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RESUMO

A artrite reumatoide (AR), além de afetar as articulacbes, pode comprometer o
sistema nervoso entérico, resultando em neurodegeneracao intestinal. Este estudo
investigou os efeitos da curcumina livre, nanoencapsulada e do metotrexato (MTX)
sobre os neurdnios HUC/D e nNOS do plexo mioentérico do ileo de ratos com AR
induzida por adjuvante. Os resultados mostraram que, embora a AR aumente a
densidade de neurbnios mioentéricos, essa alteracao esta associada a degeneracao
estrutural, evidenciada pela reducao da area celular e da parede intestinal. Os
tratamentos com curcumina e MTX apresentaram efeitos neuroprotetores,
preservando a morfologia neuronal, com destaque para os grupos que receberam
terapias combinadas. A associacdo de curcumina nanoencapsulada ao MTX
promoveu os efeitos mais expressivos, sugerindo uma acao sinérgica entre as
propriedades anti-inflamatérias da curcumina e a imunomodulagdo do MTX. Esses
achados indicam que a curcumina constitui uma estratégia terapéutica promissora
como adjuvante no controle da inflamacéo entérica associada a AR, com potencial
para reduzir efeitos adversos dos tratamentos convencionais.

INTRODUGCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatéria crénica que acomete cerca de
1% da populacao (Orsini et al., 2023), sobretudo mulheres pds-menopausa e
homens de meia idade. Além do comprometimento articular, a inflamacédo pode
atingir o trato gastrointestinal, levando a alteragbes na mucosa e no sistema nervoso
entérico. O metotrexato (MTX), principal farmaco no tratamento, apresenta eficécia,
mas esta associado a efeitos colaterais hepaticos, gastrointestinais e
cardiovasculares, o que pode comprometer a adesao ao tratamento (Sugimori et al.,
2008). Nesse contexto, a curcumina, composta da Curcuma longa com agao anti-
inflamatéria, antioxidante e imunomoduladora, desponta como alternativa, embora
sua baixa biodisponibilidade limite o uso terapéutico. A nanoemulsdo surge como
estratégia para potencializar sua absorcao e eficacia. Este estudo avaliou os efeitos
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da curcumina livre e nanoencapsulada, isoladas ou combinadas ao MTX, sobre o
plexo mioentérico do ileo de ratos com AR induzida.

MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos foram aprovados pela Comissao de Etica no Uso de Animais
da UEM (CEUA n° 2012070222). Foram utilizados 42 ratos albinos Holtzman
machos (50 dias de idade, n=6/grupo), mantidos a 22 = 2 °C, ciclo claro/escuro de
12 h, com racdo Nuvilab® e agua ad libitum. Ap6s 5 dias de ambientagcdo, os
animais foram distribuidos em sete grupos experimentais: Controle (C) — agua
(veiculo); Artritico (AIA) — veiculo; AIA+CL - curcumina livre; AIA+CN -
nanoparticulas de curcumina; AIA+MTX — metotrexato; AIA+CL+MTX — curcumina
livre associada a MTX; AIA+CN MTX — nanoparticulas de curcumina associadas a
MTX. As doses de curcumina livre ou nanoencapsulada foram de 30 mg/kg/dia e de
MTX de 1 mg/kg/semana. A artrite foi induzida no dia 0 por inje¢édo intradérmica, na
pata posterior esquerda, com 100 pL de CFA contendo 5% de Mpycobacterium
tuberculosis inativadas. O edema de pata foi avaliado diariamente até o sexto dia
com pletismégrafo digital, confirmando a inducdo da artrite. Os tratamentos iniciaram
no dia 7, por gavagem, até o dia 29. No dia 30, realizou-se eutanasia com cetamina
(180 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg), seguida de coleta do ileo, fixacdo em
paraformaldeido 4% (pH 7,4) e armazenamento em PBS. Para a imunohistoquimica,
a mucosa e submucosa foram removidas, obtendo-se preparados totais da tunica
muscular. Foi realizada recuperacao antigénica em tampao citrato-acetato a 92 °C
por 15 min, seguida de bloqueio com BSA 2% + soro de cabra 10%. As amostras
foram incubadas por 48 h com anticorpos primarios anti-HuC/D e anti-nNOS, e por 2
h com anticorpos secundarios Alexa Fluor 488 e 546. ApoOs lavagens, as laminas
foram montadas com glicerol + PBS. As imagens foram obtidas em microscopio de
fluorescéncia (20x), capturando-se 30 campos aleatérios por animal. A densidade
neuronal (neurbnios/cm?) e a area de 100 corpos celulares por animal foram
determinadas com Image Pro Plus 3.0. A andlise estatistica foi realizada no
Statistica 7.1 e GraphPad Prism 3.1, com teste de Fisher, considerando-se p<0,05
como significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo morfoquantitativa do plexo mioentérico do ileo, por meio da
imunomarcacdo de neurbnios HuC/D e nNOS, evidenciou poucas alteragdes
significativas entre os grupos experimentais. Na densidade de neurénios HuC/D, nao
houve alteragcbes quando comparado o grupo AIA com o grupo C e quanto aos
tratamentos houve diferenca no grupo AIA+MTX quando comparado com o grupo
AlA (Figura 1.A). Em relagdo aos neurdnios nitrérgicos (nNOS), verificou-se um
aumento significativo no grupo AIA em relagdo ao controle, bem como aumento da
densidade neuronal no grupo AIA+CN+MTX em relagéo ao grupo C e ao AIA+MTX.
(Figura 1.B). Esses resultados demonstram que a AlA apéds 30 dias de inducéo, ndo
foi capaz de promover alteracdo significativa na densidade da populagdo geral de
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neurénios, no entanto, o uso do MTX demonstrou uma reducao desta populacao e
no caso de um tempo experimental maior este medicamento podera ter um efeito
mais expressivo nesta reducdo da densidade neuronal. JA na subpopulacao
nitrérgica este aumento pode ser consequéncia de uma mudanca de fenétipo devido
ao processo inflamatério observado nesta patologia. Isso sugere que, em fases
iniciais ou intermediarias da doenca, a inflamacao sistémica ainda nao gera perda
neuronal expressiva, mas altera o fenétipo e a morfologia dessas células. Esses
achados reforgam que a inflamagao sistémica da AR repercute no sistema entérico,
conforme descrito por Piovezana Bossolani et al. (2019).

Quanto ao perfil celular dos neurénios HuC/D, constatou-se acentuada redugéo no
grupo AIA em comparacao ao controle e aos grupos tratados. Todos os tratamentos
mostraram efeito protetor sobre essa populagdo neuronal, sem diferencas relevantes
entre eles (Figura 1.C). Por fim, na analise da area celular dos neurénios nNOS, o
grupo AIA apresentou significativa reducdo em relacdo ao controle. Os tratamentos
com CL e CN foram capazes de amenizar a reducao da area do perfil neuronal,
contudo ainda permaneceram com valores inferiores ao grupo controle e
preservaram parcialmente a integridade neuronal, tendo menor eficacia que o MTX.
Ja as terapias combinadas também evidenciaram efeito neuroprotetor relevante
(Figura 1-D). Destaca-se que os tratamentos combinados obtiveram melhores
respostas, sugerindo efeito sinérgico entre a modulacdo imunolégica do MTX e a
acao antioxidante da curcumina, em concordancia com evidéncias recentes sobre
terapias integradas em AR (Banji et al., 2011).
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Figura 1 — Densidade e area do corpo celular de neur6nios HUC/D e nNOS do plexo mioentérico do

ileo de ratos Holtzman. (A) Densidade neuronal HuC/D. (B) Densidade neuronal nNOS. (C) Area do

corpo celular de neurénios HuC/D. (D) Area do corpo celular de neurénios nNOS. Os dados estao

expressos em meédia * erro padrdo da média (EPM). Letras diferentes indicam diferencga estatistica
significativa entre os grupos (ANOVA, p < 0,05).

CONCLUSOES

Os achados indicam que a artrite reumatoide experimental induz alteracdes
morfolégicas no sistema nervoso entérico, com especial impacto sobre os neurdnios
nitrérgicos. O MTX, embora eficaz clinicamente, pode reduzir a densidade neuronal,
reforcando suas limitagbes. A curcumina, tanto na forma livre quanto
nanoencapsulada, apresentou efeito protetor sobre a integridade neuronal,
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especialmente no que se refere ao perfil celular, e quando associada ao MTX
potencializou os efeitos benéficos, sugerindo ser uma estratégia terapéutica
complementar promissora para reduzir os efeitos colaterais do MTX e preservar a
homeostase neuronal entérica.
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