o C
32° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica 23 & 24 de Novemnbro de 2023

12° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica Junior

CURCUMINA NANOEMULSIFICADA NOS RINS DE RATOS SUBMET IDOS A
ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE ALTERA A FUNCAO GLOM ERULAR
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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune inflamatéria caracterizada pelo
comprometimento da membrana sinovial das articulacdes periféricas. Pacientes com
esta patologia sédo tratados com diversos farmacos, como o metotrexato (MTX),
porém estudos mostram que este farmaco pode causar nefrotoxicidade, distarbios
hematologicos, entre outros. A curcumina é um produto natural com efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorios, o que pode melhorar alteracdes renais causadas
por algumas doencgas. Por isso, o presente estudo tem por finalidade avaliar os
efeitos do tratamento de ratos submetidos a artrite induzida por adjuvante (AlIA) e do
uso isolado ou da associacado de curcumina livre (CL) ou nanoemulsificada (CN) e
MTX, sobre os aspectos morfolégicos do corpusculo renal e a creatinina sérica. Os
animais foram distribuidos em sete grupos: grupo controle (C), os demais foram
submetidos a AR no dia zero e comecaram a receber os diferentes tratamentos
iniciando ao sétimo dia. Ao trigésimo dia, foram eutanasiados e 0s rins e sangue
coletados. Neste estudo, observou-se uma diminuicdo na area da capsula de
Bowman e do glomérulo do grupo AIA+CN+MTX em relacdo ao grupo AlA. Além
disso, foi verificado no grupo AIA+CN uma diminuicdo da creatinina sérica e do
espaco de Bowman. Muitas dessas alteracfes também sdo encontradas em
diabetes mellitus tipo | e lesdo renal aguda. Diante disso, a curcumina
nanoemulsificada reduz o espaco de Bowman e a creatinina sérica em ratos
artriticos, assim mais estudos sdo necessarios para avaliar o nivel de seguranca no
uso desta formulagéo.

INTRODUCAO

A artrite reumatdide (AR) € uma doenca autoimune inflamatoria caracterizada pelo
comprometimento da membrana sinovial das articulagbes periféricas, causando
inflamacéo sistémica, podendo atingir outros 6rgdos, sendo estas alteracfes ainda
pouco estudadas, principalmente em relacdo aos rins. O metotrexato (MTX) é o
farmaco mais amplamente prescrito em diversos paises para o tratamento de AR,
porém de maneira combinatéria com anti-inflamatérios ndo hormonais - AINH e
drogas modificadoras do curso da doenca - DMCD, ja que o mesmo apresenta uma
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toxicidade consideravel, sendo valido a atencdo aos efeitos colaterais, como:
disturbios gastrointestinais, distirbios hematologicos, nefrotoxicidade, desregulacéo
hepatica, entre outros (WANG, W.; ZHOU, H.; LIU, L., 2018). Este é um metabdlito
antifolato que inibe a sintese, o reparo e a replicacdo celular do DNA, além de
possuir propriedades anti-inflamatdrias e imunomoduladoras.

Diante ao exposto, a utilizacdo de produtos naturais em conjunto ao MTX foi uma
das alternativas encontradas pelos pesquisadores objetivando amenizar seus efeitos
colaterais. A curcumina (CURC), tem demonstrado bons resultados para o
tratamento da artrite pois apresenta efeitos anti-inflamatoérios, antioxidantes e até
mesmo antitumorais. Porém, ao considerar sua baixa biodisponibilidade, uma
formulacdo como nanoemulsdo pode aumentar a sua eficacia. Estudos mostram que
a CURC em nanoparticulas apresenta efeitos benéficos no controle de edema
artritico, haja vista a reducado da inflamacéo e a melhora nas alteragcfes histolégicas
da artrite, contudo seus efeitos sobre as modificacbes renais ainda devem ser
melhor esclarecidas (FAN, Z. et al., 2018).

Por isso, este estudo objetivou investigar os efeitos do tratamento com curcumina
livre ou nanoemulsificadas em monoterapia e em conjunto com o MTX no cortex
renal de ratos submetidos a artrite induzida por adjuvante (AlA).

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Maringd (CEUA-UEM), n° 20120702222. Utilizou-se ratos
albinos da linhagem Holtzman, com 50 dias de idade. Os animais foram divididos em
sete grupos experimentais (n=6): controle (C), artritico (AIA), artritico tratado com
CURC livre (AIA+CL), artritico tratado com CURC nanoemulsificadas (AIA+CN),
artritico tratado com metotrexato (AIA+MTX), artritico tratado com CURC livre e
metotrexato (AIA+CL+MTX) e artritico tratado com CURC nanoemulsificadas e
metotrexato (AIA+CN+MTX). No dia zero do tratamento, induziu-se a artrite nos
ratos com Adjuvante completo de Freund (CFA) administrado intradermicamente na
pata posterior esquerda. O tratamento foi realizado, via gavagem, a partir do sétimo
dia de experimento, o qual o grupo C e AIA receberam diariamente apenas agua,
enquanto em relacdo a CURC, tanto os grupos que continham CURC livres quanto
nanoemulsificadas, administrou-se 30 mg/kg de peso corporal diariamente. Ja nos
grupos tratados com MTX, o medicamento foi administrado uma vez por semana,
com dose de 1 mg/kg. A nanoemulsao foi produzida pela Faculdade de Farmacia da
Universidade de Sao Paulo (USP-Ribeirdo Preto).

Para as analises histologicas, no 30° dia do tratamento foi realizada a eutanasia dos
animais, os rins foram retirados, fixados em paraformaldeido a 4% e armazenados
em alcool 70%. Posteriormente, desidratou-se os 6rgdos em bateria de alcoois,
diafanizou em xilol e incluidos em parafina. Apds realizar cortes semi-seriados de 5
um de espessura em micrétomo e corados com hematoxilina e eosina (HE), foram
capturadas 50 imagens/animal com o microscopio oOptico (NIKON® Eclipse 80i),
sendo empregadas para a contagem de densidade glomerular. Além disso foi
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avaliada area de 50 glomérulos, da capsula glomerular e do espaco de Bowman. As
imagens foram analisadas no Software Image Pro Plus versao 4.5.0.29.

Para a andlise estatistica foi utilizado programa GraphPad Prisma v.8.05. Realizou-
se 0 teste de normalidade Shapiro-Wilk. Assim para os dados com distribuicdo
normal foi realizado a analise de variancia One-Way ANOVA e pés-teste de Tukey,
com resultados expressos como média + erro padrdo. Para os dados fora da
normalidade, o teste de Kruskal Wallis foi seguido pelo pds-teste de Dunns, com
resultados expressos em mediana * intervalo de confianca. Para ambas analises o
valor de p menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Como mostrado na figura 1, ndo houve diferenca significativa entre os grupos C e
AIA, em relacdo a area do espaco de Bowman, corpusculo renal e do glomérulo
(p=0,7405; p=0,7336; p=0,2985). Aléem disso, em relacdo a densidade glomerular,
nao foram encontrados resultados significativos (Tabela 1).
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Figura 1. Morfometria da area: (A) Capsula de Bowman. (B) Glomérulo. (C) Espaco de Bowman.
Analises realizadas por One-way ANOVA, dados expressos por média * erro padrédo. (a) p<0,05 vs.
C. (b) p<0,05 vs. AlA. (e) p<0,05 vs. AIA+MTX. (d) p<0,05 vs. AIA+CN

Tabela 1. Densidade glomerular e niveis de Creatinina sérica. *One-way ANOVA, dados expressos
por média + erro padrdo (n=6). “Kruskal-Wallis, dados expressos em mediana * intervalo de
confianca. (n=5). ()p<0 05 vs. C. (°) p<0,05 vs AIA+CL.

AIA AIA+CL AIA+CN AIA+MTX  AIA+CL+MTX AIA+CN+MTX
Densidade

glomerular’ 101677 114.5:15.87 136:17.13 113.5:18.71 13421244  119:2847  122:27.07
Creatinina  0.600£0.55; 0.50£0.42; 0.60£0.54; 0.45:0.41; 0.50£0.48; 0.50:0.42; 0.475+0.39;
(mg/dL)* 0.64 0.55 0.67 0.46% 0.53 0.61 0.54
Houve uma diminuicéo significativa do espaco de Bowman no grupo AIA+CN em
comparacdo ao grupo C (p=0,225), caracteristica também encontrada em casos de
nefrotoxicidade (VELIJKOVIC, M. et al., 2016) e diabetes mellitus tipo | (EL
AGAWANY, A. et al., 2012). E possivel observar, além disso, uma diminuicéo ténue
no grupo AIA em comparacao ao grupo C e uma diminuicdo dos grupos tratados, no
entanto, esses resultados n&do sao estatisticamente significativos.

Porém no grupo AIA+CN+MTX houve diminuicdo significativa na area da capsula
glomerular e do glomérulo em relagdo ao AlA (p=0,0056; p=0,0108) (Figura 1). Estas
alteracdes foram opostas as encontradas em estudo com a gentamicina a qual
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causa lesdo aguda renal (VELIKOVIC, M. et al., 2016), o que pode evidenciar uma
melhoria da funcéo renal.

Assim como houve reducdo no espaco de Bowman, também houve reducdo da
creatinina no grupo AIA+CN comparado com o grupo C (p= 0,0016) (Tabela 1).
Estudos sugerem que a reducdo da creatinina possa estar relacionada com a
hiperfiltracdo glomerular (DIAGO, C.A.A; SENARIS, J.AA. 2020), a qual
sobrecarrega os glomérulos contribuindo para o desenvolvimento de doencas renais
cronicas, além de servir de prognostico para outras doengas como osteoporose
densitométrica e diabetes mellitus tipo 2.

CONCLUSOES

Nos animais artriticos a CURC nanoemulsificada reduz a area do espaco de
Bowman e os niveis séricos de creatinina em ratos com AlA, indicando que o uso
desta formulacdo deve ser melhor avaliado por meio de novos estudos para
confirmar seu nivel de seguranca.
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