%
na mesma regido. A injecao foi aplicada novamente como reforco apds 5 dias (Ananias et al.
2023).

4.4.3 Delineamento dos tratamentos

Divididos em 8 grupos (n=6), os tratamentos foram administrados por via
intragastrica (gavagem) Unica, diaria, por 7 dias e ocorreram apés 15 dias da inducédo da artrite
nos animais. O 6mega-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 solucdo de
cloreto de sodio 0,9% como tratamento (Figura 8).
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Tratamentos

Indugdo com CFA | Indometacina Omega-3 Observagdo

Nao (NaCl 0,9%) NacCl 0,9% Controle Negativo

[ Sim NaCl 0,9% Controle Positivo

Sim 2,5 mg/kg

a3 Grupo 5 Sim 5 mg/kg 300 mg/kg
.
Grupo 6 Sim 2,5 mg/kg 300 mg/kg

Sim 5 mg/kg 300 mg/kg Nanoencapsulado
" Sim 2,5 mg/kg 300 mg/kg Nanoencapsulado

Created in BioRender.com bio

Figura 8 - Grupos e tratamentos. NaCl, Cloreto de Sddio; CFA, Adjuvante Completo de Freund. Criado com
BioRender.com (2024).

A dose de 300 mg/kg de dmega-3 foi escolhida para obter uma dose equivalente a
humana de 6mega-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 a uma dose humana de 50

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

4.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
Apdbs a eutanasia, as articulacbes temporomandibulares (ATM) dos ratos foram
previamente sorteadas (direita ou esquerda) e processadas conforme a necessidade para cada

tipo de analise (Figura 9).

Amostra Preparacao Microtomografia
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Figura 9 — Processamento das amostras de acordo com a andlise. Criado com BioRender.com (2024).

4.5.1 Histologia e histomorfometria
Amostras da articulacdo temporomandibular foram fixadas em formaldeido 10%

em tampado fosfato (pH 7,4) a 4 °C por 24 h. As amostras foram descalcificadas em solucdo de
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EDTA 7% com o mesmo tampéo, com troca diéria por 90 dias. Apos a descalcificacdo, as
amostras passaram por desidratagdo e foram incluidas em Paraplast e cortados coronalmente
em cortes seriais de 6 um (Figura 10A) usando um micrétomo manual (Luptec MRP03). As
seccOes foram coletadas em laminas histologicas, identificadas e coradas com azul de
toluidina ou picrossirius vermelho. Além do disco articular, a regido do condilo em sua
espessura total e cada camada individualmente (fibrosa, proliferativa, maturada e hipertréfica)
foram mensuradas em trés areas distintas e a médias das medidas foram expressas em
micrémetros (Figura 10B).

As fotos dos cortes histologicos foram feitas por meio de um fotomicroscépio
Leica DMLP (Mannheim, Alemanha) com sistema de fotodocumentacdo OPTIKA
OptikamB3 Digital Camera (Ponteranica, Italia), empregando-se objetivas de 10 e 20X em

iluminacdo convencional ou polarizada.

Figura 10 - Histologia da articulagdo temporomandibular. (A) Coleta do corte histolégico em Iamina histoldgica
representado sem o processo de coloragdo. (B) Histomorfometria do cdndilo ap6s o processo de coloragéo
(imagem exemplificada com o azul de toluidina). Letras: D: Disco Condilar; F: Camada Fibrosa; P: Camada
Proliferativa; M: Camada Maturada; H: Camada Hipertrofica; O: Osso Subcondral. Linhas amarelas: delimitam
as camadas fibrosa, proliferativa, maturada e hipertréfica. Linhas tracejadas vermelhas: indicam a regido de
medida de cada camada. Linha tracejada laranja: indica o inicio do osso subcondral. Fonte: Aquisi¢do das
imagens pelo autor e demarcagdes para histomorfometria adaptadas de Ceotto et al., 2022.

4.5.2 Imunoensaio

As ATMs foram maceradas e centrifugadas em tampéo de extracdo celular (Tris-
HCI 50 mM e PMSF 0,1 mM, pH 7,4). Os sobrenadantes das amostras foram utilizados no kit
ELISA ABTS para IL-1B, IL-6, TNF-0, e IL-10 conforme as instru¢cGes do fabricante
(PeproTech Inc., Cranbury, EUA). A densidade Optica foi obtida utilizando o comprimento de

onda de 405 nm com corre¢do 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
metalica e o escaneamento utilizou energia de 50 kV, intensidade de corrente do tubo de raios
X de 800 pA e um filtro de aluminio com espessura de 0,5 mm posicionado a frente da saida
externa dos Raios X (Marana et al. 2022). As tomografias foram padronizadas em 6.43 um,
rotation step de 0.3 ° e aquisicdo em 360 °, totalizando 1.200 projec6es por amostra.

As reconstrucbes e as analises das reconstrucdes foram realizadas com o0s
softwares SkyScan NRecon e Skyscan CT Analyser respectivamente (Kontich, Bélgica). O
percentual de volume ésseo (BV), espessura trabecular (Th.Th) e namero trabecular (Th.N)

foram analisados.

4.6 ANALISES DOS DADOS

Os dados foram submetidos aos testes de Kolmogorov-Smirnov e Bartlett para
verificacdo da normalidade e da homoscedasticidade. Para a comparacdo entre grupos, foi
utilizado o teste de ANOVA-Welch e post-hoc de Games-Howell. A estatistica foi executada

no software GraphPad Prism 8.0.
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5. RESULTADOS
5.1 NANOCAPSULAS
5.1.1 Caracterizacdo das nanocapsulas
A morfologia das nanocépsulas foi observada em microscopio eletrénico de
transmissdo. A figura 11 mostra a nanocapsula vazia (A) e carregada (B). Em ambas as

representacdes, as nanocapsulas apresentam uma forma arredondada e sem irregularidades.

Figura 11 - Representacdo das nanocépsulas por microscopia eletrbnica de varredura com magnificacdo de
60.000X. A. Nanocépsula vazia; B. Nanocépsula carregada com indometacina (0,8 mg/mL). Barra de escala:
500 nm.

A Tabela 1 apresenta a média e desvio padrdo do pH, potencial zeta, didmetro

hidrodindmico médio e indice de polidispersdo das NC vazias, contendo 0,4 mg/mL e 0,8
mg/mL de indometacina. Além disso, as figuras 12 e 13 apresentam a distribui¢do dos dados

obtidos em triplicata pelo software do equipamento.

Tabela 1 - Caracterizacdo das amostras de nanocépsulas em triplicata.

Nanocépsulas pH DHM IPd PZ (mV)
Vazias 4,17 +0,2 223,7+21 0,114+0,015 -13,3%0,2
0,4 mg/mL 4,14 +0,3 2418+18 0,104+0,016 -109+£0,2
0,8 mg/mL 415+0,3 2243+14 0,091+0,032 -86+0,5

Legenda: DHM: Diametro hidrodinamico médio; IPd: indice de polidispersio.
PZ: Potencial Zeta. Dados apresentados em média + desvio padréo.
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Figura 12 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas em triplicata. A. Nanocapsulas vazias; B. Nanocapsulas
contendo 0,4 mg/mL de indometacina; C. Nanocépsulas contendo 0,8 mg/mL de indometacina.
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Figura 13 - Distribui¢do do potencial zeta em triplicata. A. Nanocépsulas vazias; B. Nanocéapsulas contendo 0,4
mg/mL de indometacina; C. Nanocépsulas contendo 0,8 mg/mL de indometacina.

5.1.2 Quantificacdo de indometacina das nanocapsulas e eficiéncia de encapsulacdo

A quantificacdo de indometacina encapsulada utilizou um método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia previamente validado e convalidado por meio da
exatiddo, precisdo e especificidade do método. A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos da
avaliacdo da exatiddo do método e a Tabela 3 apresenta da avaliacdo da preciséo interdia e
intradia. A eficiéncia de encapsulamento foi de 89,79%, com desvio padréo de 2,64 e desvio
padrao relativo de 2,94%.



Tabela 2 - Avaliacdo da exatiddo do método
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Concentracao teérica  Concentracao real média DP DPR Exatid&o
(Hg/mL) (Hg/mL) (%) (%)
2,5 2,547 0,017 0,657 101,89
75 7,255 0,021 0,291 96,73
17,0 17,079 0,014 0,079 100,46
Legenda: DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio Padrdo Relativo
Tabela 3 - Avaliacdo da precisdo interdia e intradia do método
. Concentracéo real média DPR
Interdia (ug/mL) DP (%)
Dia 1l 7,310 0,010 0,135
Dia 2 7,273 0,014 0,186
Dia 3 7,365 0,017 0,224
. Concentracdo real média DPR
Intradia (ug/mL) DP (%)
7,316 0,041 0,559

Legenda: DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio Padréo Relativo

A figura 14 apresenta os cromatogramas com a detec¢do das nanocapsulas sem
indometacina (A) e do padrdo de indometacina (B) para observacdo da especificidade do
método. Nao foi identificado sobreposicdo de picos em ambos 0s cromatogramas.

Detector A.257 nm
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=

B Detector A.267 nm
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0
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7 3058 2
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Minutes

Figura 14 - Cromatogramas da deteccdo das nanocéapsulas sem indometacina (A) e do padrao de indometacina

(B) em mili-absorbancia.
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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 Optica pelo
espectrofotbmetro, considerada otima para ser utilizada no ensaio de viabilidade celular foi
obtida no plagueamento de 62.500 células/mL (6.250 células/100 pL), com R2 de 0,9971,
conforme observado na Figura 15.

0.5 R?=0,9971

0.0 | T T 1
6.250 25.000 50.000 100.000

Densidade Celular (100puL)

Densidade Optica (540 nm

Figura 15 - Curva de densidade Optica em 540 nm em fun¢do da densidade celular. Os pontilhados em verde
representam os limites do intervalo de confianga de 95%.

5.2.2 Viabilidade celular por reducdo de MTT

A inibicdo de crescimento 50 (IC50) dos tratamentos foi calculada e observada
uma diferenca estatisticamente significante das células tratadas com nanocépsulas carregadas
com indometacina e nanocapsulas vazias em comparacdo com o0s tratamentos ndo
encapsulados (p < 0,0001), porém, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos nédo
encapsulados (p = 0,8200) e entre os dois tratamentos com nanocapsulas (p = 0,8733) (Figura
16). A IC50 obtida (x desvio padrdo) para indometacina, indometacina + ®-3, NC
indometacina + -3 e NC vazias foram 16,03 (£1,02), 16,74 (+1,04), 100,6 (x1,24) e 126,6
(£1,23) UM respectivamente.
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Figura 16 - Curvas de tratamento obtidas pelo ensaio de redugdo de MTT normalizado em porcentagem de
viabilidade celular, onde o grupo NC Vazias representa a mesma proporcdo em volume do grupo NC
Indometacina + ®-3. O gréfico apresenta média e desvio padrio e as comparacdes entre curvas foram realizadas
utilizando ANOVA-Welch e post-hoc de Games-Howell. Letras diferentes representam diferencas
estatisticamente significante entre 1C50.

53 HISTOLOGIA E HISTOMORFOMETRIA

Foram feitas analises histomorfométricas para analisar a espessura da cartilagem e
morfologia do condilo e espessura do disco articular. A figura 17 apresenta as mensuragdes da
cartilagem separadas por grupo e a figura 18 apresenta a espessura total das camadas e a

espessura do disco articular.
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Figura 17 - Mensuracdo das camadas fibrosa, proliferativa, maturada e hipertréfica do condilo em micrémetros.
Os diagramas de caixa apresentam a mediana (linha interna da caixa), 1° e 3° quartil (limites da caixa) e limite
superior e inferior (suicas). As comparacfes entre grupos da mesma camada foram realizadas utilizando
ANOVA-Welch e post-hoc de Games-Howell. Letras diferentes representam diferenca 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 comparagdo com 0s grupos Controle Positivo
(16,05+4,42), IND+®35+300) (37,0216,32), IND+®3(25+300) (36,8815,17), NC mp+w3 (5+300)
(43,9145,67) e NC mp+e3 (2,5+300) (46,17£5,45) (p <0,05). Os grupos NC mp+e3 (5+300)
(43,9145,67) e NC mp+o3 2,5+300) (46,1715,45) apresentaram a média significativamente maior
em comparagdo com os demais grupos (p <0,05) mas sem diferenca entre si (p >0,05). O
grupo Controle Positivo apresentou a média significativamente menor (16+4,42) em
comparagdo aos demais grupos.

Na camada proliferativa, o grupo Controle Negativo apresentou a média da
espessura significativamente menor (45,85+6,90) em relacéo aos grupos INDs (64,08+16,33) e
NC mp+o3 5+ 300) (47,19+12,14) e maior em relagcdo ao grupo Controle Positivo (23,71+6,69)
(p <0,05). O grupo INDs (64,08+16,33) apresentou a média significativamente maior em
relacdo ao demais grupos, com excegdo dos grupos NC mp-+e3 (5+300) (56,57£13,76) € NC mp+w3
2,5+300) (56,74+10,21) (p <0,05). Os grupos NC mp+e3 (5+300) (56,57+13,76) € NC mp+we3 (2,5+300)
(56,74+10,21) apresentaram a média significativamente maior em relacdo aos grupos
Controle Negativo (45,85+6,90) e Positivo (23,7116,69) (p <0,05) mas ndo apresentou
diferenca entre si (p >0,05). O grupo Controle Positivo apresentou a media significativamente
menor (23,71+6,69) em relagdo 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 relacdo aos grupos Controle Positivo
(20,3944,94), IND25 (32,46£4,69), IND+®3(5+300) (32,5215,56) € IND+m3 2 5+300) (36,33+5,23)
(p <0,05). Os grupos IND2s (32,46£4,69), IND+®35+300) (32,52+5,56) e IND+®325+300)
(36,33+5,23) apresentaram a média significativamente menor em rela¢do aos grupos Controle
Negativo (53,79£13,36), INDs (52,21+5,39), NC mp+w3 (5+300) (49,10£11,66) € NC mp+w3
,5+300) (45,99+8,94) (p <0,05) e maior em relacdo ao Controle Positivo (20,39+4,94) (p
<0,05), contudo, nédo apresentaram diferenca significante entre si (p >0,05).

Na camada hipertrofica, o grupo Controle Negativo (79,77+8,45), NC iND+w3 (5+300)
(84,74£17,57) e NC mp+o3 254300 (89,90£13,68) apresentaram a média de espessura
significativamente maior em relagéo aos demais grupos (p< 0,05) mas néo entre si (p >0,05).
O grupo INDs apresentou a meédia significativamente maior (70,88+6,14) em relacdo aos
grupos Controle Positivo (56,80+14,57), IND2s (49,83%9,67), IND+®3(s5+300) (53,72+£12,90) e
IND+®3(25+300) (53,60+£11,85) (p <0,05), que por sua vez, apresentaram a média

significativamente menor em relagéo aos demais grupos (p <0,05).
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Em relacdo a espessura total da cartilagem do condilo (Figura 18), o grupo
Controle Negativo apresentou a média significativamente maior (205,6+£26,33) que 0S grupos
Controle Positivo (116,2£20,58), IND2s (168,4+12,49), IND+w®3(+300) (170,4126,65) e
IND+®32,5+300) (178,0+17,26) (p <0,05). Os grupos NC mp+e3 (5+300) (234,3+£33,80) € NC p+o3
,5+300) (238,8+17,42) apresentaram a média significativamente maior que aos demais grupos,
com excecao ao grupo INDs (221,5+2,60) (p <0,05) mas nédo 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
diferenca significante (245,9+92,72) apenas em relacdo ao grupo Controle Positivo
(74,76x18,47) (p >0,05), que por sua vez, apresentou diferenca significante em relacdo a
todos os grupos (p <0,05). Ndo houve diferenca significante entre os grupos INDs
(195,9+43,01) e IND,5 (193,0£29,97) (p >0,05), mas foram significativamente menores que
0S grupos IND+w3+300) (270,5+12,34), IND+®325+300) (253,6+£20,44), NC mD+o3 (5+300)
(266,6+29,81) e NC mp+o3 (2,5+300) (323,7+13,72) (p <0,05). N&o houve diferenca significativa
entre 0s grupos IND+m3s+300) (270,5£12,34), IND+®3(2,5+300) (253,6+20,44), NC iND+w3 (5+300)
(266,6+29,81) (p >0,05) mas 0s grupos apresentaram espessura significativamente menor em
comparacdo ao grupo NC mp+e3 (2,5+300) (323,7+13,72) (p <0,05).
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Figura 18 - Mensuracdo da espessura total da cartilagem do cdndilo e do disco articular em micrémetros. Os
diagramas de caixa apresentam a mediana (linha interna da caixa), 1° e 3° quartil (limites da caixa) e limite
superior e inferior (suicas). As comparagdes entre grupos foram realizadas utilizando ANOVA-Welch e post-hoc
de Games-Howell. Letras diferentes representam diferenca estatisticamente significante entre grupos.



36

Na figura 19, a coloracdo azul de toluidina foi utilizada para visualizagcdo dos
proteoglicanos. No grupo Controle Negativo (A), € possivel observar todas as camadas bem
definidas, contudo, no grupo Controle Positivo (B), as camadas proliferativa e maturada estdo
bem reduzidas e ndo estdo bem definidas, além disso, o disco articular aparece bem reduzido e
colado & camada fibrosa. Nos grupos IND2 s, IND+®32,5+300) € NC mp+e3 2,5+300) (D, F € H)
mostram diminuicdo na densidade de proteoglicanos, nos grupos INDs, IND+®3s+300) € NC

IND+03 (5+300) (C, E € G) mostram um aumento na densidade de proteoglicanos.

AC. Negativo B C. Positivo

S

G NC |np+w3 (5+300) H NC \\p+ws (2,5+300)

Figura 19 - Imagens representativas da morfologia da articulacdo temporomandibular em azul de toluidina, com
magnificacdo de 20X. Legenda: D: Disco articular; F: Camada fibrosa; P: Camada proliferativa; M: Camada
maturada; H: Camada hipertréfica. Linha tracejada: Delimitacdo da camada hipertrofica e 0sso 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 a camada
fibrosa (entre linhas paralelas). A camada fibrosa e a camada proliferativa (seta) se apresentam com grande
descaracterizagdo. Os grupos que receberam a indometacina na concentracdo de 5 mg/mL (Figuras C, E e G)
apresentam uma organizacdo e definicdo nos proteoglicanos (asterisco) e na camada fibrosa (F) inferior em
comparacao aos grupos tratados com indometacina na concentracéo de 2,5 mg/mL (Figuras D, F e H).

Na figura 20, a coloragdo picrossirius vermelho foi utilizada para visualizagéo das
fibras colagenas utilizando luz polarizada, observando colageno tipo 1 em laranja e colageno
tipo 3 em verde (Coelho et al. 2018). No grupo Controle Negativo (A), é possivel ver a
camada proliferativa definida e a fibras colagenas organizadas no condilo, contudo, no grupo
Controle Positivo (B), a camada proliferativa é reduzida e h4 uma desorganizacdo do
colageno do condilo. Nos demais grupos (C, D, E, F, G, H), é possivel observar fibras
coldgenas verdes na camada proliferativa proxima de fibras alaranjadas das demais camadas,
ainda que nao estejam totalmente organizadas, as fibras colagenas apresentaram uma melhor
organizacdo em comparacao ao grupo Controle Positivo (B)
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Figura 20 - Imagens representativas da morfologia da articulagdo temporomandibular em picrossirius vermelho
com luz polarizada, com magnificacdo de 10X. Linha tracejada: Delimitacdo da camada hipertréfica e 0sso
subcondral (O). Linhas em paralelo delimitam a camada fibrosa (F) da cartilagem. Figura A: Seta aponta
organizacao das fibras colageno com arranjos bem definidos e asterisco mostra balango entre fibras vermelhas e
verdes. Figura B: Setas apontas desorganizacéo dos arranjos das fibras de coladgeno e asterisco mostra auséncia
de fibras verdes (colageno tipo I11). Figuras C-H: Asterisco mostra a presenga de fibras verdes (colageno tipo 111)
em balanco com fibras vermelhas. Com exce¢do da figura B, todas as imagens apresentam fibras verdes e
vermelhas de maneira uniforme.

5.4 IMUNOENSAIO

As articulagbes temporomandibulares foram submetidas ao ELISA para
quantificar as citocinas IL-1p, IL-10, IL-6 e TNF-a (Figura 21). Na quantificagdo da IL-1p, o
grupo Controle Positivo apresentou a média significativamente maior (652,4+90,94) que
todos os grupos (p <0,05). Os grupos INDs (352,4+99,43), IND2s (345,8+93,90),
IND+®3(s+300) (265,9+130,4) € NC mp+o3 (5+300) (138,1+£33,02) ndo apresentaram diferenca
significante entre si (p >0,05). Os grupos Controle Negativo (82,59+39,46), IND+®32,5+300)
(66,88+30,17) e NC mp+e3 (2,5+300) (69,35+64,85) apresentaram média significativamente
menores que o0s demais grupos (p<0,05) com exce¢do dos grupos IND+m3s+300)
(265,9£130,4) e NC mp+o3 (5+300) (138,1%£33,02) (p >0,05).

Na quantificacdo 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 ndo apresentaram diferenca significante entre si (p >0,05). Na quantificacdo da IL-6 e
TNF-a, o grupo Controle Positivo apresentou a média significativamente maior que todos 0s
grupos (p <0,05), contudo, os demais grupos ndo apresentaram diferenca significante entre si
(p >0,05).
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Figura 21 - Quantificagdo de IL-1B, IL-10, IL-6, TNF-a das articulagdes temporomandibulares dos ratos. Os
diagramas de caixa apresentam a mediana (linha interna da caixa), 1° e 3° quartil (limites da caixa) e limite
superior e inferior (suicas). As compara¢des entre grupos da mesma citocina foram realizadas utilizando
ANOVA-Welch e post-hoc de Games-Howell. Letras diferentes representam diferenca estatisticamente
significante entre grupos da mesma citocina.

5.5 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA
Foi realizada andlise da arquitetura 0ssea das articulacbes temporomandibulares
analisando o percentual de volume dsseo, espessura trabecular e nimero trabecular. A figura

22 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 22 — Resultados da analise da microarquitetura 6ssea do condilo: (A) Percentual de volume 6sseo; (B)
Espessura trabecular; (C) Numero trabecular. Dados apresentados em média + desvio padrdo. As comparagées
entre grupos foram realizadas utilizando ANOVA-Welch e post-hoc de Games-Howell. Letras diferentes
representam diferenca estatisticamente significante entre grupos da mesma variavel.
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6. DISCUSSAO
6.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS

Nesse estudo, o nanoencapsulamento da indometacina com o 6mega-3 como
nucleo oleoso, utilizando a técnica de emulsdo-difusdo, permitiu que nanocapsulas (NC)
poliméricas se formassem dentro da escala nanométrica independente da concentracdo do
farmaco, ainda, a indometacina, de caréter lipofilico, se manteve solvel no ndcleo oleoso da
NC (AbdElhamid et al. 2021), resultando em uma suspensdo leitosa. Devido a baixa
solubilidade da indometacina em agua (Alsalhi e Chan 2022), a falha do nanoencapsulamento
do farmaco poderia ser observada em microscopia eletronica de varredura ou transmissao
(Stukelj et al. 2019), pois as NC sdo suspensas em agua, como fase externa, e precipitaria
imediatamente o farmaco. Além disso, a suspensdo que apresentou um pH acido, restringiria
mais ainda sua solubilidade no meio externo (Alsalhi e Chan 2022). Logo, ap6s a
centrifugacdo para verificagdo da eficiéncia de encapsulamento, as amostras ndo apresentaram
o farmaco insolUvel na fase externa, o que permitiu administrar as NC sem a possibilidade de
o farmaco livre estar presente.

Apds a sintese, a caracterizacdo das nanocapsulas € importante para se investigar a
estabilidade e homogeneidade do sistema além de permitir a reprodutibilidade da técnica
empregada. As NC apresentaram uniformidade em sua distribuicio com um indice de
polidispersdo (IPd) comumente aceito para nanoparticulas poliméricas (Danaei et al. 2018).
Além do IPd, os valores do didametro hidrodindmico médio (DHM) das NC sdo dados
importantes para determinar possiveis interacoes fisioldgicas pois tem impacto direto com o
tamanho das NC (Maguire et al. 2018), logo, as NC apresentarem 0 DHM <250 nm pode ter
facilitado sua distribuicdo por capilares sinusoides no organismo (Sarin 2010; Danaei et al.
2018).

O potencial zeta (PZ) por sua vez, indica a diferenca de potencial entre a dupla
camada elétrica das NC e o plano de cisalhamento, apresentando uma magnitude da atracao
eletrostatica entre as NC, que poderd influenciar na floculacdo do sistema coloidal
(Bhattacharjee 2016). Apesar do PZ obtido no estudo ser considerado relativamente instavel
guando a NC esta carregada de indometacina, a suspensdo ndo apresentou qualquer tipo de
instabilidade. A razdo para que isso aconteca pode ser teorizada pela baixa interacdo atrativa
das forgas de van der Walls utilizando a constante de Hamaker, considerando que, mesmo
apresentando o PZ baixo, juntamente da interacdo atrativa baixa das forcas 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 quantificacéo foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e a convalidacdo do método apresentou desvio padrdo
relativo baixo avaliando a exatiddo, precisdo interdia e intradia do método. A avalicdo das NC
sem indometacina foi necessaria para analisar possiveis sobreposi¢cbes de picos em
comparacdo ao padrdo de indometacina. Em vista que o cromatograma para as NC sem
indometacina ndo apresentou sobreposi¢cdes, a quantificacdo de indometacina das NC
carregadas foi feita e a eficiéncia de encapsulamento foi calculada em aproximadamente 90%.
Além do célculo da eficiéncia, a quantificacdo é necessaria para o planejamento de possiveis

corre¢des na administragdo das NC.

6.2 VIABILIDADE CELULAR POR REDUCAO DE MTT

O teste de viabilidade celular avalia as células vivas remanescentes apds um
determinado tratamento. A utilizacdo de farmacos insollveis em agua, como a indometacina,
é uma limitacdo na cultura celular, pois 0 meio de cultura utilizado é aquoso e os farmacos
ndo conseguem se solubilizar, contudo, algumas substancias podem ser utilizadas como
cossolventes para ajudar na solubilidade dessas substancias (Timm et al. 2013). Sendo assim,
a solubilizacdo indevida dos farmacos pode apresentar resultados do tipo falso-negativo,
enquanto na verdade, ndo ha a distribuicdo correta do farmaco nas dilui¢fes subsequentes dos
tratamentos. Nesse estudo, ndo foi possivel dissolver a indometacina em 4&gua,
dimetilsulfoxido ou etanol (absoluto ou em fracdes), porém foi possivel dissolver em tampéo
fosfato-salino (PBS) pH 7,4. Apesar do sucesso com a indometacina, o 6mega-3 apresentou
baixa solubilidade em &gua e no mesmo tampdo, sendo entdo, uma limitacdo do estudo.

Os resultados do ensaio de viabilidade celular apresentaram o valor de DL50 das
formulacbes de NC superior aos tratamentos ndo encapsulados, assegurando a
compatibilidade das NC com os tratamentos convencionais. Ainda, é possivel observar que as
NC vazias reduziram a viabilidade celular sem diferenca significante em comparacdo com as
NC carregadas com indometacina, podendo supor que a NC por si sO apresenta alguma
toxicidade, possivelmente em decorréncia da fagocitose dos macréfagos RAW 264.7
(Wrdblewska et al. 2023) ou por alteragdes do meio de cultura. A reducdo da toxicidade da
indometacina foi observada em outros estudos utilizando nanocarreadores, como para
tratamento de cornea, onde também aumentou a permeabilidade (Nagai et al. 2014), no
controle da inflamagdo em pata de ratos e cultura celular (Almeida Junior et al. 2021) e na

reducdo da citotoxicidade em cultura celular de células hepéticas (Alkholief et al. 2022).
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Sendo assim, a administracdo das NC nos animais pdde acontecer de forma segura e com

toxicidade reduzida em comparagdo com a administracdo na forma livre.

6.3 ANALISE IMUNOLOGICA E MORFOLOGICA DA ARTICULAGCAO
TEMPOROMANDIBULAR

Modelos animais sdo amplamente utilizados em estudos para inducdo de artrite
reumatoide (AR) e apresentam como caracteristicas patoldgicas o inchaco das extremidades,
hiperplasia, proliferacdo de tecido sinovial, destruicdo da cartilagem articular e inflamacéo
excessiva (Olson et al. 2013; Liu et al. 2015; Morin et al. 2015; Yuce et al. 2021). O modelo
de inducdo escolhido nesse estudo, utilizando Adjuvante Completo de Freund (CFA) e
colageno tipo Il (CIl) na cauda dos animais, induz inflamacéo e degeneracdo da articulacédo
temporomandibular, compativel com um estagio crénico da AR. Esse modelo, também
utilizado em outros estudos (Barbin et al. 2020; Ceotto et al. 2022; Marana et al. 2022), tem o
inicio da AR répido, geralmente desenvolvendo-se de 10 a 13 dias apds a imunizagdo e com
um pico apos 20 dias, seguido por um declinio gradual (Ananias et al. 2023).

A quantificacdo de citocinas tem como finalidade a verificacdo do estado
imunolégico com base na patologia de interesse. Nesse estudo, a IL-1p apresentou um
aumento em sua concentragdo no grupo Controle Positivo em comparagdo ao Controle
Negativo e 0s grupos tratados, sendo semelhante em outros estudos utilizando o mesmo
modelo de inducao sistémica de AR com injecéo intradérmica de CFA e CIl na cauda (Barbin
et al. 2020; Ceotto et al. 2022; Ananias et al. 2023). Em contraste com a IL-1B, 0 TNF-a ¢
detectado em tecido sinovial da ATM de animais saudaveis (Figueroba et al. 2018). Os niveis
aumentados da IL-13 e TNF-a no grupo Controle Positivo demonstra a gravidade da AR e
estd fortemente relacionado a concentracdes elevadas de citocinas pré-inflamatorias
(Kavanaugh e Wells 2014).

No presente estudo, observou-se um aumento nas citocinas pro-inflamatorias IL-
1B e TNF-a juntamente da IL-6 no grupo Controle Positivo, estas estdo associadas a metéstase
de células tumorais e a patologia da AR. (Patil et al. 2019). A IL-6 é produzida
abundantemente pela maioria das células do sistema imunoldgico inato e que representam
uma ponte estratégica que conecta o sistema imunologico inato e adaptativo (Nakahara et al.
2003). A IL-10 foi encontrado no grupo Controle Positivo em uma concentracdo reduzida, o
que pode indicar uma resposta a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias de macrofagos e
neutrofilos (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 importancia



42

devido sua acdo anti-inflamatéria, que pode suprimir respostas pro-inflamatérias e limitar o
dano tecidual causado pela inflamacgdo (Boshtam et al. 2017).

Os tratamentos com indometacina, 6mega-3 junto da indometacina de forma livre
e Omega-3 junto da indometacina encapsulados, provocaram mudancas significativas nas
concentragOes das IL-1p, IL-10, IL-6 e TNF- a. A reducéo significativa das concentragOes da
IL-1pB, IL-6 e TNF-a nos grupos tratados foi devido a atuagdo sinérgica da indometacina sobre
a expressao dos genes relacionados a apoptose celular (Liu et al. 2019) e pela atividade anti-
inflamatdria dos acidos graxos DHA e EPA presentes no 6leo de peixe, que foi evidenciada
em modelos in vivo (Barbin et al. 2020; Ceotto et al. 2022) e in vitro em cultura de
sinovidcitos (Caron et al. 2019).

Apesar da IL-10, IL-6 e TNF-a ndo terem apresentado diferenca significativa
entre 0s grupos que receberam tratamentos, houve diferenca estatisticamente significante em
comparagdo com o grupo Controle Positivo, o que permite observar um controle sobre a
inflamac&o, principalmente pela elevacdo da IL-10, de atividade anti-inflamatdria, que se
apresenta reduzida na artrite reumatoide (Ni et al. 2022). Além disso, a expressdo da IL-6 na
artrite reumatoide pode, através de diferentes mecanismos de acdo, estimular a sintese de
interleucinas anti-inflamatorias, como a IL-10 (Boshtam et al. 2017), algo que € possivel
observar nesse estudo, a concentracdo da IL-6 e IL-10 dos grupos tratados semelhante ao
grupo Controle Negativo.

Para verificacdo da microarquitetura 6ssea da articulacdo temporomandibular, a
microtomografia computadorizada foi utilizada para aferir o volume d&sseo, espessura
trabecular e numero trabecular. No grupo Controle Positivo, houve uma reducdo no volume
0sseo e na espessura trabecular nos animais com AR induzida, ainda, outros estudos em
animais observaram reducdo no volume 0sseo e espessura trabecular na articulacdo
temporomandibular ap6s 2-4 semanas da inducdo da osteoartrite, sendo a reducdo mais
evidente na 2% semana (Xu et al. 2016; Cui et al. 2020). Apds o tratamento dos animais, foi
possivel observar um aumento do volume dsseo e espessura trabecular, mas nédo suficiente
para restabelecer sua microarquitetura proximo do grupo Controle Negativo, e ainda, sem
modificar o numero de trabéculas. A indometacina na densidade 6ssea em modelos de artrite
tem sido investigada, apresentando resultados positivos em funcdo da sua concentragdo, mas
ainda ndo sendo suficiente para uma reversdo total (Aota et al. 1996). Contudo, a melhora nas
caracteristicas 0sseas ndo acontece na osteoporose, causando uma piora na reabsor¢do dssea

conforme a dose da indometacina aumenta (Saino et al. 1997). O 6mega-3 por sua vez, péde
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ajudar na reducdo de prejuizos 0sseos, ainda que tempo dependente, mostrando uma melhor
mudanca em periodos curtos (Bonnet e Ferrari 2011; Marana et al. 2022; Benova et al. 2023).

Ao analisar a cartilagem condilar da ATM, foi possivel notar uma diminuicdo 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 reducdo da cartilagem articular, houve uma diminuicdo 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 reducdo na densidade de proteoglicanos (coloracdo 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
resisténcia, compressao e tensdo, predispondo a articulacdo as deformidades. Além disso, o
namero reduzido de células fibrocartilaginosas pode comprometer sua capacidade de
autorreparacdo (Tanaka et al. 2005).

Um aumento significativo foi observado na espessura da cartilagem articular nos
grupos que receberam os tratamentos em comparagdo com o grupo Controle Positivo. O
impacto da indometacina sobre a cartilagem tem sido muito estudado, mas aparentemente néo
apresenta um efeito negativo sobre a matriz extracelular da cartilagem articular em situagdes
saudaveis (Palmoski e Brandt 1983; Desa et al. 1988), contudo isso ndo acontece em uma
situacdo em que ha uma deplecdo prévia de proteoglicanos, podendo ainda aumentar a
deplecéo ja presente (Palmoski e Brandt 1983).

Por outro lado, o émega-3 apresenta um controle sobre as metaloproteinases,
enzimas responsaveis pela degradacdo da matriz de colageno observada nas laminas
histoldgicas coradas com picrossirius vermelho e vistas com luz polarizada (Shinto et al.
2011), em adicdo, € possivel observar matrizes verdes nos grupos que receberam tratamentos,
sendo um indicio de reparo na matriz (Mathew-Steiner et al. 2021), o que fica evidente ao
analisar o disco articular, mensura sua espessura, observando uma reducdo bastante acentuada
no grupo Controle Positivo em relagdo aos demais grupos. Ao receber tratamento, 0s discos
articulares tiveram sua espessura aumentada, 0 que pode acontecer devido o controle do
0mega-3 sobre as metaloproteinases e controle da doenga como um todo, reduzindo as
citocinas inflamatdrias e aumenta a anti-inflamatéria IL-10. Apesar da coloracdo de
picrossirius vermelho com luz polarizada ser utilizada para quantificagcdo de diferentes fibras

de colageno em cortes histoldgicos, as cores das fibras dependerdo do posicionamento da
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amostra em funcdo da luz polarizada, logo, a utilizacdo da técnica para verificacdo apenas da
variedade das fibras pode ser uma opcao segura (Coelho et al. 2018).

O estudo apresentou resultados significativos nos tratamentos com 6mega-3 e
nanocapsulas para o controle da inflamacdo e melhora da organizacdo da ATM de forma
superior a0 comparar com os tratamentos utilizando apenas indometacina. Ainda, foi possivel
observar que a dose da indometacina reduzida pela metade apresentou resultados
significativos, sugerindo que uma reducdo da dose também pode ser efetiva. Contudo, €
necessario que estudos clinicos utilizando 6mega-3 e nanocépsulas administradas via oral
sejam conduzidos para elucidar a efetividade desses tratamentos em humanos em periodos de

tempos curtos e longos.
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7. CONCLUSAO

A sintese e caracterizacdo das nanocapsulas atingiram o objetivo de se produzir
um carreador para a indometacina e 6mega-3, além disso, as nanocapsulas sintetizadas
apresentaram citotoxicidade reduzida quando comparadas com os tratamentos na forma livre,
apresentando entdo uma alternativa vidvel para estudos in vivo. Além disso, 0s animais
tratados com as nanocéapsulas apresentaram uma melhora na organizacdo do tecido articular,
representando uma alternativa atil no tratamento da artrite reumatoide na articulacéo

temporomandibular.
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ANEXOS
ANEXO 1 - CERTIFICADO CEUA 1 (2020)

CERTIFICADO CEUA n° 7/2020

Y
L

UNICA MBS

CEUAJUNICAMP

—
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada EFEITO DAS NANOCAPSULAS DE INDOMETACINA E OMEGA 3 EM POLI(g-
CAPROLACTONA) NA ARTRITE INDUZIDA EM ATM DE RATOS, registrada com o n° 5§599-1/2020, sob a responsabilidade
de Prof. Dr. Sidney Figueroba Raimundo e Victor Augusto Benedicto dos Santos, que envolve a produgao, manutengao ou
utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissao de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de 18/09/2020.

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 18/01/2021 a 16/12/2022

Vigéncia da autorizagao para manipulagao animal: 18/09/2020 a 16/12/2022

Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 6

Idade/Peso: 3.00 Meses / 400.00 Gramas

Sexo: 6 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 6

Idade/Peso: 3.00 Meses / 400.00 Gramas

Sexo: 6 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 6

Idade/Peso: 3.00 Meses / 400.00 Gramas

Sexo: 6 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 6

Idade/Peso: 3.00 Meses / 400.00 Gramas

Sexo: 6 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 6

Idade/Peso: 3.00 Meses / 400.00 Gramas

Sexo: 6 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 6

Idade/Peso: 3.00 Meses / 400.00 Gramas

Sexo: 6 Machos

Origem: CEMIB

Biotério onde serao mantidos os animais: Biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, FOP/UNICAMP

A aprovagdo pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagdo a junto ao IBAMA,SISBIO ou CIBio € € restrita a
protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratdrios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 19 de outubro de 2020.

Prof. Dr. Wagner José Favaro Rosangela dos Santos
Presidente Secretéaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengao ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias apos o encerramento de sua vigéncia. O formuldrio encontra-se disponivel na pagina da

CEUA/UNICAMP, érea do I . A ndo do de relatério no prazo estabelecido impedira que novos protocolos sejam submetidos.
Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/verifica

Informar codigo 5688A8A3 86CE4FF9 B824BA77 1999BDF5



ANEXO 2 - CERTIFICADO CEUA 2 (2023)

CERTIFICADO CEUA n° 284/2023

Y
¥

UNICAMR

CEUAJUNICAMP

CERTIFICADO
Certificamos que a proposta intitulada EFEITO DAS NANOCAPSULAS DE INDOMETACINA E OMEGA 3
EM POLI(e-CAPROLACTONA)NA ARTRITE INDUZIDA EM ATM DE RATOS, registrada com o n° 6354-
1/2023, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Francisco Carlos Groppo e Victor Augusto Benedicto dos
Santos, Sidney Figueroba Raimundo, que envolve a produgao, manutencao ou utilizacdo de animais

pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdao Animal
(CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual
de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de 22/11/2023.

Finalidade: () Ensino ( X)) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto: 20/01/2024 a 25/11/2024

Vigéncia da autorizacdo para manipulagao | 22/11/2023 a 25/11/2024

animal:

Espécie / linhagem/ raca: Rato heterogénico / HanUnib: WH(Wistar)

No. de animais: 6

Idade/Peso: 3.00 Meses / 400.00 Gramas

Sexo: 6 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Rato heterogénico / HanUnib: WH(Wistar)

No. de animais: 6

Idade/Peso: 3.00 Meses / 400.00 Gramas

Sexo: 6 Machos

Origem: CEMIB

Biotério onde serao mantidos os animais: Biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
FOP/UNICAMP

A aprovacao pela CEUA/UNICAMP ndo dispensa autorizacdo a junto ao IBAMA,SISBIO ou CIBio e
é restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de
Campinas.

Campinas, 14 de dezembro de 2023.

Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Eduardo Villaverde Haszler
Presidente da CEUA/Unicamp Secretario Executivo

IMPORTANTE: Pedimos atengo ao prazo para envio do relatério final de ativi referente a este p até 30 dias apés o de sua vigéncia. O formulério encontra-
se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, rea do It & A ndo 30 de relatorio no prazo estabelecido impedira que novos protocolos sejam submetidos.

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/verifica
Informar codigo 99E467FB 262F426C A6DOE471 18A79B80

57



ANEXO 3 - RELATORIO DE PLAGIO

ORIGINALITY REPOET

3

% 3% %

SIMILARITY INDEX INTERMNET SOURCES PUBLICATIONS STUDENT PAPERS

PRIMARY SOURCES

Fernanda Elisa Ferreira Ananias, Victor
Augusto Benedicto dos Santos, Francisco C.
Groppo, Guilherme Elias Pessanha Henriques
et al. "Inflammatory and degenerative effects
of induced osteoarthritis/rheumatoid arthritis
models on temporomandibular joint of rats”,
Archives of Oral Biology, 2023

Publication

1o

Mariana de Oliveira Daltoé. "Avaliacdo in vitro
da estabilidade de cor, da rugosidade
superficial e da microdureza de materiais
restauradores estéticos, apos imersao em
bebidas infantis ou envelhecimento artificial
acelerado”, Universidade de Sao Paulo,
Agencia USP de Gestao da Informacao
Academica (AGUIA), 2020

Publication

1w

Ytalo Freitas Fernandes. "Avaliacao do uso de
enxerto 0sseo suino no reparo de defeitos
Osseos criticos criados cirurgicamente na
calvaria de ratos. Estudo histomorfomeétrico e
microtomografico”, Universidade de Sao

1o

58



Paulo, Agencia USP de Gestao da Informacao
Academica (AGUIA), 2022

Publication

Monika P. Tagliari, Andréa Granada, Gislaine
Kuminek, Hellen K. Stulzer, Marcos A. S. Silva.
"Desenvolvimento e validacdo de métodos
analiticos para determinacao de acido
glicirrizico, acido salicilico e cafeina em
nanoparticulas de quitosana e alginato”,
Quimica Nova, 2012

Publication

T

Exclude guotes On Exclude matches < 1%
Exclude biblisgraphy On

59



