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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga articular inflamatdéria crénica, caracterizada
pela infiltragdo de células inflamatérias e autoanticorpos na membrana sinovial de
diversas articulagbes. Como doenca autoimune, a AR ndo apenas afeta as
articulagdes, mas também pode causar manifestacoes sistémicas, como disfuncao
hepatica, podendo ocasionar fibrose. A curcumina, um produto natural com efeitos
antioxidantes e anti-inflamatérios, tém mostrado potencial para a melhora do quadro
da artrite. E 0 uso de formulagdes como nanoemulsdes tém sido promissoras pelo
aumento da biodisponibilidade. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do
tratamento de ratos com artrite induzida por adjuvante (AlA), usando curcumina livre
(CL) ou curcumina nanoemulsificada (CN) de forma isolada ou em associacao com
metotrexato (MTX) sobre o acumulo de colageno no tecido hepatico. Os animais
foram divididos em sete grupos: controle (CONT), AIA, AIA+CL, AIA+CN, AIA+MTX,
AIA+CL+MTX e AIA+CN+MTX. A dose de Curcumina foi de 30 mg/Kg administrados
diariamente e de MTX de 1 mg/Kg semanalmente. O figado foi corado com
Picrosirus red. Os resultados mostraram que o grupo artritico sem tratamento e o
tratado com CL nao tiveram alteracdo do colageno. No entanto, os outros
tratamentos provocaram aumento de colageno. O tratamento com MTX associado
ou nao e a CN promovem fibrose no figado. Desta forma, o uso de MTX isolado ou
associado com Curcumina livre ou em nanoemulsdo devem ser utilizados com
prudéncia e novos estudos devem ser realizados para avaliar o grau de seguranca
do uso destes medicamentos.

INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune crénica que afeta cerca de 1%
da populacdo mundial, sendo uma das principais causas de incapacidade fisica e
comprometimento da qualidade de vida. No Brasil, estima-se que aproximadamente
2 milhdes de pessoas sejam afetadas por essa condicdo (SOCIETY, M. et al.,
2022), que impde uma carga significativa ao sistema de saude devido aos custos
associados ao tratamento e a perda de produtividade. O tratamento da AR envolve
0 uso de farmacos imunossupressores, como 0 MTX, que € amplamente utilizado
como tratamento de primeira linha devido a sua eficacia em controlar a inflamagéao
articular e retardar a progressdo da doenca. No entanto, um dos efeitos adversos
graves associados ao uso prolongado do metotrexato e de outros
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imunossupressores € o risco de desenvolvimento de fibrose hepatica (EDE VAN, M.
et al., 2017), uma condi¢cdo que pode evoluir para cirrose e faléncia hepatica. Essa
complicacdo destaca a necessidade urgente de desenvolver e avaliar novos
métodos terapéuticos que possam controlar a AR de maneira eficaz, como a
curcumina livre ou nanoencapsulada (AMALRAJ, M. et al., 2017), minimizando ao
mesmo tempo os efeitos colaterais a curto e longo prazo (PARVIZ, M. et al., 2012)
ja amplamente estabelecidos, como, dentre elas, a fibrose hepatica.

A busca por terapias mais seguras é essencial para melhorar o conhecimento sobre
diferentes formas possiveis de tratamento da AR, buscando oferecer aos pacientes
tratamentos que maximizem os beneficios clinicos enquanto minimizam os riscos de
complicagdes graves a longo prazo, sendo esse estudo de grande importancia,
dado a prevaléncia dessa doenca em um contexto populacional e tendo impacto
significativo no sistema de saude. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito do uso isolado ou da associa¢do da curcumina na forma livre ou em
nanoemulsdo e do MTX nas fibras colagenas hepaticas de ratos Holtzman com
artrite induzida por adjuvante.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo recebeu aprovacdo do Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
Universidade Estadual de Maringa (CEUA-UEM), sob o numero 20120702222.
Foram utilizados ratos da linhagem Holtzman, com 50 dias de idade. Os animais
foram distribuidos em sete grupos experimentais (n=6): controle (CONT), artritico
(AlA), artritico tratado com curcumina livre (AlIA+CL), artritico tratado com curcumina
nanoemulsificada (AIA+CN), artritico tratado com metotrexato (AIA+MTX), artritico
tratado com curcumina livre e metotrexato (AIA+CL+MTX), e artritico tratado com
curcumina nanoemulsificada e metotrexato (AIA+CN+MTX). A dose de Curcumina
foi de 30 mg/Kg administrados diariamente e de MTX de 1 mg/Kg semanalmente.O
tratamento foi administrado por via gavagem, do 7° ao 29° dia apds a inducao da
artrite, e no 30° dia foi realizada a eutanasia dos animais. As nanoparticulas foram
desenvolvidas em colaboracdo com a Faculdade de Farmacia da USP de Ribeirao
Preto.

Para as analises histolégicas, no 30° dia de tratamento, os animais foram
eutanasiados, e os figados foram removidos, fixados em paraformaldeido a 4% e
armazenados em alcool 70%. Posteriormente, os 6rgaos foram desidratados em
uma série de alcoois, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Cortes semi-
seriados de 5 um de espessura foram feitos em um micrétomo e corados com
Picrosirius red. Foram capturadas 30 imagens por animal com um microscépio
optico (NIKON® Eclipse 80i), e essas imagens foram utilizadas para a quantificacao
do colageno na regiao periférica as veias centrolobulares. As imagens foram
analisadas utilizando o software Image Pro Plus versdo 4.5.0.29. A analise
estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prisma v.7.05. Os dados ndo
seguiram uma distribuicdo normal, portanto, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo po6s-teste de Dunns. O valor de p menor que 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Na andlise de fibras colagenas no tecido hepatico (Figura 1), o grupo AlA e AIA+CL
nao apresentaram diferenca quando comparados com o grupo CONT. No entanto,
quando comparamos os grupos AIA+CN (p<0,0001), AIA+MTX (p<0,0001),
AlA+CL+MTX (p<0,0001) e AIA+CN+MTX (p<0,0001) observou-se um aumento
significativo de fibras coldgenas quando comparado aos grupos CONT, AIA e
AlA+CL. Com trinta dias de artrite ndo houve aumento do colageno, contudo,
nossos resultados demonstram que o tratamento com MTX provoca fibrose, assim
como observado em outros estudos (EDE VAN, M. et al., 2017). Apesar do grupo
AIA nao apresentar aumento de colageno no periodo de tempo avaliado neste
estudo, observou-se que a Curcumina na forma livre também nao afetou a sintese
do colageno. E podemos observar que ela foi mais benéfica do que na forma de
nanoemulsao que ocasionou aumento significativo de colageno. A administracéo da
CN visa aumentar a biodisponibilidade da curcumina que € responsavel pelo
aumento da absorcdo e dos niveis da curcumina na circulacao possibilitando desta
forma um maior aproveitamento desta substancia. No entanto, neste estudo a CN
promoveu aumento de colageno, assim como o MTX. Todos os grupos tratados com
MTX isolado ou associados com Curcumina apresentaram aumento de colageno,
indicando que nem mesmo a CL é capaz de reduzir a sintese do colageno quando
associada com o MTX. Estes achados devem ser analisados com cautela sendo
necessario mais estudos para avaliar se ocorrem alteracées em outros parametros
que justificariam a interrupcao do tratamento.
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Figura 1. Quantificacado de fibras colagenas no figado de ratos Holtzman. Grupos (n=5): CONT: controle;
AlA: artrite induzida por adjuvante; AlA+CL: artrite induzida por adjuvante + curcumina livre; AIA+CN: artrite
induzida por adjuvante + curcumina nanoemulsificada; AIA+MTX: artrite induzida por adjuvante + metotrexato;
AlA+CL+MTX: artrite induzida por adjuvante + curcumina livre + metotrexato; AIA+CN+MTX: artrite induzida por
adjuvante + curcumina nanoemulsificada + metotrexato. Dados ndo paramétricos, teste Kruskal- Wallis e pés
teste de Dunn’s; resultados expressos em mediana = intervalo de confianga.(a) Grupo com <0.05 vs grupo
CONT; (b) Grupo com p <0.05 vs grupo AlA; (c) Grupo com p <0.05 vs grupo AlA+CL.
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A AlA nao é capaz de promover alteragdo na quantidade de colageno no figado 30
dias apds sua inducdao. A curcumina livre também nao altera a quantidade de
colageno, no entanto, as formulacées de nanoemulsdo de curcumina e para todos
0s grupo tratados com MTX contendo ou n&o curcumina induz aumento da
quantidade de colageno. Estes achados sugerem a necessidade de uma
investigacdo mais aprofundada sobre o uso do MTX e da curcumina na forma
nanoencapsulada, para avaliar melhor a seguranca dessas formulagcdes no
tratamento da artrite reumatoide. Futuros estudos devem explorar possiveis
mecanismos de acado da curcumina nanoencapsulada que possam levar a fibrose,
assim como variaveis experimentais que possam ter influenciado este resultado. E
ainda uma avaliacdo de outros parametros que sejam também relevantes para
danos hepaticos devem ser averiguados para analisar o grau de seguranca para o
uso do MTX.
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