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Resumo:

O objetivo deste trabalho consistiu em avaliar o efeito da quercetina
microencapsulada (10 mg/kg) e do anti-inflamatério ndo esteirodal ibuprofeno (17,5
mg/kg) sobre a populacdo de macréfagos M2 intestinais no jejuno de ratos. Estes
foram distribuidos em 5 grupos com seis ratos Holtzman cada: controle (C), artritico
sem tratamento (AIA), artritico tratado com ibuprofeno (controle positivo) a
17,5mg/kg (Al), artritico tratado com quercetina microencapsulada a 10 mg/kg (AQ) e
controle tratado com quercetina microencapsulada a 10 mg/kg (CQ). Apo6s 60 dias
de periodo experimental estes foram eutanasianados e o jejuno foi coletado para
posterior técnica imunohistoquimica para marcagdo de macrofagos CD206 e
quantificacdo Os grupos AlA, Al e AQ apresentaram reducao significativa no ganho
de massa corporal (GMC) de cerca de 77% (vs C; p<0,05). A densidade de
macrofagos CD206 no grupo AIA aumentou em 42% em relacdo ao controle
(p<0,0001). Os grupos AQ e Al apresentaram reducdo na populacdo de macréfagos
M2 de 23% (p<0,0001) e 35% (p<0,0001), respectivamente, em relacdo a AlA.
Conclui-se que o tratamento com quercetina obteve efeito compensatoério sobre a
populacdo de macrofagos M2 em ratos artriticos, reduzindo a densidade celular a
valores préximos ao controle.

Introducao

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca crbnica, autoimune, inflamatéria e
multissistémica cuja principal caracteristica € o acometimento simétrico progressivo
de pequenas e grandes articula¢cdes, incluindo cartilagens, tenddes e musculos. Em
um estudo de Souza et al., (2011) verificou-se alteracées morfométricas da area dos
neurdnios entéricos provocada por AR, confirmando o carater sistémico da doenca.
Seu aspecto destrutivo deve-se ndo so a proliferacdo de células inflamatorias que
liberam enzimas proteoliticas e citocinas, mas também ao estresse oxidativo com
consequentes danos a proteinas, lipidios e DNA devido a acédo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e radicais livres.
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O intestino tem inervacdo autonémica propria, o Sistema Nervoso Entérico (SNE), e
estudos recentes destacam a atuacdo dos macrofagos, conjunta e intimamente com
este sistema na fisiopatologia de diversas doencas. Macréfagos M2 estao presentes
no tecido do trato gastrointestinal em intima associagdo com os plexos nervosos. Os
macrofagos apresentam papel antioxidante, anti-inflamatoério e citoprotetor sobre os
neurdnios entéricos e sobre as CIC (Funnes et al., 2018). Atualmente, o tratamento
medicamentoso da AR compreende farmacos glicocorticoides, AINEs (anti-
inflamato6rios ndo esteroidais), analgésicos e DMARDs (drogas modificadoras de
atividade da doenca reumatica). Nos ultimos anos, novas abordagens terapéuticas
tém sido utilizadas, mas ainda ha casos em que a resposta ao tratamento escolhido
nao é satisfatoria, e o alto custo do tratamento e inimeros efeitos adversos acabam
levando ao abandono da terapéutica.

Dessa forma, tratamentos a base de substancias naturais surgem como alternativa.
A guercetina é um flavonoide antioxidante e anti-inflamatério que atua inibindo as
vias relacionadas a producdo de EROs e mediadores inflamatorios altamente
agressivos (Li et al., 2016). A sua administracdo em microcapsulas aumenta a
biodisponibilidade e consequentemente a absorcdo (Kim et al., 2017). Assim, o
objetivo deste trabalho consistiu em avaliar o efeito da quercetina microencapsulada
(10 mg/kg), e do anti-inflamatério ndo esteirodal ibuprofeno (17,5 mg/kg) sobre a
populacdo de macrofagos M2 intestinais no jejuno de 30 ratos Holtzman (Rattus
Norvegicus) artriticos induzidos pelo adjuvante complemento de Freund.

Materiais e métodos

Em conformidade com a aprovagdo do Comité de Conduta Etica no Uso de Animais
em Experimentacdo (CEAE) da Universidade Estadual de Maringa (UEM) sob o
parecer CEUA n° 4462180216, foram utilizados 30 ratos adultos Holtzman (Rattus
Norvegicus) machos. Aos 56 dias de idade foram distribuidos aleatoriamente em
cinco diferentes grupos, contendo 6 animais cada: controle (C), artritico sem
tratamento (AlA), artritico tratado com ibuprofeno (controle positivo) a 17,5mg/kg
(Al), artritico tratado com quercetina microencapsulada a 10 mg/kg (AQ) e controle
tratado com quercetina microencapsulada a 10 mg/kg (CQ). A artrite foi induzida
através de injecdo intradérmica, na pata traseira esquerda, de suspensdo de
adjuvante complemento de Freund (CFA) 0,1 mL de suspensdo a 5% de
Mycobacterium tuberculosis mortas e secas pelo calor, na regido plantar da pata
posterior esquerda de cada animal. Ao final de 60 dias de tratamento os animais
foram eutanasiados e o0 jejuno foi coletado e microdissecado para obtencédo de
preparado total da tunica muscular para realizacdo de imunohistoquimica para
macrofagos CD206 imunorreativos.

Foi avaliada a densidade dos macrofagos CD206 em 30 campos microscopicos
aleatorios. Um fator de correcdo foi empregado na densidade de macrofagos dos
grupos AlA, Al, AQ e CQ para manter a mesma proporcao da area intestinal de seus
respectivos grupos controle. A densidade foi expressa em numero de células por
cm2. Os resultados foram submetidos a analise estatistica através do delineamento
em blocos e pos teste de Fisher. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados e Discussao
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Os grupos AlA, Al e AQ apresentaram reducao significativa no ganho de massa
corporal (GMC) de cerca de 77% (vs C; p<0,05); portanto, nenhum dos tratamentos
adotados (Al e AQ) foi eficaz em reverter essa reducao. A reducao do GMC pode ser
explicada pelos diversos sintomas caracteristicos da doenca, os quais séo de dificil
reversdo com tratamentos pontuais como o uso de anti-inflamatorios, sejam eles
naturais ou laboratoriais. Estes sintomas incluem dores, rigidez matinal, fadiga,
alteracdes do sono e cansaco, os quais podem afetar os habitos alimentares do
animal, provocando perda de apetite (Smolen, 2018). Ademais, a AR também se
relaciona com a sindrome de caquexia, que consiste na perda de massa corporal
involuntaria pelo individuo.

Quanto a densidade de macréfagos imunorreativos ao CD206, houve um aumento
de 42% no grupo AIA (vs C; p<0,0001) e no grupo CQ (vs C; p<0,05), Figura 1. Isso
mostra que 0s macrofagos (residentes ou recrutados) aumentaram sua densidade
para protecao do tecido intestinal dos efeitos deletérios ocasionados pela inflamacéo
sistémica da AR. Por outro lado, no grupo CQ o aumento da densidade dos
macréfagos pode ter ocorrido devido administracdo de uma substancia antioxidante
e anti-inflamatéria em animais sadios, provocando um efeito pro-oxidante com
possivel toxicidade. Os grupos tratados com ibuprofeno e quercetina apresentaram
diminuicdo da densidade de macrofagos quando comparados ao grupo de animais
artriticos sem tratamento: AQ reduziu 23% (AIA vs AQ; p<0,0001; Figura 1); Al, 35%
(Al vs AIA; p<0,0001; Figura 1). Portanto, a quercetina atuou de forma a retornar a
densidade de macrofagos quase ao estado normal (quando comparado ao grupo
controle), em que o organismo ndo apresenta os efeitos agressivos causados pela
doenca. Esse efeito pode ser atribuido a atividade anti-inflamatéria e antioxidante da
quercetina, a qual pode ter atuado na reducéo da migracao de células inflamatérias
para tecido, a fim de estabelecer a homeostase do tecido em processo lesivo.
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Figura 1 — Analise quantitativa da densidade de macréfagos imunoreativos ao CD206 por unidade de
area (cm?) em preparados totais da tanica muscular do jejuno nos grupos controle (C), artritico sem
tratamento (AlA), artritico tratado com ibuprofeno (controle positivo) a 17,5mg/kg (Al), artritico tratado
com quercetina microencapsulada a 10 mg/kg (AQ) e controle tratado com quercetina
microencapsulada a 10 mg/kg (CQ). * p <0,05 quando comparado com o grupo C e ** p <0,05 quando
comparado com o grupo AlA (p <0,05).
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Conclusodes

Conclui-se que o tratamento com quercetina obteve efeito compensatorio sobre a
populacdo de macrofagos M2 em ratos artriticos, reduzindo a densidade celular a
valores proximos ao controle. Assim, o uso da quercetina microencapsulada
apresentou efeitos benéficos sobre a populacdo de macrofagos M2 no plexo
mientérico do jejuno de ratos artriticos. Sugere-se que a quercetina
microencapsulada seja uma boa alternativa no tratamento de artrite reumatoide,
atuando positivamente no bom funcionamento do trato gastrointestinal. Apesar
desses resultados, mais estudos devem ser realizados para avaliagdo dos efeitos
anti-inflamatoérios e antioxidantes da quercetina sobre o trato gastrointestinal, além
de possiveis efeitos colaterais.
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