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RESUMO

Estudos experimentais com modelos de artrite induzida por adjuvante (AlA), tém sido
utilizados para investigar possiveis repercussoes sistémicas da doencga, incluindo o
comprometimento da funcao e estrutura das glandulas salivares. Nesse contexto,
objetivou-se neste estudo avaliar os efeitos da artrite induzida por adjuvante e do
tratamento com metotrexato (MTX) e curcumina (livre e em nanoparticulas) sobre a
densidade média dos ductos estriados da glandula salivar submandibular de ratos
Holtzman. Trinta e cinco ratos foram distribuidos em sete grupos (n=5): Controle (C),
Artritico (AlA), Artritico com curcumina livre (AlIA+CL); Artritico com nanoparticulas
de curcumina (AIA+CN); Artritico com metotrexato (AIA+MTX); Artritico com
curcumina livre e metotrexato (AIA+CL+MTX); e, grupo artritico com nanoparticulas
de curcumina e metotrexato (AIA+CN+MTX). O tratamento foi realizado com
suplementacao diaria com veiculo (adgua), curcumina (30 mg/ kg) livre ou em
nanoencapsulada, e metotrexato (1mg/Kg) em dose semanal. A analise quantitativa
nao revelou diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) entre os grupos
avaliados. No modelo de artrite induzida por adjuvante, os tratamentos com MTX,
curcumina (livre ou nanoencapsulada) e suas combinagdes nao promoveram
alteracoes relevantes na densidade média dos ductos estriados da glandula
submandibular durante o periodo de intervencao de 30 dias.

INTRODUCAO

A associacao do metotrexato (MTX) com curcumina, seja em sua forma livre ou
nanoencapsulada, configura-se como uma abordagem terapéutica promissora no
tratamento da artrite reumatoide (AR), com potencial ndo apenas para atenuar a
inflamacéao sistémica, mas também para resguardar a integridade funcional das
glandulas salivares (ABDEL; OMAR, 2023). Contudo, os impactos isolados e
sinérgicos desses compostos em outros sistemas organicos ainda permanecem
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pouco elucidados, ressaltando a necessidade de estudos complementares para
ampliar a compreensdo de seus efeitos sistémicos. Assim, o objetivo deste estudo,
foi avaliar os efeitos da artrite induzida por adjuvante e do tratamento com
metotrexato (MTX) e curcumina (livre e em nanoparticulas) sobre a densidade média
dos ductos estriados da glandula salivar submandibular de ratos Holtzman.

MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se 35 ratos albinos da linhagem Holtzman, com 50 dias de idade (CEUA n°
2012070222) que foram distribuidos em 7 grupos (n=5): Controle (C), Artritico (AIA),
Artritico sem tratamento que recebeu apenas o veiculo; Artritico tratado com
curcumina livre (AIA+CL); Artritico tratado com nanoparticulas de curcumina
(AIA+CN); Artritico tratado com metotrexato (AIA+MTX); Artritico tratado com
curcumina livre e metotrexato (AIA+CL+MTX) e Artritico tratado com nanoparticulas
de curcumina e metotrexato (AIA+CN+MTX). O tratamento foi realizado, via
gavagem, do 72 dia até o 30° dia apds a indugéo da artrite por Adjuvante completo
de Freund (CFA) contendo 5% de Mycobacterium tuberculosis inativadas pelo calor.
As glandulas submandibulares extraidas foram lavadas em solugéo salina 0,9% e
fixadas em formol tamponado 10%. Cortes histolégicos de 6 um foram corados com
Hematoxilina-Eosina (HE) e as laminas obtidas foram capturadas, de forma cega,
em microscépio 6ptico NIKON Eclipse 80i (em aumento de 20X) acoplado a uma
camera de alta resolugdo (Nikon, Ds-Filc) e conectado a um computador com
software NIS-Elements (versdao 4.0). As imagens obtidas foram armazenadas em
arquivo digital e entdo analisadas no Software Image-Pro-Plus 4.5 (Media
Cybernetics; versao 4.0) por um Unico observador. Foram quantificados todos os
ductos estriados das glandulas submandibulares em 20 imagens capturadas por
glandula/animal. Os dados foram analisados por ANOVA, seguida do teste de Tukey,
adotando-se nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A inducao de artrite por adjuvante (AlA) ndo promoveu alteragdes significativas (p >
0,05) na densidade média dos ductos estriados da glandula salivar submandibular
em relacdo ao grupo controle (C), assim como os diferentes regimes terapéuticos
com metotrexato (MTX), curcumina livre (CL), curcumina nanoencapsulada (CN) ou
suas combinagdes também nao resultaram em diferengas significativas detectaveis
no parametro avaliado (Figura 1).

A fungéo primordial do sistema de ductos, intercalares, estriados e excretores €
conduzir e alterar a saliva primaria através de secrecao e reabsorcao de eletrélitos e
secrecao de glicoproteinas; além de outras fun¢des cruciais na renovacao celular do
parénquima. Todavia, pacientes com artrite reumatoide podem desenvolver
sobreposicao com a sindrome de Sjégren secundaria e, independentemente dessa
associacao, frequentemente apresentam alteragdes nas glandulas salivares,
caracterizadas por reducao das unidades secretoras, infiltracao linfocitaria intensa ao
redor dos ductos estriados (VERSTAPPEN, et al., 2021), inflamacao difusa,
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substituicdo por tecido adiposo e formacgao de fibrose (YIN, et al., 2021). Em nosso
estudo, a analise da densidade média dos ductos estriados da glandula salivar
submandibular (Figura 1) manteve-se inalterada nos grupos artriticos tratados ou
nao (AlIA; AIA+MTX; AIA+CN+MTX; AIA+CL; AIA+CN; AIA+CL+MTX) quando
comparada a do grupo controle (C). A manutencao da densidade média dos ductos
estriados da glandula submandibular, mesmo no grupo (AlA) sem tratamento, é
sugestiva de que, nesta fase inicial e de progressdo gradual da doenca (30 dias) e
dentro da faixa etaria analisada (50 dias), o parénquima glandular provavelmente
ainda nao tenha sofrido injurias celulares expressivas desencadeadas pelo processo
inflamatério caracteristico da AR. Outro fator a ser considerado, quanto a
manutencado da densidade dos ductos estriados, € que Ohlsson et al. (2002) relatam
que as células do ducto estriado das glandulas salivares sdo mais resistentes a
apoptose, diante das alteracdes causadas pela sindrome de Sjogren.
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Figura 1 — Densidade média dos ductos estriados da glandula submandibular de ratos nos grupos:
Controle (C), Artritico (AlA), Artritico sem tratamento que recebeu apenas o veiculo; Artritico tratado
com curcumina livre (AIA+CL); Artritico tratado com nanoparticulas de curcumina (AIA+CN); Artritico

tratado com metotrexato (AIA+MTX); Artritico tratado com curcumina livre e metotrexato
(AIA+CL+MTX); e, Artritico tratado com nanoparticulas de curcumina e metotrexato (AIA+CN+MTX).
Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos (p >0,05).

E importante ressaltar que, embora nossos resultados ndo tenham demonstrado
efeitos significativos do tratamento com metotrexato (MTX), seja administrado
isoladamente ou em combinagdo com curcumina (na forma livre ou
nanoencapsulada), sobre as glandulas submandibulares no intervalo de 30 dias;
relatos prévios em modelos de artrite demonstraram beneficio dessa associacao,
principalmente quando direcionada ao microambiente articular (SYED et al., 2019),
sugerindo que a eficacia da formulacdo pode estar relacionada ao perfil de
distribuicao farmacocinética. Assim, a auséncia de alteracées histoldgicas em
glandulas salivares pode refletir o fato de que essas formulagdes foram concebidas
para atingir prioritariamente o tecido sinovial.

Em conjunto, os achados deste estudo reforcam a hipdtese de que a glandula
submandibular, no periodo de 30 dias, apresenta relativa resisténcia a alteragdes
precoces induzidas pela inflamacao sistémica no modelo de AIA, e que os
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tratamentos testados, apesar de clinicamente relevantes para o manejo da AR, néao
modulam significativamente a arquitetura parenquimal glandular nesse contexto.

CONCLUSOES

A indugédo de artrite por adjuvante (AIA) ndo alterou significativamente a densidade
média dos ductos estriados da glandula submandibular e os diferentes regimes
terapéuticos avaliados MTX, curcumina livre, curcumina nanoencapsulada e suas
combinacdes também nao promoveram modificacdes nesse parametro.
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