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Resumo: A artrite reumatoide (AR) € uma doenca que causa inflamacao sistémica e pode acometer outros 6rgéos
como o figado. O metotrexato (MTX) é um dos medicamentos mais utilizado para o tratamento da AR
principalmente devido ao seu baixo custo. No entanto, ele também pode levar a alteracfes hepaticas, piorando o
quadro de pacientes com AR. O uso de adjuvantes vem sendo estudado para minimizar tanto o efeito da AR quanto
do MTX, como é o caso da curcumina. Porém, apesar da curcumina possuir diversos efeitos benéficos, a mesma
possui baixa biodisponibilidade, e uma forma de reverter essa situacéo, é através da formulagéo de nanoemulsdes
de curcumina. Este trabalho avaliou os efeitos do tratamento de curcumina em sua forma livre (CL), nanoemulséo
de curcumina (CN) e do MTX, seja em monoterapia ou em associacdo em figado de ratos Holtzman. A indu¢éo
da Artrite foi realizada com o adjuvante completo de Freund, que mimetiza os efeitos da artrite, promovendo
entdo a artrite induzida por adjuvante (AlA). O figado desses animais foi avaliado através de cortes histolégicos
e corados com Picrosirus red. Nossos resultados demonstraram que tanto o uso de CL e CN em monoterapia
foram eficazes na reducéo da producao de colageno provocada pela AIA e 0 MTX, demonstrando que a curcumina
pode ser um aliado no tratamento para combater efeitos provocados pela AR. Os resultados obtidos demonstraram
que tanto a curcumina livre (CL) quanto a nanoemulsdo de curcumina (CN), quando administradas em
monoterapia, foram eficazes na reducdo da deposi¢cdo de coldgeno hepético induzida pela artrite e pelo
tratamento com metotrexato (MTX). Esses achados sugerem que a curcumina, especialmente em sua forma livre,
pode representar uma estratégia terapéutica promissora para mitigar os efeitos colaterais hepaticos associados
a artrite reumatoide e ao uso prolongado de MTX. Assim, a utilizagdo da curcumina, particularmente na forma
livre, surge como um potencial adjuvante no manejo da AR, contribuindo para a protecao hepatica e melhora da
qualidade de vida dos pacientes.
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INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca cronica de
carater autoimune, a qual afeta majoritariamente as
articulaces, gerando dor, desconforto, destruicdo das
articulagcbes e consequentemente, prejudicando a
qualidade de vida de pacientes portadores da doenca
(1). Mas, apesar das articulacbes serem o principal
local afetado, relatos trazem que pacientes com AR
também podem desenvolver alteragdes sistémicas,
afetando assim, outros 6érgdos, como é o caso do
figado (2).
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O figado é o maior érgdo interno do corpo, localizado
no hipocondrio direito e protegido pelas costelas. E
um orgdo dividido em duas grandes porgdes, a direta
e esquerda, e duas por¢des menores centrais, quadrado
e caudado (3). E um 6rgdo composto por células
chamadas hepatocitos, células de Kupffer e células de
Ito, sendo esta Ultima, localizado no espago de Disse,
e que quando ativadas, sdo potente células produtoras
de fibras colagenas, logo, desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento da fibrose hepética

(4).
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Quanto aos tratamentos utilizados para AR, 0
principal medicamento é o metotrexato (MTX), uma
droga pertencente a classe dos medicamentos
antirreumaticos modificadores da doenga (DMARD),
que possui agdo anti-inflamatéria e reparo das
articulagBes (5). Apesar de tudo, o MTX ja foi
demonstrou possuir diversos efeitos colaterais, bem
como o aumento da producdo de colageno hepatico
(6). Pacientes com AR possuem até 23% de chance de
desenvolverem fibrose hepatica, e 0 MTX poderia
exacerbar ainda mais esse efeito (7).

Tendo isso em vista, a medicina vem buscando o
potencial de compostos naturais como adjuvante, que
possam tanto tratar da AR como reduzir os efeitos
colaterais do MTX, e a curcumina vem apresentando
efeitos promissores para tal (8).

Encontrada no rizoma da Curcuma longa, a curcumina
é utilizada na medicina chinesa a milénios para o
tratamento de feridas e inflamagdes, devido sua acéo
antioxidante e anti-inflamatoria (9). Porém, a mesma
ndo possui uma boa biodisponibilidade, limitando sua
acdo. Uma solucdo para isso, seria o uso de
nanoemulsdes de curcumina para melhorar a
biodisponibilidade da mesma (10).

Logo, este trabalho visa avaliar os efeitos da artrite
induzida por adjuvante (AlA), dos tratamentos com
curcumina livre, nanoemulsificada de MTX, em
monoterapia e em associacdo, no figado de ratos
Holtzman quanto aos parametros de colageno.

MATERIAL E METODOS

As nanoemulsdes foram preparadas pela Faculdade de
Farmacia da USP (Ribeirdo Preto), e as mesmas foram
constituidas de duas fases, uma oleosa, contendo
triglicerideos de cadeia média, fosfatildicolina de ovo
e 6leo de semente de uva. E uma fase aquosa contendo
agua e polissorbato 80. Ambas as fases foram
aquecidas (separadamente), e feita a solubilizacdo
total da fosfatildicolina, foi adicionado a curcumina.

Referente aos animais, o projeto foi aprovado pelo
comité de ética através do protocolo de nimero
2012070222. Foram adquiridos 42 ratos Holtzman,
que foram divididos em 7 grupos em um n=6, como
descrito na tabela 1. Os animais passaram pelo periodo
de adaptacéo claro/escuro, receberam 4gua e ragdo ad
libium. A AlA foi induzida no dia O e a partir do 7 dia
se iniciou os tratamentos.
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Tabela 1. Divisdo dos grupos de tratamento

Grupos Tratamento
CONT 2,5ml/agua/dia
AlA 2,5ml/agua/dia
AIA+CL 30mg/kg/dia
AIA+CN 30mg/kg/dia
AIA+MTX 1mg/kg/semana
AIA+MTX+CN 1mg/kg/semana e 30mg/kg/dia
AIA+MTX+CL 1mg/kg/semana e 30mg/kg/dia

Grupo controle (CONT), grupo com artrite induzida por
adjuvante (AlA), grupo AlA tratado com curcumina livre
(AIA+CL), grupo AIA tratado com curcumina
nanoemulsificada (AIA+CN), grupo AlA tratado com MTX
(AIA+MTX), grupo AIA tratado com MTX e curcumina
livre (AIA+MTX+CL) e grupo AlA tratado com MTX e
curcumina nanoemulsificada (AIA+MTX+CN).

O periodo experimental teve duracdo de 30 dias.
Sendo que, o dia zero foi realizada a indugdo da artrite
através do Adjuvante completo de Freund, que é
composto pelo Mycobaterium tuberculosis inativado
pelo calor. Foi aplicado por meio de injecéo
intradérmica na pata posterior esquerda dos animais.
Os tratamentos se iniciaram no 7° dia e se mantiveram
até 0 29° dia. A eutanasia foi realizada no 30° dia, no
qual os animais foram pesados e receberam dose letal
de ketamina e xilazina. Foi feito entdo a laparotomia e
a retirada do figado. O érgdo foi limpo com PBS e
fixado em paraformaldeido.

Apos fixado, o figado passou pelo processo de:
desidratacdo, feito com uma bateria crescente de
alcoois; clarificacdo, através do uso de xilol; incluidos
em parafina e enfim, feito os cortes histolégicos.
Foram feitos cortes semi-seriados de 5 pm
(micrétomo Leica ®) que posteriormente foram
submetidas a coloragdo de Picrosirus red para
quantificacdo de colageno tipo I, tipo 11 e total (soma
do colageno | e Ill). Foram capturadas 35 campos
aleatérios por animal, no qual foi considerado a
porcentagem da area contendo colédgeno em relagdo a
areatotal. Asimagens foram capturadas com o uso de
um filtro polarizador (Nikon C-SP 757253 Japan) e
microscépio 6ptico (Nikon® Eclipse 80i). Todas as
imagens foram capturadas em objetiva de 40x e
analisadas no software Image pro-plus.

Para as andlises estatisticas, foram utilizados os
programas Statistica 12 (teste de Fisher) e o programa
Prism 8.01 para criagdo dos graficos. Valores p<0,05
foram  considerados como  estatisticamente
significativos

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A figura 1 mostra a proporcéao de colagenos do tipo I,
Il e total. Podemos observar que a analises de
colageno do tipo | e total, mostrou um aumento
significativo nos grupos AlA, AIA+MTX, AIA+CL e
AIA+CN. A fibrose hepatica ja foi relatada em
pacientes com artrite reumatoide (AR), sendo que o
metotrexato (MTX) pode agravar esse quadro (7).
Dentre os mecanismos envolvidos, destaca-se a
progressdo da doenca hepatica associada a ativacdo
das células de Ito (também conhecidas como células
estreladas hepaéticas), as quais sdo responsaveis pela
sintese de colageno. A ativacdo dessas células pelo
MTX pode resultar no aumento do depdsito de matriz
extracelular, contribuindo para o desenvolvimento e
agravamento da fibrose hepatica. (11).
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Figura 1. Porcentagem de colageno tipo I (A), 11 (B)
e lll (C)

No entanto, quando utilizamos a monoterapia com CL
e CN, observa-se que houve reducdo do depdsito de
coldgeno, inibindo entdo a fibrogénes ehepdtica,
resultados que corroboram com outras pesquisas.
Experimentos com curcumina ja demonstraram que a
mesma é capaz de inibir ativacdo e proliferacdo das
células de Ito (12). Testes in vitro demonstram
também que a curcumina é capaz de atuar a nivel
génico, reduzindo a producéo de colageno tipo I.

Apesar dos efeitos positivos do tratamento isolado da
CL e CN para reducéo de colageno, a associagdo entre
ambas com o0 MTX ndo promoveu 0 mesmo desfecho
guanto a monoterapia. Sendo que a curcumina livre
quando associada ao MTX foi mais eficiente do que
na forma de nanoemulsdo. Demonstrando uma
possivel interagdo entre 0 medicamento e o adjuvante,
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principalmente da CN ndo sendo capazes de reduzir o
aumento da producéo de colageno causada pela MTX.

CONCLUSAO

Os dados indicam que a AR induzida e o tratamento
com MTX aumentam a deposicdo de colageno
hepaético, favorecendo a fibrose. A curcumina, tanto na
forma livre (CL) quanto nanoemulsionada (CN), em
monoterapia, foi eficaz na reducdo desse acimulo,
provavelmente por inibir a ativacdo das células de Ito.
No entanto, sua associagdo com o MTX ndo
apresentou o0 mesmo efeito protetor, especialmente na
forma nanoemulsionada, sugerindo uma possivel
interacdo negativa entre 0s compostos. Esses achados
destacam o potencial da curcumina como adjuvante,
mas reforcam a necessidade de mais estudos sobre sua
combinac¢do como MTX.
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