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RESUMO

A artrite reumatoide é uma doenga multifatorial que esta atrelada a infiltracdo de
células inflamatorias e formacao de pannus no tecido 6sseo e cartilaginoso. Todavia,
a patologia afeta diversas regides do corpo, como o intestino delgado. O objetivo
desse trabalho foi avaliar o efeito do uso isolado e da associagédo de curcumina livre
(CL) ou nanoemulsificada (CN) e metotrexato (MTX) no ileo de ratos com artrite
induzida por adjuvante. Foram utilizados um total de 42 ratos albinos da linhagem
Holtzman com 50 dias de idade em 7 grupos (n=6): controle (C); artritico (AlA);
artritico tratado com curcumina livre (AIA+CL); artritico tratado com nanoparticulas
de curcumina (AIA+CN); artritico tratado com MTX (AIA+MTX); artritico tratado com
curcumina e MTX (AIA+CL+MTX); artritico com nanoparticulas de curcumina e MTX
(AIA+CN+MTX). ApoOs 30 dias os animais foram eutanasiados. Nos parametros
guantitativos, foram avaliadas as células caliciformes produtoras de mucinas
neutras, sulfomucinas e sialomucinas (pH 1,0 e 2,5) e linfcitos intra-epiteliais
(IEL’s). A associacdo de CL ou CN com MTX promoveu aumento de sulfomucinas e
diminuicdo de sialomucinas no ileo de ratos artriticos. J& o MTX isolado, aumentou
os IEL’s em ratos artriticos com reducdo quando utilizada a associacdo do MTX e da
curcumina. Os resultados apontam para uma relacdo da barreira fisica ocasionada
pelo aumento das células caliciformes produtoras de sulfomucinas e a reducdo dos
IEL's. Porém, mais estudos para avaliar outros parametros que podem estar
relacionados com as analises precisam ser realizados.

Introducéo

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune caracterizada pela inflamacéo do
tecido sinovial das articulagdes, cartilagens e ossos. Essa inflamacéao € decorrente
do fator reumatoide (autoanticorpos caracterizados pela habilidade de reagir com
determinados epitopos da 1gG), producdo de anticorpos dirigidos contra a citrulina
(produzidos no liquido e membrana sinovial inflamada, capazes de reagir com
diversos peptideos citrulinados) e a infiltracdo de células linfoides e mieloides, que
ativam células teciduais (osteoclasto e condrdcitos) promovendo a destruicdo
articular. Ademais, ha projecbes de tecido proliferativo que penetram a cavidade
articular, invadindo tecido cartilaginoso e ésseo, formando pannus (SCHERER et al.,
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2020). A AR é uma patologia multissistémica, afetando 6rgdos extra-articulares
(pulméo, rins, coragdo, vasos sanguineos, sistema nervoso e intestino). No intestino
delgado, especialmente na porcdo final (ileo), os efeitos da AR induzida por
adjuvante culminam em processos neurodegenerativos nos plexos mioentérico e
submucoso, inflamac¢éo da mucosa e vasculite reumatica (BOSSOLANI et al., 2020).
O tratamento da AR pode ser realizado com diversos farmacos, como 0 metotrexato
(MTX). Este farmaco possui propriedades antimetabdlica, antiproliferativa e anti-
inflamatoria. Aléem disso, o MTX possui alta eficacia e baixo custo no mercado,
sendo de facil acesso. Todavia, 0 uso de MTX pode ocasionar efeitos colaterais e
adversos, como cefaleia, Ulcera, hiperemia, émese, hipertermia, hiperpirexia, entre
outros. Desta forma, a medicina alternativa surge como uma possibilidade para
minimizar os efeitos adversos e colaterais, mantendo a eficacia no combate a AR. A
curcumina proveniente da Curcuma longa (acafrao), € antioxidante, anti-inflamatoria,
antibacteriana, antiviral, antitumoral e antirreumatica. Porém, possui baixa
biodisponibilidade por administragéo oral, instabilidade quimica e rapida degradacao.
Entretanto, a nanotecnologia pode ser um fator para superar essas limitacdes.
Nanoemulsdes sao promissores carreadores de agentes terapéuticos devido a
capacidade de proteger substancias fotolabeis da degradacéo, controlar a liberacéo
de farmacos lipofilicos e diminuir os efeitos adversos. O objetivo desse estudo foi
avaliar os efeitos do uso isolado e da associacdo de curcumina (livre e em
nanoparticulas) e MTX sobre as células caliciformes e IEL's no ileo de ratos
Holtzman com artrite induzida com adjuvante (AIA).

Materiais e Métodos

Este trabalho foi aprovado pela Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UEM)
sob n°® 2012070222. Foram utilizados um total de 42 ratos albinos da linhagem
Holtzman, com 50 dias de idade distribuidos aleatoriamente em 7 grupos (n=6):
controle (C); artritico (AlA); artritico tratado com curcumina livre (AIA+CL); artritico
tratado com nanoparticulas de curcumina (AIA+CN); artritico tratado com MTX
(AIA+MTX); artritico tratado com curcumina e MTX (AIA+CL+MTX); artritico tratado
com nanoparticulas de curcumina e MTX (AIA+CN+MTX). A artrite foi induzida por
injecdo intradérmica de adjuvante completo de Freud (CFA) na pata posterior
esquerda. Apos a inducdo, administrou-se por via oral, 200mg/kg dipirona como
analgésico durante trés dias consecutivos (dias 0, 1 e 2). No 7° dia apos a inducéo
artritica teve inicio o tratamento que se manteve até o 29° dia. O qual foi realizado
via gavagem. O MTX foi administrado na dose de 1mg/kg 4 vezes em intervalos de 7
dias. A primeira dose no 7° dia e a Ultima no 28° dia apds a inducdo da artrite. No
30° dia apoOs a inducédo da artrite os animais foram pesados e eutanasiados com
30mg/kg de xilazina® e 180mg/kg de ketamina®, apds esse procedimento eles
foram submetidos a laparotomia e em seguida a retirada do ileo destinado as
analises histolégicas. Foi fixado em paraformaldeido 4% (pH 7,4) e posteriormente
armazenados em alcool a 70%. Para as analises histologicas, os tecidos foram
desidratados em bateria de alcoois, diafanizados em xilol e incluidos em parafina,
cortado em micr6tomo com 5 ym de espessura e corados com Acido Periodico de
Schiff (PAS, mucinas neutras) Alcian Blue pH 2.5 e 1.0 (sialomucinas e
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sulfomucinas, respectivamente). Hematoxilina e Eosina (HE) para a analise de
linfocitos intra-epiteliais (IEL’s). Foram quantificadas 2500 células presentes na
cripta e vilosidade e foi calculado o indice de cada subpopulacado celular. A analise
estatistica foi realizada no programa GraphPad Prisma v.8.05. Todos os dados
passaram no teste de normalidade. O teste estatistico utilizado foi analise de
variancia One-way ANOVA e poés-teste de Tukey. Os resultados foram expressos em
média * erro padrdo. Foram considerados estatisticamente significativos os valores
de p menor que 0,05 (p<0,05).

Resultados e Discusséao

Os resultados sdo apresentados na figura 1. Na analise de células caliciformes
secretoras de mucinas neutras o grupo AIA+CN obteve diferenca significativa
somente quando comparado com o AIA+CL, indicando o aumento de células
coradas com PAS na presenca da curcumina na sua forma nanoemulsificada (Fig.
1A). Entretanto, ndo h& diferenca estatistica ao ser comparado com o grupo C e AlA.
As células que secretam mucinas neutras estao relacionadas com a absorcdo de
moléculas de baixo peso molecular.
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Figura 1. Quantificacdo de células caliciformes coradas com: (A) PAS; Alcian Blue pH 2,5 (B); Alcian
Blue pH 1,0 (C); Quantificagéo de linfécitos intra-epiteliais (D). Resultados em porcentagem (%) e
média * erro padrao.

Houve reducédo significativa nas células caliciformes secretoras de sialomucinas no
grupo AlA + CN + MTX em relacdo ao AIA + CN (Fig. 1B). J& as sulfomuncinas, foi
observado o aumento de células caliciformes no grupo AIA + CL + MTX quando
comparado com os grupos C, AIA, AIA + CL e AIA + MTX. E o grupo AIA + CN+
MTX também demonstrou aumento quando comparado com C, AIA E AIA + MTX
(Fig. 1C). Estudos apontam que tanto o MTX (SERRANO-MIRANDA, 2022) quanto a
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Curcumina (SHEN et al. 2017) modulam a microbiota podendo afetar as
subpopulacdes de células caliciformes. Na analise de IEL's houve aumento
significativo nos grupos AlA, AIA + CN e AIA + MTX quando comparado com 0 grupo
C. O sinergismo entre o MTX e a curcumina reduziu esta subpopulacdo. O aumento
de linfocitos IEL’'s com administracdo do MTX pode estar atrelada com o receptor de
adenosina A2B (A2BR) expressa no ileo. O A2BR leva a diferenciacdo e aumento
dos IEL’s em células pro-inflamatoérias Thl7 (FRIEDMAN, 2019). Todavia, quando o
MTX esta associado com a curcumina na forma livre ou nanoemulsdo ocorre
reducdo destas células.

Conclusao

A associacdo do MTX e da Curcumina livre ou em nanoemulsdo reduz as
sialomucinas e aumentam as sulfomucinas no ileo de ratos artriticos. A artrite e o
MTX promovem aumento de IEL’s, no entanto, o sinergismo do MTX com a
curcumina reduz esta subpopulacdo. Os resultados sugerem que pode haver uma
relacdo da barreira fisica ocasionada pelo aumento das células produtoras de
sulfomucinas e a reducédo dos IEL's. Porém, mais estudos sdo necessarios para
avaliar outros parametros que podem estar relacionados com as observacdes
encontradas nesse estudo.
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