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RESUMO

A Artrite reumatdide (AR) é uma inflamacdo autoimune e crbnica que atinge
especialmente as articulagdes. Entre as formas de tratamento da doenca pode-se
citar o metotrexato (MTX), que apesar de eficaz esta associado a efeitos colaterais.
Por essa razao, o uso de adjuvantes, como a curcumina, ao tratamento da AR pode
ser benéfico. Assim este trabalho tem como objetivo analisar os efeitos do uso
isolado e da associacdo de MTX e curcumina (livre e nanoemulsificada) em ratos
com artrite induzida por adjuvante. O tratamento foi realizado com 35 ratos divididos
em 7 grupos: controle (C) e Artritico (AlIA): agua; Artritico com curcumina livre (ACL):
30mg/kg/dia de curcumina livre; Artritico tratado com nanoemulsdo de curcumina
(ACN): 30 mg/kg/dia de curcumina em nanoemulsao; Artritico tratado com MTX
(AM): 1 mg/kg/semana MTX; Artritico tratado com curcumina livre e MTX (ACLM):
associacdo de curcumina livre e MTX; Artritico tratado com nanoemulsdo de
curcumina e MTX (ACNM): associacdo de nanoemulsédo de curcumina e MTX. Trinta
dias apds a inducdo da artrite, os animais foram eutanasiados, o figado coletado,
pesado, fixado e processado para analise histoldgica. Avaliou-se a densidade e area
de hepatécitos. Na area dos hepatédcitos e peso do figado, todos os animais
artriticos apresentaram reducao em relacéo ao controle, além disso ACLM e ACNM
também reduziram a &rea do hepatécito em relacdo a AlA. A densidade foi maior no
ACNM em relacdo ao C. Apesar desse esquema terapéutico aparentemente nao
amenizar os danos hepaticos da AR, mais estudos podem ser considerados para
confirmar esses achados.

INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) trata-se de uma doenca inflamatdria autoimune e crénica
gue agride preferencialmente a membrana sinovial, causando problemas ésseos e
cartilaginosos, que podem acarretar inflamacéo sistémica com potencial de causar
dano articular irreversivel (Lee et al., 2001). Manifestacbes extra articulares séo
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menos caracteristicas que as articulares, porém a AR acomete outros O6rgaos e
sistemas, como o figado podendo causar fibrose hepatica e cirrose. Uma das
principais formas de tratamentos da AR é 0 uso de metotrexato (MTX), que tem
grande eficacia e um bom perfil de tolerancia na doenca, atuando como um agente
anti-inflamatoério e imunossupressor. Porém apresenta toxicidade; causando efeitos
colaterais, como vomitos, nauseas, disfuncdo hepatica, insuficiéncia renal e outas
complicagbes gastrointestinais. Ainda nao se tem conhecimento completo dos
mecanismos de hepatoxicidade do MTX, porém estudos clinicos elucidam que
possivelmente se deve ao estresse oxidativo, ocorrido pelo acimulo do complexo
MTX-poliglutamato nos hepatdcitos, diminuindo os niveis de acido félico e
consequentemente causando necrose hepatica (Sahindokuyucu-Kocasari et al,
2021). Com base nesses efeitos colaterias o uso de produtos naturais vem
crescendo por apresentarem bons resultados como adjuvantes. A curcumina, por
exemplo, é derivada da curcuma e possui efeitos variados, como atividade anti-
inflamatoria e antioxidante. Ensaios jA mostraram que a curcumina é segura mesmo
em doses elevadas, e seu uso em nanoemulsdes aumenta sua biodisponibilidade
farmacoldogica (AKABERI M et al., 2021). Assim, o presente estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos do tratamento isolado e da associacdo com MTX e
curcumina (livre ou em nanoemulsdo) no figado de ratos submetidos a atrite
induzida por adjuvante, por meio da andlise de densidade e éarea total de
hepatdcitos.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos a seguir foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal/lUEM, n° 20120702222.Aos 50 dias de idade, 35 ratos
Holtzman, foram fornecidos pelo Biotério Central da UEM e divididos em 7 grupos
experimentais (n=5): Controle (C); Artritico induzido por adjuvante (AlA); Artritico
tratado com curcumina livre (ACL); Artritico tratado com nanoemulsdo de curcumina
(ACN); Artritico tratado com MTX (AM); Artritico tratado com curcumina livre e MTX
(ACLM); Artritico tratado com nanoemuls&do de curcumina e MTX (ACNM). Todos o0s
animais foram tratados por gavagem gastrica. Além disso, as nanoemulsdes foram
produzidas em parceria com a Faculdade de Farméacia da USP de Ribeirdo Preto. A
inducdo da artrite foi realizada por meio de injecdo intradérmica na pata posterior
esquerda dos animais com 0,1 ml do adjuvante completo de Freund (CFA). O
tratamento, iniciou-se 7 dias ap0s a inducao da artrite. Os grupos C e AlA receberam
o0 volume de agua equivalente aos outros grupos; a dose de Curcumina livre ou
nanoencapsulada foi de 30mg/kg de peso diariamente; o MTX foi administrado na
dose de 1mg/kg uma vez por semana. Posteriormente, no 30° dia apos a inducdo da
artrite, os ratos foram pesados e eutanasiados com Ketamina (270 mg/kg) e xilazina
(30 mg/kg). O figado foi coletado e fixado em paraformaldeido 4% e armazenado em
alcool 70%. As amostras foram processadas histologicamente e coradas em
Hematoxilina e Eosina (HE) para analise morfométrica. Foram capturadas 50
imagens de cada animal na objetiva de 40x. Por meio do programa ImagePro Plus,
foram medidos 100 hepatdécitos por rato e contabilizado o numero de hepatécitos em
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25 imagens por animal. Para isso, foi calculado o nUmero de hepatdcitos por area
atil, ou seja, foi aplicada uma tarja/black sobre a veia centro lobular da imagem
capturada e contabilizadas todas as células fora da tarja. Posteriormente realizou-se
o célculo da area total da imagem menos a area do black/tarja, e foi definida uma
area util de 86.600 pum2. Foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk, os dados
paramétricos submetidos a Andlise de Variancia One-way ANOVA, em seguida foi
realizado o pos-teste de Tukey. Ja os dados ndo paramétricos passaram pela
analise de Kruskall-Wallis seguida pelo pos-teste de Dunns. Em todas as
comparacoes estatisticas o nivel de significancia foi de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 pode-se observar os resultados do nimero de hepatdcitos (1-A), a area
celular dos hepatdcitos (1-B) e o peso do figado (1-C). Sendo que na avaliacdo da
area dos hepatdcitos, todos os grupos artriticos apresentaram uma diminuicdo
significativa em relacdo ao grupo C. Os grupos ACLM e ACNM apresentaram
também reducdo da area em relagcdo ao grupo AlA. Nas andlises de numero de
hepatdcitos é possivel observar que todos o0s grupos, exceto pelo ACLM,
apresentaram aumento significativo em relacdo ao grupo C. Além disso, 0s grupos
ACLM e ACLM diminuiram em relacdo ao grupo AIA. Outro achado é que ACL e
ACN apresentaram mais hepatocitos que ACLM. E ACNM aumentou
significativamente em relacdo a AM e ACLM. Por fim, tratando-se do peso do figado,
todos os grupos submetidos a artrite diminuiram a massa total hepatica.
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Figura 1 - Analises hepaticas. (A) Area dos hepatdcitos; descritos em pmz2. (B) Numero de
hepatécitos; calculados dentro de uma area Util de 86.600 umz2. (C) Peso figado. (A e C) Andlises
realizadas por One-way ANOVA/Tukey, expressos em média + erro padrao (n=5/grupo). (B) Analises
realizadas por Kruskal-Wallis/Dunns, expressos em mediana = intervalo de confianga (n=5/grupo). (%)
grupo estatisticamente diferente do grupo C. (b) grupo estatisticamente diferente do grupo AIA. ()
grupo estatisticamente diferente do grupo ACL. (&) grupo estatisticamente diferente do grupo AM. (f)
grupo estatisticamente diferente do grupo ACLM. (9) grupo estatisticamente diferente do grupo ACNM.

E provavel que o aumento do nimero de hepatdcitos seja um efeito compensatorio
da diminuicdo da area dos hepatdcitos, fazendo com que estes figuem mais
concentrados. Além disso, nosso estudo corrobora a afirmacdo que mais de 90% de
pacientes artriticos apresentam anormalidades hepaticas (Ebert et al., 2011), com a
diminuicdo da é&rea dos hepatécitos e atrofia hepatica nos ratos artriticos.
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Demonstrando que o presente esquema terapéutico nao foi capaz de amenizar os
danos da artrite no figado. Contudo ainda existem mais analises que podem ser
realizadas, a fim de confirmar se realmente o uso isolado e a associagdo de
curcumina com MTX pode ser Util para amenizar os danos de uma artrite severa.

CONCLUSOES

Dentro de um modelo de artrite severa, o uso de 30 mg/kg de curcumina (livre ou
nanoemulsificada) e/ou MTX ndo modifica a atrofia de hepatdcitos, aumento do
numero de hepatdcitos e a reducdo do peso do figado gerado pela AlA. Contudo
ainda se trata de um tratamento que precisa ser melhor estudado, pois outros
parametros importantes ainda podem ser avaliados para comprovar sua eficacia.
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