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RESUMO

Artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatéria, autoimune e sistémica que
tem maior prevaléncia em mulheres na faixa etaria entre 40 e 50 anos de idade, e
afeta, principalmente, articulacdes sinoviais e estruturas periarticulares. O
tratamento padrdo inclui o uso de glicocorticoides, dentre estes, a prednisona
(PD), que possui inumeros efeitos colaterais associados como: desordens
gastrointestinais, cardiovasculares, enddcrinas, neuropsiquiatricas,
dermatolégicas, oculares e imunoldgicas. Sendo assim, terapias alternativas,
incluindo o uso de suplementacédo com fitoterapicos, como a curcuma (CM), tém
sido testadas, devido as suas propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes e
antiartriticas. No presente trabalho, analisamos o efeito da suplementacdo com
CM no tratamento com PD na funcionalidade do membro pélvico, aspectos
morfologicos, inflamatdrios e imunoldgicos da articulacdo tibio-femoral e suas
estruturas periarticulares e nos aspectos histomorfométricos e imuno-
histoquimicos do musculo reto femoral. Para isso, trinta ratas Wistar com 18
meses de idade foram distribuidas em seis grupos: controle (CG), artrite (AG),
atrite CM (AC), artrite PD dose baixa (APDB), artrite PD dose alta (APDA) e artrite
PD dose baixa e CM (APDBC). A AR experimental foi induzida com injecdo de
Completo Adjuvante de Freund na cavidade da articulacao tibio femoral direita. O
tratamento com PD (2 mg/kg/dia e 10 mg/kg/dia) e CM (100 mg/kg/dia), pelo
método de gavagem, foi administrado por 14 dias consecutivos. Os aspectos
funcionais de forca de preenséo, limiar nociceptivo, propriocepcao e capacidade
articular, foram avaliados no membro pélvico; as avaliag6es imunolégicas, imuno-
histoquimicas e histomorfométricas foram realizadas no plasma sanguineo,
linfonodo popliteo, musculo reto femoral e articulacdo tibio femoral,
respectivamente. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste de modelos
lineares generalizados, no programa Statistical Package for the Social Science
(SPSS). O nivel de significancia considerado foi de p=0,05. Os grupos AC e
APDB tiveram melhora na forca de preensdo e funcdo motora. Quando
comparados com GC, AC e APDBC tiverem efeitos positivos nas concentracdes
de lipoperoxidagéao (p=0,2; p=0,69), fator de necrose tumoral a (p=0,080; p=0,346)
e migracéo leucocitaria (p=0,013). Nos aspectos morfolégicos e semiquantitativos

da articulacéo tibio femoral, aspectos inflamatérios das estruturas e musculatura



periarticulares, AC e APDBC tiveram os resultados mais promissores. Em relacao
a analise histomorfométrica e imuno-histoquimica do musculo reto femoral,
APDBC apresentou os melhores aspectos morfoldgicos (p<0,0001). Sendo assim,
foi possivel concluir que a suplementacao de 100 mg/kg/dia de CM, no tratamento
com sub dose de 2mg/kg/dia de PD restaurou a capacidade funcional, aspectos
inflamatorios, imunologicos e histomorfométricos em ratas idosas com AR
experimental, se assemelhando a dose padrdo do medicamento utilizado no

tratamento da doenga.

Palavras-Chave: juncdo neuromuscular; imuno-histoquimica; fator de necrose

tumoral; morfometria, tumérico.



ABSTRACT

Title: Effects of Curcumin (Curcuma longa) Treatment Associated with

Prednisone in Aging Wistar Rats with Rheumatoid Arthritis.

Rheumatoid arthritis (RA) is an inflammatory, autoimmune and systemic
disease that is more prevalent in women aged between 40 and 50 years old,
and mainly affects synovial joints and periarticular structures. Standard
treatment includes the use of glucocorticoids, including prednisone (PD), which
has numerous associated side effects such as: gastrointestinal, cardiovascular,
endocrine, neuropsychiatric, dermatological, ocular and immunological
disorders. Therefore, alternative therapies, including the use of supplementation
with herbal medicines, such as curcumin (CM), have been tested, due to its
anti-inflammatory, antioxidant and antiarthritic properties. In the present work,
we analyzed the effect of CM supplementation in PD treatment on the
functionality of the hind paw, morphological, inflammatory and immunological
aspects of the tibiofemoral joint and its periarticular structures and on the
histomorphometric and immunohistochemical aspects of the rectus femoris
muscle. For this, thirty 18-month-old female Wistar rats were distributed into six
(APLD), arthritis PD high-dose (APHD) and arthritis PD low-dose and CM
(APLDC). The experimental RA was induced by a complete Freund’s adjuvant
injection (CFA) into the right tibiofemoral joint cavity. The treatment with PD
(2mg/kg/day and 10mg/kg/day) and CM (100mg/kg/day), using gavage method,
was performed for 14 consecutive days. The functional aspects of grip strength,
nociceptive threshold, proprioception and joint capacity, were evaluated in the
pelvic limb; immunological, immunohistochemical and histomorphometric
evaluations were performed in blood plasma, popliteal lymph node, rectus
femoris muscle and tibio femoral joint, respectively. For statistical analysis, the
generalized linear model test was used in the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) program. The significance level was set as p=0.05. The
groups AC and APLD had improvements in grip strength and motor function.
When compared to GC, AC and APLDC had positive effects on the
concentrations of lipoperoxidation (p=0.2; p=0.69), tumor necrosis factor a

(p=0.080; p=0.346) and leukocyte migration (p=0.013). In the morphological



and semiquantitative aspects of the tibiofemoral joint, inflammatory aspects of
the periarticular structures and muscles, AC and APLDC had the most
promising results. Regarding histomorphometric and immunohistochemical
analysis of the rectus femoris muscle, APDBC showed the best morphological
aspects (p<0.0001). Therefore, it was possible to conclude that
supplementation with 100 mg/kg/day of CM, in treatment with low dose of
2mg/kg/day of PD restored functional capacity, inflammatory, immunological
and histomorphometric aspects in old female rats with experimental RA,
resembling the standard dose of the medication used to treat the disease.

Key-words: neuromuscular junction; immunohistochemistry; tumor necrosis

factor; morphometry; turmeric.
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1. INTRODUCAO

Artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatéria sistémica e
autoimune, uma desordem sintomatica que ocorre quando o sistema imune
erroneamente ataca moléculas ou células saudaveis do organismo (Wang et
al., 2015), o que ocorre mais frequentemente em mulheres entre 40 e 50 anos
de idade (Kumar et al., 2013) e resulta, predominantemente, em inflamacéo
sinovial de varias articulacbes, causando dor, reducédo da mobilidade e menor
qualidade de vida (Lu et al.,, 2018). Ultimamente, o numero de pessoas
acometidas pela AR estd aumentando juntamente com o aumento da
expectativa de vida e envelhecimento da populacdo (Hunter; Bierma-Zeinstra,
2019).

As manifestacdes histopatoldgicas que ocorrem nas articulacées estao
relacionadas com a inflamacao mediada pelo sistema imunoldgico por meio de
ativagdo, proliferagcéo e liberagdo de citocinas pro-inflamatérias e também por
infiltracdo continua de células inflamatérias na membrana sinovial levando a
sinovite, estando associada com a ativacdo de macréfagos precursores de
osteoclastos, o que leva a eroséo, destruicdo e deformacao da articulacédo e,
consequentemente, o comprometimento da cartilagem articular (Wang et al.,
2019). Todas essas complicacbes resultam em limitacdes funcionais e
biomecanicas, comprometendo a articulacdo e os tecidos periarticulares, como
o muscular (Stenstrom; Minor, 2003).

Quando néao controlada, a atividade continua de células imunes leva a
inflamacdo cronica das articulacbes periféricas, e a hiperplasia de células
sinoviais estimula a liberacdo de mais citocinas inflamatorias, como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF a), ocasionando ainda mais danos articulares
(Bhosale; Richardson, 2008). Essa inflamacdo cronica esta diretamente
relacionada com o aumento do estresse oxidativo (Smallwood et al., 2018),
também conhecido como desiquilibrio redox, descrito como uma condi¢cdo em
gue a quantidade de espécies reativas de oxigénio aumenta ao longo do
tempo, seja pelo aumento de sua producdo, pela reducdo das acodes
antioxidantes, ou pela combinacdo de ambos (Malstrom et al., 2017), o que

leva ao comprometimento da sinalizagcdo redox e do controle dos danos
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moleculares, alterando o equilibrio e gerando repercussfes nos tecidos
afetados (Sies et al., 2017).

A persisténcia desta condicdo pode levar as complicacdes sistémicas
extra articulares, como a sarcopenia que progride para a atrofia muscular,
perda de mobilidade (Kumar et al., 2013) e grande comprometimento funcional
(Lu et al., 2018). A perda de massa muscular pode afetar todo o organismo e,
neste sentido, a analise do tecido muscular também se torna um aspecto
importante na avaliagdo da progressdo da AR (Kamada et al., 2021).

A AR ndo tem cura, portanto, o principal objetivo do seu tratamento é
reduzir a dor articular induzida pela inflamacdo nas articulacbes e distensbes
musculares, de forma a compreender os mecanismos subjacentes envolvidos
em sua patogénese (Abramoff et al., 2020). O tratamento padréo é feito com
farmacos que envolvem o uso de imunossupressores e glicocorticoides.
Estudos tém mostrado que a idade e o género do individuo podem influenciar
na escolha do tratamento, de forma que, pacientes que estejam passando pelo
processo de envelhecimento sdo mais comumente direcionados ao tratamento
com glicocorticoides (Oishi et al., 2018) e a prednisona (PD), é um dos mais
prescritos (Li et al., 2017).

A alta incidéncia de prescricdo da PD ocorre devido a sua capacidade
de inibicdo na secrecdo de citocinas proé-inflamatérias (Li et al., 2017). No
entanto, existem algumas preocupacfes em relacdo ao consumo desta
medicacdo, uma vez que, seu uso a longo prazo pode causar muitos efeitos
colaterais (Daily et al., 2016) como infeccfes, danos gastrointestinais e perda
de tecido 6sseo e muscular (Lemmey et al., 2016). Sendo assim, existe a
necessidade da busca por tratamentos alternativos para controlar os danos
causados pela AR.

Alguns estudos tém focado em medicamentos fitoterapicos para reduzir
o perfil inflamatério de pacientes com doencas autoimunes (Sadeghi et al.,
2020). Os efeitos imunomoduladores destas terapias tém sido alcancados na
maioria das investigacdes cientificas, o que pode ser atribuido, principalmente,
a influéncia que possuem nas vias inflamatérias relacionadas ao estresse
oxidativo (Shabgah et al., 2021).

A curcumina (CM) (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil-1,6-heptadieno-3,5-

diona) é comumente utilizada, na forma de extrato seco ou in natura, na
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culinaria indiana e asiatica como tempero, devido ao seu sabor e como corante
natural para os alimentos, devido sua coloracdo alaranjada/amarelada. Além
disso, também tem sido usada ha milhares de anos, por suas propriedades
medicinais, que incluem sua capacidade de agir como um composto anti-
inflamatorio, antioxidante e antiartritico (Ibafiez; Bldzquez, 2020). Desta forma,
este principio ativo, que € o principal componente da curcuma (Curcuma longa)
e pertencente a familia Zingiberaceae, tem se mostrado capaz de diminuir
marcadores inflamatérios em doencas autoimunes (Hallajzadeh et al., 2019) e
consequente diminuicdo de sintomas causados por estas patologias (Li et al.,
2020).

Em suma, aparentemente a curcumina possui potencial terapéutico
para o tratamento da AR e tem sido sugerida, ndo s6 como uma monoterapia,
mas também como terapia suplementar associada a drogas antirreumaticas
(Asteriou et al., 2018). Essa propriedade imunomoduladora pode levar a
reducdo de dor articular, recuperacdo de danos no tecido muscular e
restauracdo da funcionalidade (Henrotin et al., 2013). Porém, os achados
relacionados a influéncia nas concentracfes de interleucinas e TNF a, por
exemplo, permanecem inconsistentes (Sadeghi et al., 2020). Além disso, em
contraste com suas varias propriedades promissoras, 0 Composto possui baixa
solubilidade, o que leva a diminuicdo da sua biodisponibilidade (Dei Cas;
Ghidoni, 2019) e também ainda existem lacunas sobre sua toxicologia ou
dosagem apropriada e forma de administracéo.

Neste contexto, 0 objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos do
tratamento com 2 mg/kg/dia (Kevin et al., 2020), 10 mg/kg/dia de PD e
2mg/kg/dia de PD suplementado com 100 mg/kg/dia de extrato seco de
curcuma (Nonose et al., 2014), mimetizando a forma comumente utilizada pela
populacdo, na funcionalidade do membro pélvico, aspectos inflamatérios,
histomorfométricos e imunohistolégicos da articulacdo tibio-femoral e do
musculo reto femoral de ratas Wistar fémeas, em processo de envelhecimento

e com AR induzida por Completo Adjuvante de Freund (CFA).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar os efeitos da suplementacdo com extrato seco de CM no
tratamento com sub dose de PD em aspectos funcionais do membro pélvico,
imunolégicos, morfolégicos e do sistema antioxidante no plasma sanguineo, na
articulacao tibio femoral e do tecido muscular periarticular em modelo de AR
em ratas Wistar com 18 meses de idade.

2.2. Objetivos Especificos

Identificar os efeitos da suplementacdo com 100 mg/kg/dia de extrato
seco de CM no tratamento com 2 mg/kg/dia de PD em modelo experimental de
AR promovido por CFA, em ratas Wistar com 18 meses de idade, nos
seguintes parametros:

e Aspectos funcionais em relacdo a forca de preenséo,
propriocepc¢ao, nocicepcao e tempo de elevacdo da pata;

e Nos aspectos inflamatérios macroscépicos e microscopicos por
meio da andlise do edema, de marcadores inflamatorios com TNFa no
linfonodo popliteo, e contagem total de leucécitos no liquido sinovial da
articulacao tibio femoral;

e Nos aspectos oxidativos através da analise de lipoperoxidacao no
plasma sanguineo;

e Nos aspectos morfolégicos gerais da articulacéo tibio femoral e
estruturas periarticulares;

e Nos aspectos morfolégicos gerais do tecido muscular e das
juncdes neuro musculares (JNM) do musculo reto femoral,

e Nos aspectos histomorfométricos do tecido muscular e JNM do

musculo reto femoral.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. ARTRITE REUMATOIDE

A AR é uma doenca autoimune, sistémica, cronica e com etiologia
desconhecida (Kourilovitch et al., 2014) que afeta aproximadamente 1% da
populacdo mundial e € distribuida universalmente. No entanto, sabe-se que
ocorre predominantemente em mulheres e, geralmente, entre a quarta e
quinta décadas de vida (Viatte et al., 2013).

A patogénese deste tipo de artrite ainda nédo foi completamente
desvendada, no entanto, sabe-se que como muitas outras doencas de carater
autoimune, existem interacdes entre fatores genéticos e ambientais. Sobre os
fatores genéticos ja € esclarecido que ha interferéncia e alteracdo nos
mecanismos moleculares de genes que regulam respostas inflamatoérias do
organismo (Burton et al., 2007). Dentre os riscos ambientais associados ao
desenvolvimento da AR, destacam-se: tabagismo, alcoolismo, lactacao
prolongada, situacdo socioecondémica, regido de nascimento (Liao et al.,
2009), ma nutricdo, gravidez frequente, menopausa, sofrimento psicologico,
ansiedade, tuberculose, ataques de reumatismo agudo (Tufts, 2012) e,
infeccdo ambiental por bactéria ou virus (Kapale et al., 2017).

As primeiras e principais manifestacées clinicas desta condicdo séo
configuradas, por poli artralgia intermitente que evolui para inflamacdes
simétricas de pequenas e grandes articulagdes sinoviais, principalmente nas
maos e nos pes, causando dor cronica, rigidez matinal e edema nestas
estruturas (Kourilovitch et al.,2014). Estas caracteristicas sdo causadas por
inflamacéo e hiperplasia sinovial que evoluem de forma gradual causando
destruicdo de tecidos adjacentes como cartilagens, o0ssos, tendbes e
musculos (Joshi, 2012).

As manifestacdes articulares levam a diminuicdo de massa e forca
muscular e inibicdo direta da contracdo de grupos musculares adjacentes, 0
gue pode comprometer a integridade biomecéanica da articulacdo e de tecidos
gue a circundam, resultando em, além de dor, padrbes de movimentos que,
geralmente, ndo oferecem energia suficiente e limitam a capacidade de

locomogédo do individuo podendo levar a movimentos reduzidos e até a
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imobilizagao (Tufts, 2012).

Todas estas caracteristicas clinicas levam a impactos significantes na
qualidade de vida do individuo (Giles et al., 2008), podendo acometer
atividades do dia-a-dia, bem como as laborais (Abell et al., 2005), disturbios
psicolégicos e instabilidade social, 0 que pode levar a custos diretos e
individuais ou indiretos e publicos, devido ao maior gasto com saude, o que
mostra sua grande importancia social. Além disso, com o0 aumento da
expectativa de vida da populagdo mundial, houve também, crescimento
concomitante da incidéncia de doencas autoimune, uma vez que estes
individuos sdo mais susceptiveis a esse tipo de patologia devido ao processo
de imunoscenescéncia, 0 que mostra a necessidade de maiores

investigacoes neste aspecto.

3.2. ARTRITE E ENVELHECIMENTO

O aumento da expectativa de vida da populacdo mundial esta atrelado
ao maior envelhecimento dos individuos e a maior incidéncia de doencas
autoimunes, devido ao envelhecimento e degeneragédo do sistema imunolégico
(Safiri et al., 2019).

Esta relacdo causal com a deterioragdo da imunidade nos leva a
compreensao do risco de sucumbir ao descontrole celular, malignidade ou
infeccdo. O que torna necessario a compreensdo de como as doencas
autoimunes, degenerativas do tecido e o0 processo de envelhecimento
imunoldgico estdo relacionados (Weyand et al., 2014).

O sistema imunolégico muda com a idade por meio de um processo
conhecido como imunosenescéncia. Em pacientes com AR, este processo €
acelerado e prematuro (Lindstrom; Robinson, 2010) e afeta tanto o sistema
imunoldgico inato quanto o adaptativo. O sistema imunolégico inato torna-se
nao especificamente ativo com a idade, contribuindo assim para o aumento da
inflamacé&o crénica e comorbidades (Chalan et al., 2015).

O sistema imunoldgico adaptativo torna-se funcionalmente prejudicado
e sofre alteracbes fenotipicas com a idade, contribuindo para a quebra da

tolerancia imunologica que também contribui para aumento de prevaléncia de
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doencas imunes (Chalan et al., 2015). Em particular, as células senescentes
sao caracterizadas pela secrecdo de varias citocinas inflamatorias, que afetam
a funcéo da célula em si, e leva a senescéncia induzida por estresse oxidativo
nas células circundantes (Krtolica; Campisi, 2002).

Neste sentido, preocupacdes sobre o0s eventos adversos podem
influenciar decisdes sobre as terapias utilizadas, muitas vezes preferindo uma
abordagem menos agressiva e efetiva em pacientes com idade avancada,
(Fraenkel; Rabidou; Dhar, 2006) de forma que se torna necesséria a busca por
estratégias terapéuticas voltadas a eliminacdo de células senescentes, ou
interrupcdo do microambiente inflamatdrio causado por estes fatores, e que
mostrem beneficios para o tratamento de doencas e para promover a
regeneracao de tecidos nesta faixa etaria (Melo; Ribeiro; Logarinho, 2019).
Para que isso seja possivel, € necessario compreender os mecanismos de

acao da doenca nas diferencas estruturas acometidas no organismo.

3.3. ACAO DA ARTRITE REUMATOIDE NAS ARTICULACOES

Embora a patogénese precisa do desenvolvimento da AR ainda nédo
seja conhecida, acredita-se que as deformacfes e destruicdo dos tecidos
articulares ocorram devido a caracteristica autoimune da doenca, ou seja,
células do sistema imunolégico que deveriam atacar elementos externos,
acometem, erroneamente, tecidos saudaveis do proprio corpo, como se fossem
células invasoras, liberando substancias que provocam inflamacao (Kapale et
al., 2017). Os mecanismos envolvidos no recrutamento de células inflamatdérias
para o interior da membrana sinovial tém sido extensivamente estudados
(Bartok; Firestein, 2010).

Os fatores genéticos e a presenca de autoanticorpos colocam a
hip6tese de que a imunidade adaptativa esteja no centro da patogénese inicial.
Em individuos com AR, ha alteracdo na expressao de genes reguladores do
complexo principal de histocompatibilidade (HLA), promotores de citocinas
inflamatorias e de sinalizacéo de células T (Gregersen et al., 1987).

Pacientes com AR possuem alteracdes nas ceélulas T regulatorias
associados ao aumento da expressao de proteinas como: TNFa, fator nuclear

kappa B (NFK B) e interleucinas que sdo dependentes de sinalizagéo, estimulo,
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ativacdo e diferenciacdo de células T (Klareskog et al., 2008). O aumento
expressivo de células T ocasionam acumulo de células inflamatérias na
articulacdo e vice versa, uma vez que a membrana sinovial na AR contem
células mieloides abundantes e células dendriticas que expressam citocinas,
moléculas HLA e moléculas coestimuladoras que sdo necessérias para a
ativacdo das células T e a apresentacdo do antigeno (Lebre et al., 2008).

A sinovite ocorre quando os leucdcitos se infiltram no compartimento
sinovial. O acumulo de leucécitos reflete principalmente a migracdo, e ndo a
proliferacdo local. A migracé@o celular € habilitada pela ativacdo endotelial dos
pequenos vasos sinoviais, 0 que aumenta a expressdao de moléculas de
adesdo. Assim, a angiogénese, que € induzida por condicBes hipoxicas e
citocinas, e linfangiogénese, que limita a saida celular, séo caracteristicas dos
primeiros e estagios estabelecidos de sinovite (Szekanecz et al., 2009).

Além de fatores genéticos, fatores ambientais podem ocasionar
citrulinacdo de componentes de resposta imune do organismo fazendo uma
integracdo das duas respostas para promover remodelacdo e danos aos
tecidos levando a loops de feedback positivo mediados pelas interacbes entre
leucdcitos, fibroblastos sinoviais, condrocitos e os produtos moleculares de
dano (Mciness; Shett, 2011).

Essas mudancas de microambiente, combinados com reorganizacéo
profunda da arquitetura sinovial e ativacédo local de fibroblastos, permitem o
acumulo de tecido inflamatério na articulacdo sinovial, fazendo com que as
células do sistema imunolégico formem uma camada fibrosa de tecidos
anormais, chamada pannus (Kapale et al.,, 2017). Esta camada promove
destruicdo da rede de colageno do tipo Il, um processo que altera o contetdo
de glicosaminoglicanos e a retengcéo de agua que leva diretamente a disfuncdo
biomecanica. Outras enzimas da matriz degradam agrecan e, assim, diminuem
mais a integridade da cartilagem (Firestein, 2003), de forma que o seu formato
e alinhamento é perdido resultando em deformacdes, e danos aos ligamentos
adjacentes (Firestein, 2003; Kapale et al., 2017).

A prépria cartilagem articular tem potencial regenerativo limitado. Os
condrdcitos sdo regulados fisiologicamente por formacao e clivagem de matriz
por influéncia das citocinas sinoviais e intermediarios de nitrogénios reativos, a

cartilagem € progressivamente privada de condrécitos, que sofrem apoptose.
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Esses processos acabam levando, além da destruicdo da superficie da
cartilagem, ao estreitamento do espaco articular (Firestein, 2003).

No entanto, o principal alvo € a membrana sinovial, e seu
espessamento causam danos irreversiveis a cipsula e a cartilagem articular,
uma vez que essas estruturas sao repostas pelo pannus e, abaixo deste
arranjo, a cartilagem fica corroida e destruida e as articulacbes se tornam fixas
devido a estrutura espessa e endurecida, 0 que resulta no edema, modificacao
do tecido articular e, devido ao desuso, na atrofia de estruturas adjacentes,
como: pele, ossos, musculos, tenddes, nervos e, ainda, podem acometer o
tecido conectivo de vasos sanguineos (Firestein, 2003).

O maior acometimento desta estrutura ocorre devido a hiperplasia no
processo inflamatorio com grande numero de células imune, que configuram
sinovite (Firestein, 2003), resultando em proliferacdo celular, neovascularizacéo
e formacdo de foliculos linfoides germinativos (Bartok; Firestein, 2010),
hiperemia sinovial, proliferacdo de sinovidcitos invasivos semelhantes a
fibroblastos que resistem a apoptose e aumento na propriedade de aderéncia e
invasao, infiltracdo de leucdcitos, resposta neoangiogénica associada (Bottini,
2013), alteracdes na funcéo dos linfécitos T e B, producédo anormal de citocinas
e anticorpos como: citocinas pro-inflamatérias, TNFa, interleucinas e proteina C
reativa (CRP) (Bugatti et al., 2014) o que leva ao feedback positivo que
continua alimentando o ciclo de inflamacao (Firestein, 2003), se este ciclo

persistir, os efeitos da doenca se estendem para estruturas periarticulares.

3.4. EFEITOS DA ARTRITE REUMATOIDE EM ESTRUTURAS
PERIARTICULARES

Como ja exposto anteriormente, a AR é uma doenca sistémica que
afeta primeiramente e principalmente as articulagbes sinoviais. No entanto,
esta estrutura € composta de diferentes tipos de tecido e, por isso, é
considerada um 6rgdo. Sendo assim, um trauma ou uma doenga, como a AR,
que afeta um tecido no seu interior, vai acarretar em efeitos nas estruturas

adjacentes (Archer et al., 2003). Portanto, o curso progressivo e cronico da
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doenca, além de acometer a membrana sinovial e a cartilagem articular,
acaba causando danos também aos 0ssos, tenddes e musculos (Joshi et al.,
2012).

3.4.1. Acéo da artrite reumatoide no tecido 6sseo

Apos as células do sistema imune migrarem para a membrana sinovial
das articulacbes, o sistema imune adaptativo mostra respostas em individuos
gue ja possuem predisposicado genética. Caso as células dendriticas e células
T migrarem para nodulos linféaticos, locais extra articulares passam a ser
afetados. Pode ocorrer a ativagdo da imunidade inata e adaptativa de forma
paralela, que pode contribuir para os padrdes de crise e remissdo dos sintomas
(Firestein, 2003).

Estudos mostram que as concentracdes de TNFa, células T e B e
Interleucina 17 (IL17) influenciam diretamente na progressdo de danos
cartilaginosos e 0sseos (Lubberts et al.,, 2003). Uma vez que estes podem
causar maior expressdo das proteinas ativadoras de receptores do NFKJ
(RANK) e ativador de receptores do NF kf ligante (RANKL) (Kurz et al., 2015),
que regulam a reabsorcado 0ssea e fazem a mediacdo da maturacao e ativacao
dos osteoclastos e diminui¢cdo da acédo da osteoprotegerina (OPG) (Kurz et al.,
2015). Se esta ativacdo persistir, tecidos musculares adjacentes também

passam a ser afetados.

3.4.2. Acédo da artrite reumatoide no tecido muscular

Individuos com AR apresentam altas concentracdes séricas e
articulares de TNF a, este que é mediador central na perda de proteina
muscular, uma vez que atua estimulando fibroblastos sinoviais, como
condrdcitos e osteoclastos, os quais liberam metaloproteinases que levam a
danos aos tecidos (Walsmith; Roubenoff, 2002).

No geral sabe-se que o excesso de produgéo desta citocina altera o
balanco entre degradacdo e sintese de proteina do tecido muscular. O
mecanismo preciso que leva a essa situacdo ainda ndo é completamente

elucidado, mas pode envolver a alteragcao nos fatores de transcricdo tanto no
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tecido muscular quanto na producao e regulagdo de horménios, como é o caso
da insulina, que pode ter acdo de atividade periférica reduzida direcionando,
até mesmo, a caquexia, uma vez que o metabolismo energético do organismo
fica totalmente desbalanceado (Santo et al.,2018).

E importante evidenciar que as proteinas miofibrilares como a actina e
a miosina sdo constantemente transformadas no corpo, ou seja, estdo
constantemente sendo degradadas em seus aminoacidos constituintes e
repostas por sintese proteica. A taxa geral de degradacdo e sintese em cada
célula deve ser equilibrada, pois alteragBes continuas nos dois processos
podem resultar em perda acentuada de massa celular para o organismo como
um todo. Esses dinamismos tém funcbBes regulatorias importantes e
possibilitam adapta¢gBes para novas condicdes fisiolégicas, como em injurias e
infecgbes, que é o que ocorre em individuos com AR (Lecker et al., 1999).

Em casos em que a AR ja estd promovendo degradacdes nas
articulacbes e a mobilidade jA4 se encontra reduzida, h& consequente
diminuicdo da atividade fisica. Este fator associado a predisposicdo genética
pode levar a perda muscular e aumento de tecido adiposo que, por sua vez,
aumenta ainda mais as concentracdes circulantes de TNF a, produzidos pelos
adipécitos. Este quadro predispde o organismo para resisténcia a insulina e
maior perda muscular, o que reforca o ciclo negativo de perda de muasculo e
ganho de gordura, podendo evoluir para: obesidade caquética, fraqueza
muscular, mobilidade fisica ainda menor, aumento do risco de infeccéo,
doencas cardiovasculares, diabetes tipo Il e osteoartrite (Challal et al., 2016). A
AR ndo tem cura, no entanto, diante de todos os sintomas e manifestacdes
clinicas descritas, € necesséario que a doenca seja tratada, de forma a trazer

maior qualidade de vida ao individuo afetado.

3.5. TRATAMENTO PARA ARTRITE REUMATOIDE E O USO DE
GLICOCORTICOIDES: PREDNISONA

O tratamento se inicia com o diagndstico prematuro e monitoramento
da progressédo da doenca (Mota et al., 2011). Na pratica clinica, a terapia
padrao pode incluir uso de medicamentos anti TNF a, como a leflunomida

(Azevedo et al.,, 2016); anti-inflamatérios e analgésicos, entre os quais se
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destacam paracetamol e dipirona; drogas modificadoras do curso da doenca
(DMARDSs), um dos mais utilizados sdo os glicocorticoides, principalmente
metotrexato (Azevedo et al., 2016), e PD (Hua et al.,, 2020). Essas drogas
conferem apenas alivio temporario, ndo interferindo na progressao da doenca e
devem ser administradas com muita cautela, pois em doengas cronicas trazem
inumeros efeitos colaterais que incluem: risco de sonoléncia, depressao
sensorial, dependéncia (Benucci et al., 2017), osteoporose, infec¢cdes, doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus, doencgas gastrointestinais, glaucoma, entre
outros (Black et al., 2016).

Glicocorticoides sdo hormonios esteroides produzidos pelo organismo,
mais especificamente nas zonas reticular e intermediaria do cortex da glandula
suprarrenal e estdo envolvidos em diversas fun¢des fisiologicas, principalmente
na adaptacdo em situacfes de estresse, seu representante natural € o cortisol
ou hidrocortisona (Gurgel et al., 2022).

Sua sintese é regulada pelo horménio adrenocorticotréfico (ACTH),
secretado pela hipofise anterior, ou adeno-hipofise, em resposta a liberacéo,
pelo hipotdlamo, do neuropeptideo denominado fator liberador de corticotrofina
(CRH). O horménio antidiurético (ADH), a ocitocina e as catelocaminas podem
influenciar o ritmo circadiano da secrecdo de ACTH, assim como estados de
febre, hipoglicemia, estresse e alteracédo do ciclo de sono-vigilia (Da Camara et
al., 2021).

As formulagbes sintéticas séo desenvolvidas pela induastria
farmacéutica e sdo muito semelhantes aos naturais. Os farmacos mais
conhecidos sao: cortisona, hidrocortisona, beclometasona, betametasona,
dexametasona, metilpredinsolona, triancinolona e PD. Esses farmacos
exercem profundos efeitos sobre quase todos os sistemas organicos e, em
decorréncia de suas acOes diversificadas, encontram-se entre as classes de
substancias mais amplamente utilizadas na terapéutica (Damiani et al., 2001).
Apresentam poderosos efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores
(Bavaresco et al., 2005).

A histéria destes farmacos é inseparavel da historia de especialidades
médicas como a reumatologia. Sua importancia esta ligada ndo s6 a melhora
da qualidade de vida, como também a sobrevida de pacientes com doencas

que apresentam caracteristicas autoimunes em sua etiopatogénese. No
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entanto, desde os primeiros estudos que mostraram excelente resposta anti-
inflamatoria da cortisona em pacientes com AR (Polley et al., 1976), ja havia
sido observado que seu uso ndo era isento de importantes efeitos adversos,
principalmente, quando utilizados indiscriminadamente em doses altas por
longos periodos (KIRCK et al., 2002).

Embora sua denominacdo tenha origem em seu efeito caracteristico
sobre o metabolismo dos carboidratos, atuam praticamente sobre todos os
tecidos, uma vez que agem como fatores de transcrigdo, alterando expressao
dos genes alvo em resposta a um sinal hormonal especifico (Herbert et al.,
2006)

O mecanismo fundamental que promove a transativacdo ou a
transrepressdo génica inicia-se com o horménio, que € lipofilico, cruzando a
membrana citoplasmatica da célula-alvo por difusdo passiva. No citoplasma, se
ligam a receptores proteicos especificos, denominados receptores de
glicocorticoides (RGC), que séo proteinas citoplasmaticas com estrutura que
contém dominios comuns a outros membros da familia de receptores nucleares
(Wright et al., 1993).

O complexo glicocorticoide- receptor sofre transformacéo estrutural e se
torna capaz de penetrar no nucleo celular, no qual se liga a regiées promotoras
de certos genes, 0s elementos responsivos, induzindo a sintese, ndo somente
de proteinas anti-inflamatérias, mas também de proteinas que atuam no
metabolismo sistémico (como as que promovem a glicogénese). Esse processo
€ chamado de transativacao (Song et al., 2005).

Outro mecanismo gendmico sobre o qual atuam €é chamado de
transrepressao, em que mondmeros de moléculas e receptores interagem com
fatores de transcricdo, como a proteina ativadora 1 (AP-1) e o NFkpB, por
interacdo proteina- proteina e promovem efeito inibitério de suas fun¢des. Por
essa via, por exemplo, a sintese de citocinas pré-inflamatérias, como
interleucinas, TNFa e prostaglandinas sao reduzidas (Song et al., 2005).

Diversos estudos tém demonstrado que a maior parte dos efeitos anti-
inflamato6rio e imunossupressor, sdo desencadeados por mecanismos de
transrepressao, enquanto grande parte dos efeitos adversos é relacionada aos

mecanismos de transativagéo (Hu et al., 2017).
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Dentre os sintéticos, a PD é um dos mais utilizados no tratamento da
AR. E ministrada, geralmente, na combinacido com outras drogas
modificadoras da doenca, mostrando mais efeitos benéficos do que na
monoterapia (Asteriou et al., 2018). Foi demonstrado que doses altas
administradas pelas vias intravenosa, intramuscular ou oral por trés dias,
produzem melhora no quadro clinico e caracteristicas laboratoriais da AR e ha
evidéncias de beneficio duradouro. Sabe-se, também, que doses minimas de
PD ministradas para AR inicial é efetiva com o minimo de efeitos colaterais.
Porém, quando a AR é controlada com doses baixas, pode ocorrer precipitacao
de um surto da doenca. Para conter isto, 0 método de reducdo gradual foi
mostrado em alguns estudos para obter a menor dose que mantera o controle
da doenga com o minimo de efeitos colaterais possiveis (Polley et al., 1976).

Os efeitos colaterais sédo diversos e incluem alteracdes em padrdes
fisiologicos como: alteracdes no metabolismo energético como um todo através
de aumento de glicose sérica, resisténcia a insulina, reducdo da sintese
proteica, aumento do catabolismo muscular e aumento do glicogénio hepético;
depressdo das funcbes reprodutivas e da sintese de horménios sexuais;
Interferéncia na absorcdo intestinal de calcio prejudicando a absorcdo de
vitamina D; Supressdo da resposta imune do tipo I; Supresséo relativa da
resposta imune do tipo Il humoral e modulagdo da permeabilidade da barreira
hematoencefélica a diversas substancias (Klippel et al.,, 2001). E, ainda,
alteracdes em padrdes celulares como: Supresséo de sintese de corticotrofina,
gonadotrofina, ACTH, horménio do crescimento, estrégeno e testosterona;
Mudancas na sintese, liberacdo e acao de neurotransmissores; Supressao de
osteoblastos e producdo de osteoprotegerina; Atrofia de fibras musculares do
tipo 1IB, diminuicdo da sintese de colageno (Klippel et al., 2001) e sindrome de
Cushing, que causa uma série de sintomas como: ganho de peso, retardo de
crescimento, obesidade, acnes, estrias e hipertenséo (Bista; Beck, 2014).

Sendo assim, o0 uso de abordagens terapéuticas alternativas ou
associadas aos medicamentos tém sido testadas. Nas ultimas décadas,
tentativas bem sucedidas de compreender melhor os mecanismos moleculares
de acdo de alguns produtos naturais tém despertado interesse em seu uso
terapéutico na prética clinica, pois, a maioria dos experimentos com esses

produtos, até entdo, ndo mostraram efeitos adversos ou se mostraram eficazes
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com doses muito abaixo do limiar téxico (Mukherjee; Wahile, 2006). Dentre
estes, destaca-se a CM, componente da Curcuma longa, principalmente por
apresentar efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes e antiartriticos (Ibafez;
Blazquez, 2020).

3.6. USO DA CURCUMINA COMO SUPLEMENTAGCAO NO TRATAMENTO
DA ARTRITE REUMATOIDE

O tumérico (Curcuma Longa) € uma raiz de cor amarela, proveniente
da familia do gengibre (Zinbiberaceae) nativa do Sul da Asia e cultivada
extensivamente ao longo da Asia e da Africa (Blumenthal et al., 2011). Essa
raiz passa pelo processo de secagem, até virar pd, para ser comercializada,
tradicionalmente como alimento, mais especificamente como tempero, para o
mundo todo (Hallajzadeh et al., 2019). Além de ser usada para dar cor e sabor
para alimentos como queijo e manteiga, ainda € utilizada na indastria de
cosméticos e, como remédio, tem sido usada em diferentes tratamentos ao
longo dos séculos, por grande parte da populacdo mundial (Hallajzadeh et al.,
2019).

Os medicamentos derivados de plantas tém desempenhado um papel
fundamental nos cuidados de salde de muitas culturas, antigas e modernas
(Newman; Cragg, 2007). E usada em todo o oriente, principalmente pela
medicina tradicional indiana e chinesa especialmente como anti-inflamatorio
(Aggarwal et al., 2003) e muitos dos seus efeitos tém sido confirmados por
pesquisas cientificas ao longo dos anos. Estes efeitos incluem: antioxidantes,
anti-inflamatérios, anticarcinogénico, antimicrobiano, hepatoprotetor,
trombossupressor, cardiovascular, hipoglicémico e antiartritico (Shabgah et al.,
2021).

Pesquisas realizadas com o composto mostram, até entdo, que € um
produto seguro em estudos com animais e humanos (Lao et al., 2006) e néo
mostraram toxicidade no uso. Além disso, h4 evidéncias que sugerem que a
CM possui ampla gama de alvos moleculares, o que apoia a teoria de que esta
pode influenciar em varias cascatas bioquimicas e moleculares. Entre eles

estdo fatores de transcricdo, fatores de crescimento e seus receptores,
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citocinas, enzimas e genes que regulam a proliferacdo celular e apoptose
(Camacho-Barquero et al., 2007).

Sendo assim, a CM tem sido indicada para o tratamento de condi¢des
cronicas como: neurodegenerativas como no caso da doenca de Alzheimer,
devido sua capacidade de protecdo a agentes neurotoxicos; cancer devido aos
seus efeitos anticarcinogénicos e em doencas inflamatdrias autoimunes, devido
aos seus efeitos anti-inflamatoérios e por agir em varios alvos, incluindo NFK,
TNFa e caspases (Pari et al., 2008), estes que estdo diretamente ligados a
patogénese da AR.

Os tratamentos para AR tém como objetivo reduzir os sintomas da
doenca através da diminuicdo da atividade inflamatéria e, como ja apontado,
vérias evidéncias sugerem que a CM tem varios alvos moleculares e pode agir
tanto diretamente através de proteinas e indiretamente modulando a expresséo
génica e, portanto, parece se mostrar como uma alternativa ou uma
suplementacdo viavel no tratamento da doenca (Camacho-Barquero et al.,
2007).

No entanto, por mais que seja amplamente utilizada contra varias
doencas e tenha mostrado eficacia, seu uso clinico tem sido questionado
devido a sua baixa biodisponibilidade e baixa meia vida depois da sua
administracao oral (Anand et al., 2007). Sendo assim, € importante a realizacédo
de estudos que investiguem acdo do composto como monoterapia ou dos
efeitos que podem produzir ao serem utilizada em associacdo com outros
medicamentos.

Diante da literatura exposta, levanta-se o questionamento sobre quais
séo os efeitos tratamento com a CM associada a PD em ratas Wistar com AR
experimental em processo de envelhecimento e, acredita-se, na hipétese de

gue a associacdo de CM com PD podera potencializar os efeitos do farmaco.
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4. METODOLOGIA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA n°
77-19/2020) (Anexo 1) da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE) e foi conduzido de acordo com os principios éticos da Associacao
Internacional do Estudo da Dor (Zimmermann, 1983).

Os animais foram randomizados em grupos compostos de ratas Wistar
fémeas, com 18 meses de idade e que foram mantidas em temperatura
controlada de 21+1°C e ciclo claro e escuro de 12:12. Para as analises
funcionais e histomorfométricas, 30 ratas foram divididas nos seguintes grupos
(n=5): Grupo Controle (CG), Grupo Artrite (AG), Artrite Curcumina (AC), Artrite
Prednisona Dose Baixa (APLD), Artrite Prednisona Dose Alta (APHD) e Artrite
Prednisona Dose Baixa e Curcumina (APLDC). Para as andlises imuno-
histoquimicas, 18 animais foram agrupados da mesma forma, porém com n=3

para cada grupo.

4.1. PROTOCOLOS

4.1.2. Indugédo da artrite experimental

O modelo experimental de artrite foi induzido por uma injecéo
intradérmica pré-sensibilizada de 50 uyl de CFA (0,5 mg/mL, Mycobacterium
butirycum) na base da cauda dos animais nos grupos AG, AC, APLD, APHD e
APLDC. No entanto, o grupo CG recebeu uma injecdo de solucdo salina
(cloreto de sédio 0,9%). Sete dias apdés a primeira injecdo na cauda, foi
administrada uma injecéo intra-articular de 50 ul (0,5 mg/mL, Mycobacterium
butirycum) de CFA ou solucado salina. Ambas as injecdes foram administradas
na articulacdo tibio-femoral direita apos tricotomia e assepsia da area com
alcool iodado (1%) (Gomes et al., 2013).
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4.1.3. Suplementag&do com curcumina no tratamento com prednisona

O protocolo de tratamento para os grupos AC, APLD, APHD e APLDC
comecou 24 horas apoés a injegéo intra-articular e foi realizado durante 14 dias
consecutivos pelo método de gavagem. Os animais foram pesados antes da
injecdo intra-articular e novamente, ap0s uma semana de experimento, para
ajustar as doses administradas. O grupo AG recebeu dose padrao de agua;
AC, 100 mg/kg/dia de extrato seco de CM (Curcuma longa) (Nonose et al.,
2014); APLD, 2 mg/kg/dia (Masibo et al., 2020) de PD; APHD, 10 mg/kg/dia
(Zhang et al., 2015) de PD; e APLDC, 100 mg/kg/dia (Nonose et al., 2014) de
extrato seco de CM (Curcuma longa) + 2 mg/kg/dia de PD.

4.1.4. Avaliacdes funcionais e aferimento de edema articular

Os animais foram submetidos a manipulacédo simulada, para adaptacéo
ao estimulo em todos os equipamentos de avaliacdo funcional, por 3 dias. Em
seguida, foram submetidos a 4 momentos de avaliagdo. A Avaliagao O (EVO) foi
realizada no dia da primeira sensibilizacdo na base da cauda. A Avaliagdo 1
(EV1), um dia apdés a injecdo intra-articular, e as Avalia¢des 2 (EV2), 3 (EV3) e
4 (EV4) ocorreram alternadamente a cada dois dias. Os resultados obtidos em
todas as EVs foram registrados como uma média de 3 testes consecutivos
(Tilson; Cabe, 1979).

4.1.5. Avaliacéo da incapacidade articular através do tempo de elevacéo
da pata (TEP)

A incapacidade articular foi avaliada usando o protocolo descrito por
Tonussi (1994), utilizando um equipamento composto por um cilindro com 30
cm de altura e 30 cm de diametro, coberto com malha trancada de aco
inoxidavel. O equipamento foi conectado aos animais por meio de sapatilhas
metalicas que foram fixadas na pata traseira direita via fio condutor, e ao
computador no programa Rise Step. O animal caminhou no cilindro pelo
periodo de um minuto para que a perda da funcdo de suporte do membro
afetado pudesse ser registrada, ou seja, 0 tempo total que a pata traseira

sensibilizada permaneceria sem tocar a superficie do cilindro. Esse tempo é
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chamado de tempo de elevacéo da pata (TEP), registrado em segundos e

usado para quantificar a incapacidade articular (Bertolini et al., 2012).

4.1.6. Forca de preenséo

A forca de preensdo do membro pélvico foi avaliada usando um
medidor de forca de preenséo (Insight, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) em
todos os animais, conforme descrito por (Bertelli; Mira, 1995). Os animais foram
posicionados de forma que agarrassem uma grade conectada a um transdutor
de forca com a pata traseira direita e, em seguida, fossem puxados pela cauda
com forca crescente até que a preensédo fosse perdida. O dispositivo forneceu
a forca em gramas (g) exercida pelo animal, e esta foi registrada como a média
de trés testes consecutivos. A pata traseira esquerda foi imobilizada pela méo

do avaliador para evitar interferéncias.

4.1.7. Plano inclinado

A funcdo motora foi avaliada usando um plano inclinado (Insight,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil). O teste mediu a capacidade do animal de
permanecer no topo de uma rampa cuja inclinacdo aumentava 5° a cada 5
segundos. A pontuacao do teste do plano inclinado foi definida pelo angulo
maximo alcancado por cada animal engquanto permanecia na rampa sem
escorregar por pelo menos 5 segundos. As medidas foram realizadas com o
animal posicionado no plano transversal (posicao vertical) (Yonemori et al.,
1998).

4.1.8. Von Frey

Para avaliar o limiar nociceptivo, foi utilizado um analgesimetro digital
de filamento de Von Frey (Insight, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo). O animal foi
colocado em uma caixa elevada com revestimento de malha de ferro no
assoalho, o que permitia o posicionamento do filamento perpendicularmente a

regido plantar da pata traseira, com pressdo crescente até que o animal
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retirasse o membro, o que fornece a alodinia mecéanica (g) dos roedores
(Chaplan et al., 1994).

4.1.9. Edema articular

A mensuracdo do edema articular é considerada uma caracteristica
macroscopica importante da AR (Vijayalaxmi et al.,, 2015) e é um método
utilizado para analisar a inducéo e gravidade da doenca. Apds a imobilizacao
dos animais com uma flanela (Gomes et al.,, 2013), as medidas foram
realizadas através da verificacdo do didmetro da articulagdo tibio-femoral
direita (eixo médio-lateral), em centimetros, usando um paquimetro manual ndo
digital (Mister, Brasil).

4.2. EUTANASIA E COLETA DE AMOSTRAS

No 15° dia apds a inducdo da artrite experimental, os animais foram
anestesiados usando inje¢des intraperitoneais de xilazina (Xilazin-Brasil) (12
mg/kg) e cetamina (Ketalar-Brasil) (95 mg/kg) e eutanasiados por decapitacao
com guilhotina. As amostras de sangue, liquido sinovial, linfonodo popliteo,
articulac@es tibio-femorais e musculos reto femorais do membro pélvico direito

foram coletados.

4.3. ANALISE DE CONCENTRACAO DE LIPOPEROXIDOS NO PLASMA
SANGUINEO

No momento da eutandsia, o sangue dos animais foi coletado por
puncdo cardiaca, e as amostras foram centrifugadas a 4000 rotacbes por
minuto (RPM), por 15 minutos. Apés a sedimentacdo, o plasma sanguineo foi
aliquotado, usando micropipeta, e criopreservado em um ultrafreezer a -80°C.
A andlise dos niveis de lipoperoxidos foi realizada usando quimiluminescéncia
(Flecha et al., 1991). Para isso, apds descongelar e agitar a amostra, 125 pL de

plasma sanguineo foi adicionado a 855 yL de tampé&o fosfato. A essa primeira
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solugdo, foram adicionados 20 pL de terc-butil para iniciar a reagéo
qguimioluminescente, que foi lida por luminbmetro GloMax (TD 20/20 Turner
Designers). Os resultados foram expressos em unidades de luz relativa (RLU),
e a curva obtida foi usada como um indicador qualitativo de lipoperoxidag&o.
Os resultados quantitativos foram obtidos apés a integracdo da area sob a
curva usando o software OriginLab 7.5, que forneceu os pontos maximos da

curva.

4.4. CONTAGEM TOTAL DE MIGRACAO LEUCOCITARIA

Logo ap6s a eutanasia, para a contagem total de migracdo de
leucocitos, foi realizada uma lavagem no interior da cépsula articular da
articulacéao tibio-femoral do membro pélvico direito dos animais, com 100 pl de
solucéo fisiolégica a 0,9%, contendo 4 pL de acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) a 5%, e a coleta do liquido sinovial foi realizada com uma micropipeta
digital. Vinte pyL do liquido da primeira coleta foi diluido em liquido de Turck
(acido aceético glacial 2 mL, azul de metileno 1% e agua destilada 98 ml), e a
contagem total de leucdcitos foi realizada usando uma camara de Neubauer
(células/mms3) (Queiroz Balbino et al.,, 2006). O resultado foi expresso em

células multiplicadas por 10* por mm? (Células x10%/mm?3).

4.5. QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE FATOR DE NECROSE
TUMORAL A ATRAVES DO TESTE DE REACOES ANTIGENO-ANTICORPO
DETECTAVEIS POR REACOES ENZIMATICAS (ELISA)

Apbs a contagem de leucécitos, o membro pélvico direito do animal foi
dissecado para a coleta dos linfonodos popliteos. As células foram cultivadas
em meio RPMI completo (RPMI suplementado com 5% de FCS, 20 mM de
glutamina e 40 IU/mL de gentamicina) na presenca de MBP (10 pg/mL). Os
niveis de TNFa nos sobrenadantes da cultura foram avaliados 48 horas depois
por teste de reacdes antigeno-anticorpo detectaveis por reacdo enziméatica
(ELISA), de acordo com as instru¢des do fabricante (Invitrogen, S&o Paulo, SP,
BR).
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4.6. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO E FOTODOCUMENTAGCAO DA
ARTICULACAO TIBIO-FEMORAL

As articulacbes tibio-femorais do membro pélvico direito foram
coletadas e submetidas aos protocolos histolégicos padrdo, fixadas em
metacarn e descalcificadas em acido tricloroacético (TCA) a 5%. Apds a
descalcificacdo, as amostras foram desidratadas em uma série crescente de
alcoois, diafanizadas usando alcool n-butilico e incluidas em parafina
histolégica. Subsequentemente, foi realizada uma microtomia obtendo-se
secgOes sagitais de 7 ym utilizando um micrétomo Olympus (R CUT 4055
Téquio, Japao).

4.7. AVALIACAO MORFOLOGICA DA ARTICULACAO TIBIO-FEMORAL E
ESTRUTURAS PERIARTICULARES

A analise histoldgica foi realizada para avaliar o efeito da inflamacéo na
membrana sinovial, na cartilagem articular e nas estruturas periarticulares. Esta
avaliacao foi realizada utilizando escores semiquantitativos adaptados de Vidal
et al., 2018; Retameiro et al., 2022; Zazula et al., 2022 com padrbes baseados
nas principais patologias que causam alteracGes relacionadas aos processos
inflamatorios provocados por leses de AR, que podem resultar nas mudancas
morfolégicas analisadas (Tabela 1).



Tabela 1:
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Scores para avaliagcdo morfoldgica da articulagao tibio-

femoral e estruturas periarticulares.

SCORE DA CARTILAGEM ARTICULAR SCORE DA MEMBRANA SCORE INFLAMATORIO SCORE DA MUSCULATURA
SINOVIAL PERIARTICULAR PERIARTICULAR
Superficie da Camada intima Desordens inflamatérias Desordens circulatérias
cartilagem
Estrutwra da 1. Superficie lisa Camadas de 1. Duas a trés Massa de céhilas 1. Ausente Infiltrado inflamatério 1. Ausente
cartilagem sinovideitos camadas inflamatérias
2. Mais de trés
camadas

2 Trregular/Floculada Camada subintima 2 Presente 2. Presente
Pannus L. Ausente Angiogénese L. Ausente 1. Pequena massa na membrana sinovial Fibras 1 Paoligonal

2. Presente 2. Presente 2. Grande massa na membrana sinovial 2 Arredondada
Organizagio da Céhilas inflamatérias | 1. Ausente 1. Pequeno aglomerado de células circundando o 2 Atrofia
cartilagem no interior dos vasos peridsteo
Condrécitos L CD.I"dféde 2. Presente 2 Grande aglomerado de célilas circundando o 3 Vacuolizagio

organizados peribsteo

2. Condrécitos 1. Pequeno aglomerado de céllas circundando a 2 Aumento de

desorganizados musculatura periarticular micleos
Tidemark L. Presente 2. Grande aglomerado de células circundando a Tecido conjuntive

musculatura periarticular

2. Ausente Hipertrofia 1. Ausente
Exposigio do 1. Néo exposto 2. Presente
osso subcondral

2. Exposto

Tabela 1: Scores utilizados na avaliacdo semiquantitativa de secc¢des histoldégicas na cartilagem
articular, membrana sinovial e estruturas periarticulares da articulacéo tibio-femoral de ratas Wistar
com AR induzida por CFA (Retameiro et al., 2022; Vidal et al., 2018; Zazula et al., 2022).

4.8. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO E FOTODOCUMENTACAO EM
MICROSCOPIA DE LUZ DO MUSCULO RETO FEMORAL

Os musculos reto femorais do membro pélvico direito foram coletados e
submetidos a rotina histolégica padréo, fixados em metacarn. Em seguida, as
amostras foram desidratadas em uma série crescente de alcoois, diafanizadas
usando xilol e incluidas em parafina histolégica. Subsequentemente, foi
realizada uma microtomia obtendo-se sec¢des transversais de 7 uym utilizando
um micrétomo Olympus (R CUT 4055 Toquio, Japao). As laminas foram
coradas com hematoxilina e eosina (HE) para avaliar os aspectos
histomorfométricos dos musculos, e com picrosirius red para avaliar os tipos de
colagenos. A fotodocumentacéo foi realizada através de um microscopio de luz
(Olympus DP71, Téquio, Japdo) e um microscopio de luz polarizada (Zeiss

Axio Scope Al, Zeiss Industrial Metrology, Alemanha).
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4.9. AVALIACAO MORFOLOGICA DO MUSCULO RETO FEMORAL

A andlise morfolégica foi realizada para avaliar o efeito da inflamacao
no tecido muscular, utilizando padrdes (Anexo Il) baseados no tipo de alteracdo
patolégica de acordo com as principais patologias descritas por (DeGirolami;
Smith, 1982) e adaptadas por (Zazula et al., 2022). Esses tipos de alteracdes
estdo possivelmente relacionados aos processos inflamatérios causados por
lesbes de AR. Os processos de edema intersticial e hiperemia estdo
diretamente associados as cadeias dos processos inflamatorios e estédo
relacionados as mudancas morfologicas analisadas (Wosczyna; Rando, 2018).

Dois valores foram usados para a avaliagdo quantitativa da
histopatologia:

Fator de importancia (w), que leva em conta a importancia patologica
da alteracdo: 1 - Importancia minima, 2 - Importancia moderada, 3 - Grande
importancia,;

Valor de escore (a), que varia de acordo com a extensao da alteracao:
(0) nenhuma, (2) minima, (4) moderada e (6) ampla ocorréncia.

ApOs obter esses valores, foi feito um calculo matematico para as taxas
de lesdo para a avaliagdo total do tecido. O valor de escore para cada
alteracdo (a) é multiplicado pelo fator de importancia (w), resultando no indice
de alteracdo (x = a X w). A soma de todos os x reflete a extensdo da ocorréncia

desse padrao no tecido, revelando o indice total de dano.

4.10. AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA DO MUSCULO RETO
FEMORAL

Para a analise histomorfométrica geral, a por¢éo proximal do musculo
reto femoral foi fixada em solucdo de metacarn e corada com H/E e picrosirius
red. As seccgOes transversais coradas com H/E foram usadas para a
quantificacdo de nucleos, nucleos centrais, fibras musculares e capilares em 10
campos por animal.

Para cada campo, 10 fibras foram selecionadas para realizar medidas
de area (um?), diametro maior e menor (um), e 10 nucleos foram selecionados

para quantificar suas respectivas areas (um2). Os fusos musculares também
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foram analisados através do diametro da capsula (um) e area (um2). Essas
medidas foram realizadas utilizando o programa Image-Pro Plus 6.0.

As seccOes transversais coradas com picrosirius red foram usadas
para a quantificagdo, em porcentagem de pixels (%), do colageno total e seus
diferentes tipos por cor, onde o tipo | era vermelho e o tipo lll, verde, em 10
campos por animal, em relacdo ao colageno total presente em cada campo.
Essas mensuracdes foram realizadas utilizando o GNU Image Manipulation
Program (GIMP 2.10.34).

4.11. IMUNO-HISTOQUIMICA DO MUSCULO RETO FEMORAL

As amostras do musculo reto femoral foram dissecadas e criofixadas
em nitrogénio liquido (-196°C), seccionadas longitudinalmente (10 uym de
espessura) (Cryostat HM 505 E, MICROM™). Tais secg¢des foram posicionadas
em laminas silanizadas, tratadas previamente com solucdo de EDTA a 3%, e
lavadas (3 x 5 min) em solugcdo salina tamponada com fosfato (PBS),
permeabilizadas em Triton-X 0,1% (10 min) e bloqueadas com PBS e 1% de
albumina de soro bovino (BSA) (20 min). Posteriormente, as secc¢des foram
incubadas overnight a 4°C em uma solugdo contendo a-bungarotoxina
conjugada com rodamina (BTX; Molecular Probes™, Eugene, OR-T-1175),
diluida 1:600 em PBS e 1% de BSA. As sec¢des do musculo reto femoral
foram, entdo, lavadas em PBS (3 x 5 min) antes de serem revestidas com
Prolong (Molecular Probes™, Eugene, OR-P10144).

4.12. HISTOMORFOMETRIA DAS JUNCOES NEUROMUSCULARES DO
MUSCULO RETO FEMORAL

Para a andlise da juncdo neuromuscular, foram utilizadas 30 imagens,
para cada grupo experimental, obtidas por Microscopio de Fluorescéncia
Totalmente Motorizado Olympus BX61™ (Shinjuku, Jap&o) equipado com um
Fluorescéncia UIS2. As imagens foram obtidas por meio de camera
monocromatica Orca-Flash 2.8 (Hamamatsu, Japao), com software CellSens
11 (Olympus™) em ampliagado de 1000X.
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Posteriormente, o software ImageJ™ foi utilizado par mensurar as
varidveis da juncdo neuromuscular: area corada (um?), area total (um?),

perimetro corado (um), perimetro total (um) e dispersao (%).

4.13. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média + desvio padrao para todos
0S parametros testados. As avaliagbes funcionais (TEP, preensao, plano
inclinado e Von Frey) e o edema foram analisados utilizando modelos lineares
generalizados mistos, seguido pelo teste pds-teste de Fisher (LSD).

Para variaveis moleculares, morfolégicas e histomorfométricas, foi
utilizado modelo lineares generalizados mistos com pos-teste de Sidak. Essas
andlises foram realizadas no software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS).

Os dados de morfometria da juncdo neuromuscular foram analisados
utilizando o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn, realizado
com o software GraphPad Prism™ 8.4.3.

O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em p = 0,05.

5. RESULTADOS

5.1. MASSA CORPOREA

A massa corpérea dos animais apresentou diferenca entre a primeira e
a segunda semana, com perda de peso em todos os grupos (p=0,0004). AG foi
diferente de todos os grupos, com a maior perda (4,4% do peso inicial),
seguido por APHD, com 2,7%, e APLD, com 2,5% de perda, sendo 0s grupos
gque mais se aproximaram de AG (APHD: p=0,048, APLD: p=0,031). AC e
APLDC apresentaram perdas de 1,4% e 1,2%, respectivamente, e foram
estatisticamente iguais ao CG (AC: p=0,267, APLDC: p=0,423), que teve
apenas 0,35% de perda (Tabela 2).
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Tabela 2: Massa corpdrea em gramas (g) na primeira e segunda

semanas de experimento e a diferenca da pesagem (g) entre os dois

periodos.

12 semana 2% semana Diferenca

CG 280,8+15,6 279,8+15,6 -142 A
AG 288,67+31,9 276 + 31,7 -12,742 €

AC 283,7£22,5 279,7+£20,6 -4+3 AB
APLD 274,5+23,2 267,7+26,3 -6,815,9 B
APHD 273,8+15,4 266,5+13,3 -7,3+8,8 B
APLDC 269,7+18,2 266,5+17,7 -3,245,3 AB

Tabela 2: Estdo indicados: Grupo Controle (CG), Grupo Artrite (AG), Artrite
Curcumina (AC), Artrite Prednisona Dose Baixa (APLD), Artrite Prednisona Dose Alta (APHD) e
Artrite Prednisona Dose Baixa e Curcumina (APLDC). Letras diferentes representam valores
diferentes. Os valores sdo expressos como média + DP. Foi utilizado um teste de modelo
generalizado misto com poés-teste de Fisher (LSD) (p = 0,05).
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5.2. AVALIACOES FUNCIONAIS

5.2.1. Tempo de elevacédo da pata

A avaliagdo da incapacidade articular mostrou diferengas entre as
avaliacoes (Figura 1A-F), entre os grupos (Figura 1 G-K) (p<0,0001) e
interacdo entre grupos e avaliacdes (p=0,026).

Dentro dos grupos, CG néo apresentou diferenca ao longo de todas as
avaliacoes (Figura 1A). Todos 0s grupos com artrite tiveram um grande
aumento nos valores de TEP em EV1, vinte e quatro horas apoés a injecgéo intra-
articular (p<0,0001) (Figura 1B-F). AG (Figura 1B) manteve os mesmos valores
até EV4 (p=0,003). APLD (Figura 1D) e APLDC (Figura 1F) retornaram aos
valores iniciais em EV3 (p=0,332; p=0,771), os quais foram mantidos em EV4
(p=0,184; p=0,666). AC (Figura 1C) e APHD (Figura 1E) retornaram aos
valores de EVO em EV4 (p=0,251; p=0,326).

Em EV1 (Figura 1H), apenas AG apresentou diferenca significativa em
relacdo a CG (p=0,006). Em EV2 (Figura 1I), AG, AC, APLD, APHD (p<0,0001)
e APLDC (p=0,003) tiveram valores maiores que CG. Em EV3 (Figura 1J),
APLD (p=0,523) e APLDC (p=0,672) foram iguais a CG, e em EV4 (Figura 1K),
AC (p=0,412), APLD (p=0,318), APHD (p=0,705) e APLDC (p=0,572)

apresentaram valores iguais a CG.
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Figura 1: Resultados do teste de tempo de elevacéo da pata em segundos (s). Grupo Controle
(CG), Grupo Artrite (AG), Artrite Curcumina (AC), Artrite Prednisona Dose Baixa (APLD), Artrite
Prednisona Dose Alta (APHD), Artrite Prednisona Dose Baixa e Curcumina (APLDC), Avaliagcao
0 (EV0), Avaliacdo 1 (EV1), Avaliagéo 2 (EV2), Avaliacdo 3 (EV3) e Avaliacdo 4 (EV4). Letras
diferentes representam valores diferentes. Os valores estdo expressos em média £ DP. Foi
utilizado um teste de modelos lineares generalizados mistos com pés-teste de Fisher (LSD) (p
= 0,05). A-F: resultados entre as avalia¢des. G-K: resultados entre 0s grupos.
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5.2.2. Forgca de preenséo

NA forca de preensdo ndo houve interagdo entre grupos e EVs
(p=0,876). No entanto, foram observadas diferencas entre 0Ss grupos
(p<0,0001) (Figura 2.1 A) e entre os EVs (p<0,0005) (Figura 2.2 A-F).

Entre os grupos, todos diferiram do CG (p<0,0001). AG teve o menor
valor de forca muscular, ndo estatisticamente diferente de APLD (p=0,139),
seguido por APHD. AC e APLDC, por outro lado, obtiveram valores mais
préximos do CG (AC: p=0,0001, APLDC: p=0,0002) (Figura 2.1 A).

Entre as avaliagGes, todos os grupos com artrite experimental (AG, AC,
APLD, APHD e APLDC) apresentaram valores mais baixos em EV1, realizado
24 horas apos a injecdo intra-articular, e em EV2, quando comparados a EVO
(EV1: p<0,0002, EV2: p<0,0005). E em EV4, os valores foram iguais a EVO
(p=0,827) (Figura 2.2 A-F).

5.2.3. Plano inclinado

Na avaliacdo da funcdo motora, realizada através do teste do plano
inclinado, foram observadas diferencas entre os grupos (p=0,008) (Figura 2.1
B-F), entre as avaliacbes (p<0,0008) (Figura 2.2 G-L), e houve interacdo entre
grupos e avaliacdes (p=0,007).

Entre os grupos, em EV1, AC (p=0,003), APLD (p=0,002) e APHD
(p=0,009) tiveram valores reduzidos quando comparados com AG. Em EV2,
AG (p=0,015), APLD (p=0,009) e APHD (p=0,0001) foram diferentes de CG,
enquanto AC (p=0,060) e APLDC (p=0,089) j& mostraram recuperacdo nos
valores. Em EV3, todos os grupos tratados tiveram os mesmos valores que CG
(AC: p=0,259, APLD: p=0,187, APHD: p=0,710, APLDC: p=0,256). Em EV4,
APLD teve uma nova queda nos valores e diferiu de CG (p=0,005), assim como
AG (p=0,024), que manteve valores baixos em todos os EVs. Por outro lado,
AC (p=0,256), APHD (p=0,850) e APLDC mantiveram valores iguais ao CG
(Figura 2.1 B-F).

Dentro dos grupos ao longo dos EVs, AG, APLD e APLDC tiveram
diminuicdo nos valores em EV1 (AG: p=0,002, APLD: p<0,0002, APLDC:
p=0,003), que se mantiveram até EV4 (AG: p=0,005, APLD: p<0,001, APLDC:
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p=0,038). AC (p=0,002) e APHD (p=0,002) também tiveram valores reduzidos
em EV1, mas APDH retornou aos valores iniciais em EV3 (p=0,090), que se
mantiveram até EV4 (p=0,446), e AC em EV4 (p=0,186). CG teve valores
iguais em todos os EVs (Figura 2.2 G-L).

5.2.4. Von Frey

O limiar nociceptivo, obtido por meio do teste de Von Frey, apresentou
diferenca entre os grupos (p<0,0001) (Figura 2.1 G-K), avaliacbes (p<0,0008)
(Figura 2.2 M-R) e interagao entre ambos (p<0,0002).

Entre os grupos, todos os animais que sofreram indugédo de artrite
tiveram reducdo nos valores de EV1 (p<0,0001), que se manteve até a Ultima
EV. Porém, na EV4 todos os grupos tratados apresentaram valores superiores
ao AG (p<0,0001) e o APHD apresentou valores iguais ao GC (p=0,061)
(Figura 2.1 G-K).

Dentro dos grupos ao longo da EVS, foi possivel perceber que GA e
APLD tiveram diminuicdo dos valores de AV1 quando comparados a AVO
(p<0,0001), que se manteve até AV4 (GA: p<0,0004, APLD: p= 0,0001). Isso
também aconteceu com AC (p<0,0009), APHD (p<0,0006) e APLDC (<0,0007)
em EV1. Porém, na EV4 AC (p=0,384), APHD (p=0,769) e APLDC (p=0,892)

retornaram aos valores iniciais (Figura 2.2 M-R).
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Figura 2: Estdo indicados: Grupo Controle (CG), Grupo Artrite (AG), Artrite Curcumina (AC),
Artrite Prednisona Dose Baixa (APLD), Artrite Prednisona Dose Alta (APHD), Artrite Prednisona
Dose Baixa e Curcumina (APLDC), Avalia¢do 0 (EVO0), Avaliacéo 1 (EV1), Avaliacdo 2 (EV2),
Avaliacdo 3 (EV3) e Avaliagcdo 4 (EV4). Letras diferentes representam valores diferentes. Os
valores foram expressos como média + DP. Foi utilizado teste de modelos lineares
generalizados mistos com poés-teste de Fisher (LSD) (p = 0,05). 2.1: Resultados dos testes
funcionais entre grupos ao longo das avaliagbes. A: Forca de preensdo (g). B-F: Angulo
méaximo alcancado pelos animais durante as avaliacdes no plano inclinado (°). G-K: Pressédo
méaxima suportada pelos animais durante o teste de Von Frey (g). 2.2: Resultados dos testes
funcionais dentro dos grupos ao longo das avaliagdes. A-F: Forga de preenséo (g). G-L: Angulo
méaximo alcangado pelos animais durante as avaliagdes no plano inclinado (°). M-R: Pressao
maxima suportada pelos animais durante o teste de Von Frey (Q).
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5.3. ASPECTOS INFLAMATORIOS

5.3.1. Aspecto inflamatdorio macroscopico- edema

O diametro articular mostrou diferengas entre as avaliagbes (Figura 3
A-F) (p<0,0003), grupos (Figura 3 G-K) (p<0,0007) e interacdo entre grupos e
avaliacOes (p<0,0001).

Dentro dos grupos, CG nao apresentou diferenca ao longo de todas as
avaliacdes (Figura 3A). Todos os grupos com artrite tiveram grande aumento
nos valores do didmetro articular em EV1, 24 horas apds a inje¢do intra-
articular (p<0,0001) (Figura 3B-F). AG (Figura 3B) (p<0,0001), AC (Figura 3C)
(p<0,0001), APLD (Figura 3D) (p<0,0001), APHD (Figura 3E) (EV1 e EV2:
p<0,0001; EV3: p=0,001; EV4: p=0,012) e APLDC (Figura 3F) (EV1, EV2 e
EV3: p<0,0001; EV4: p=0,014) ndo recuperaram os valores iniciais quando
comparados a EVO.

Entre os grupos, em EV1 (Figura 3H), todos os grupos com artrite
foram diferentes do CG (p<0,001), mas o AC foi o unico diferente do AG
(p=0,039). No EV2 (Figura 3l), os grupos com artrite mantiveram os valores
mais altos que o CG (<0,0001), no entanto, o AC (p=0,005), APHD e APLDC
(p<0,0001) também foram diferentes do AG, enquanto o APLD né&o foi (p=0,60).
Em EV3 (Figura 3J), todos os grupos ainda foram diferentes do CG (AG, AC e
APLD: p<0,001; APHD: p=0,0012; APLDC: p=0,001), porém todos 0s grupos
tratados também foram diferentes de AG (p<0,0001). Em EV4 (Figura 3K), os
grupos tratados mantiveram valores menores que o AG (p<0,001). Quando
comparados ao CG; AG, AC, APLD (p<0,001) e APLDC (p=0,044) continuaram
com diametros maiores, enquanto o APHD obteve valores iguais (p=0,112).
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Figura 3: Resultados do edema em centimetros (cm). Grupo Controle (CG), Grupo Artrite (AG),
Artrite Curcumina (AC), Artrite Prednisona Dose Baixa (APLD), Artrite Prednisona Dose Alta
(APHD), Artrite Prednisona Dose Baixa e Curcumina (APLDC), Avaliagédo 0 (EV0), Avaliacdo 1
(EV1), Avaliacdo 2 (EV2), Avaliacdo 3 (EV3) e Avaliacdo 4 (EV4). Letras diferentes
representam valores diferentes. Os valores estdo expressos como média + DP. Foi utilizado o
teste de modelos lineares generalizados com teste pés-teste de Fisher (LSD) (p = 0,05). A-F:
Resultados entre as avaliagfes. G-K: Resultados entre 0s grupos.
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5.3.2. Aspectos inflamatérios microscopicos — Contagem de migracao
total de leucocitos e quantificacdo das concentracbes de Fator de
Necrose Tumoral a

No numero total de leucdcitos no liquido sinovial (Figura 4B), 0s grupos
AG apresentaram a contagem mais alta: AG, AC, APLD (p=0,002), APHD
(p=0,010) e APLDC (p=0,013). No entanto, APHD e APLDC (p=0,004) foram
diferentes de AG, enquanto AC (p=0,883) e APLD (p=0,557) néao diferiram.

Na quantificacdo do TNF a (Figura 4C), APLD e APHD apresentaram
as concentracbes mais altas (p<0,0001), AG também diferiu do controle
(p=0,007). Por outro lado, AC (p=0,080) e APLDC (p=0,346) tiveram
concentracdes iguais as do CG.

5.4. ASPECTO OXIDATIVO - CONCENTRACOES DE LIPOPEROXIDACAO
NO PLASMA SANGUINEO

Ao avaliar as concentracdes de peroxidagcdo lipidica no plasma
sanguineo (Figura 4A), observou-se que o grupo AG apresentou o resultado
mais alto em relacdo a todos os outros grupos. Comparado ao CG, AG
(p<0,0001) e APHD (p=0,035) tiveram a maior diferenca, enquanto AC (p=0,5),
APLD (p=0,506) e APLDC (p=0,690) estavam com as mesmas concentracoes.
Em relacdo as comparacdes com o AG; CG, APLDC (p<0,0001), AC, APHD
(p=0,005) e APLD (p=0,001) apresentaram valores mais baixos.
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Figura 4: Resultados da lipoperoxidagcdo e inflamacdo microscépica. Grupo Controle (CG),
Grupo Artrite (AG), Artrite Curcumina (AC), Artrite Prednisona Dose Baixa (APLD), Artrite
Prednisona Dose Alta (APHD), Artrite Prednisona Dose Baixa e Curcumina (APLDC). Letras
diferentes representam valores diferentes. Os valores foram expressos como média + DP. Foi
utilizado o teste de modelos lineares generalizados com pés- teste de Fisher (LSD) (p = 0,05).
A: Resultados das concentracdes de lipoperoxidagcao no plasma sanguineo expressos atraves
dos pontos maximos da curva. B: Resultados da contagem total de migracao de leucécitos no

liquido sinovial (Células X 10* mm3). C: Resultados da quantificacdo do Fator de Necrose
Tumoral a nos linfonodos popliteos (Log Y).

(@]
Cells x104 /mm?3
+ >
I

5.5. ANALISE MORFOLOGICA DA ARTICULACAO TIBIO-FEMORAL E
ESTRUTURAS PERIARTICULARES

5.5.1. Analise morfoldgica qualitativa e semiquantitativa da articulag&o
tibio-femoral

Na analise morfoloégica qualitativa e semiquantitativa, foi possivel
observar morfologia caracteristica nos grupos CG, AC e APLDC. As cartilagens
articulares do fémur e da tibia apresentavam superficies articulares lisas e
condrdcitos organizados em quatro camadas celulares. Na zona superficial, as
células foram identificadas com maior densidade e dispostas horizontalmente
em grupos achatados. Na zona intermediaria, os condrécitos assumiram forma
arredondada e dispostas em grupos isoginos. Na zona profunda, os
condrdcitos estavam organizados em lacunas e separados da zona calcificada
pela tidemark, uma linha basofilica. O osso subcondral também apresentou
aparéncia normal tanto no fémur (AC: p=1,00 e APLDC: p=0,485) quanto na
tibia (AC: p=0,670 e APLD: p=0,658) (Figura 5, A-B, G-H, P-Q e S-T).

Na membrana sinovial, foi possivel notar morfologia caracteristica com
2-3 camadas de células, sinovidcitos dos tipos A e B na intima sinovial, e
subintima com predominancia de células adiposas no CG (Figura 5, C e U). No

entanto, os animais dos grupos AG, APLD e APHD, quando comparados ao
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CG, apresentaram estrutura completamente degradada na cartilagem articular
com superficie floculada, presenca de pannus, condrdcitos desorganizados e
auséncia da tidemark em alguns animais devido a exposicdo do 0SSO
subcondral, tanto no fémur quanto na tibia (p<0,0001) (Figura 5, D-E, J-K, M-N
e S-T).

Ainda em relacdo a membrana sinovial, também foi possivel observar
que esses mesmos grupos apresentavam grande espessamento da intima com
muitas camadas de células e a subintima revelou angiogénese com muitos
vasos sanguineos, turgidos de hemécias e com células inflamatoérias no interior
dos vasos (p<0,0001) (Figura 5, F, L, O e U). E, embora nenhum dos grupos
tivesse a mesma histologia do CG, o grupo AC foi diferente do AG (Figura 4, | e
U) (p=0,001) e APLDC foi igual ao AC (Figura 5, R e U) (p=0,057).
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Figura 5: Fotomicrografias das articulagdes tibio-femorais de ratas Wistar fémeas de 18 meses,
coradas com HE e resultados morfologicos semiquantitativos. A, D, G, J, M e P:
Fotomicrografias da cartilagem articular do fémur. B, E, H, K, N e Q: Fotomicrografias da
cartilagem articular da tibia. C, F, I, L, O e R: Fotomicrografias da membrana sinovial da
articulacéo tibiofemoral. A-C: Grupo Controle; D-F: Grupo Artrite; G-I: Artrite Curcumina; J-L:
Artrite Prednisona Dose Alta; M-O: Artrite Prednisona Dose Baixa; P-R: Artrite Prednisona Dose
Baixa e Curcumina. Indicac@es: fémur (Fe), tibia (Ti), cartilagem articular (AC), osso subcondral
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(SB), tidemark (seta), floculagao (FL), pannus (PN), camada intima (IN), camada subintima (Sl),
vasos sanguineos (BV), adipdcitos (AD) e infiltrado inflamatorio (*). S: Pontuag6es méximas da
morfologia da cartilagem articular do fémur; T: Pontuagbes maximas da morfologia da
cartilagem articular da tibia; U: Pontuagbes maximas da morfologia da membrana sinovial.
Indicagbes: Grupo Controle (CG); Grupo Artrite (AG); Artrite Curcumina (AC); Artrite Prednisona
Dose Alta (APHD); Artrite Prednisona Dose Baixa (APLD); Artrite Prednisona Dose Baixa e
Curcumina (APLDC). Os valores sdo expressos como média = DP. Foi utilizado o teste de
modelos lineares generalizados com pds-teste de Sidak (p = 0,05).

5.5.2. Andlise semiquantitativa das caracteristicas inflamatorias de
estruturas periarticulares e musculatura periarticular das articulacdes
tibio-femorais

No grupo controle (CG), foi possivel observar aspectos normais em
toda a membrana sinovial (Figura 6A), no tecido 6sseo (Figura 6B) e na
musculatura periarticular, com fibras predominantemente poligonais,
organizadas em fasciculos de tecido conjuntivo, com nucleos periféricos, vasos
sanguineos e tecido nervoso com aparéncia caracteristica (Figura 6C).

No entanto, em todos os animais artriticos, foi possivel observar uma
massa de células inflamatorias em algumas estruturas periarticulares do fémur
e da tibia. Em AG (Figura 6 D-F), APLD (Figura 6J-L) e APHD (Figura 6M-0),
essas células estavam organizadas como uma grande massa na membrana
sinovial, rodeando o periésteo e a musculatura periarticular, configurando uma
pontuacao inflamatéria mais alta quando comparada ao GC (p<0,0001). AC e
APLDC também diferiram do CG (p<0,0001), mas AC foi diferente de AG
(Figura 5G-I) (p=0,002) e APLC foi igual a AC (p=0,110) (Figura 6P-R), o que
resultou em uma pontuagéo inflamatéria mais baixa (Figura 6S).

Em relacdo a musculatura periarticular, AG (Figura 6F), APLD (Figura
6L), APHD (Figura 60) e APLDC (Figura 6R) tiveram a pontuacdo mais alta
(Figura 6T) quando comparados ao CG (p<0,0001) devido a disturbios
circulatorios, alteracdes nas fibras musculares e no tecido conjuntivo. AC
também foi diferente do GC (p=0,001), mas mostrou alguma recuperacao,
sendo o Unico grupo que diferiu de AG nesses aspectos (p=0,001).

Considerando todos os aspectos semiquantitativos da articulacao tibio-
femoral, os aspectos inflamatérios das estruturas periarticulares e as
caracteristicas da musculatura periarticular, a analise total mostrou que AG,
APLD e APHD tiveram as pontuagfes mais altas quando comparados ao CG
(p<0,0001). AC e APLDC foram iguais entre si (p=0,105) e também diferiram do



58

CG (p<0,0001), mas tiveram pontuacdo mais baixa quando comparados a AG,
APLD e APHD (p<0,0001) (Figura 6U).
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Figura 6: Fotomicrografias das estruturas periarticulares das articulagbes tibio-femorais de
ratas Wistar fémeas de 18 meses, coradas em HE, e resultados morfolégicos
semiquantitativos. A, D, G, J, M e P: Fotomicrografias dos aspectos inflamatérios na membrana
sinovial. B, E, H, K, N e Q: Fotomicrografias dos aspectos inflamatérios no periésteo. C, F, I, L,
O e R: Fotomicrografias do tecido muscular periarticular. A-C: Grupo Controle; D-F: Grupo
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Artrite; G-I: Artrite Curcumina; J-L: Artrite Prednisona Dose Alta; M-O: Artrite Prednisona Dose
Baixa; P-R: Artrite Prednisona Dose Baixa e Curcumina. Indicag¢des: intima (IN), subintima (SI),
vaso sanguineo (BV), adipécito (AD), vacuolizagdo no tecido inflamatério (VC), massa
inflamatdria periarticular (PIM), periésteo (PO), membrana periarticular (PAM), fibra poligonal
(PF), tecido conjuntivo (seta branca), fibra anormal (AF), célula inflamatoéria (*). S: Score
inflamatério periarticular; T: Score da musculatura periarticular; U: Score periarticular total.
Indicac8es: Grupo Controle (CG); Grupo Artrite (AG); Artrite Curcumina (AC); Artrite Prednisona
Dose Alta (APHD); Artrite Prednisona Dose Baixa (APLD); Artrite Prednisona Dose Baixa e
Curcumina (APLDC). Os valores foram expressos como média £ DP. Foi utilizado o teste de
modelos lineares generalizados com pds-teste de Sidak (p = 0,05).

5.6. ANALISE HISTOMORFOMETRICA DO MUSCULO RETO FEMORAL

5.6.1. Analise morfolégica

Na analise morfolégica qualitativa, péde ser observada morfologia
caracteristica do musculo reto femoral no grupo controle (CG), com fibras
predominantemente poligonais, organizadas em fasciculos de tecido conjuntivo
e com nucleos periféricos, vasos sanguineos e tecido nervoso com aparéncia
caracteristica (Figura 7A e H).

Todos 0s grupos artriticos apresentaram alteracfes gerais no musculo
e tecidos associados, disturbios circulatorios, alteracdes nas fibras musculares
e no tecido conjuntivo. No entanto, o grupo AG apresentou mudancgas severas
e extensas. Nas fibras musculares, foi possivel notar fibras atréficas,
arredondadas e degeneradas. As estruturas de nervos, fusos musculares e
tecido conjuntivo foram afetadas pela presenca de tecido adiposo e processos
inflamatérios. Os vasos sanguineos apresentaram aumento no fluxo
sanguineo, o que levou ao aumento da permeabilidade celular devido a
presenca de inflamacdo. Os nucleos foram encontrados em maior quantidade,
com halo basofilico, e nucleos centrais foram comumente observados (Figuras
7B, C e H).

Nos grupos tratados, embora também fosse possivel observar essas
alteracOes, elas foram mais leves e menos extensas, principalmente com uma
maior organizacao das fibras musculares (Figura 7D-H). No entanto, o grupo
APLDC foi o que pareceu ter maior organizacao tecidual e menos alteracoes,
sendo o que mais se assemelhava ao CG (Figura 7 G, H).
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Na avaliagdo quantitativa histopatoldgica, foi possivel confirmar as
caracteristicas encontradas na analise morfolégica com diferenca significativa
(p<0,0001). Quando comparado ao CG, AG teve o maior escore (p<0,0001)
(Figura 7H), seguido por AC, APLD e APHD (p<0,0001). APLDC teve o0 menor
escore entre os grupos tratados, com diferenca menor em relagdo ao CG
(p=0,001) (Figura 7H).

D

CG AG AC APLD APHD APLDC

Figura 7: Fotomicrografias do misculo Reto Femoral de ratas Wistar fémeas, de 18 meses em
secc¢do transversal coradas com HE. A: Grupo Controle (CG), apresentando aspectos padrédo
com fibras poligonais (PF), nlcleos periféricos (seta preta), cobertas por tecido conjuntivo
(setas brancas), vasos sanguineos e nervos entrando no musculo através de feixes associados
a projecbes de tecido conjuntivo (seta preta). B-C: Grupo Artrite (AG) com mudancas
acentuadas mostrando fibras degeneradas (DF), fibras anormais (AF), nlcleos centralizados
(circulo preto), alteragBes no arranjo do tecido conjuntivo (seta branca), hipertrofia nos vasos
sanguineos (seta preta) com hemécias (RC), e células inflamatérias (*). D: Grupo Artrite
Curcumina (AC) com fibras poligonais (PF), nucleos periféricos (seta preta), alterag6es no
arranjo do tecido conjuntivo (seta branca). E: Grupo Artrite Prednisona Dose Baixa (APLD)
apresentando fibras poligonais (PF), nucleos periféricos (seta preta), tecido conjuntivo (seta
branca), vasos sanguineos (seta preta), heméacias (RC) no tecido conjuntivo e células
inflamatdrias. F: Grupo Artrite Prednisona Dose Alta (APHD) indicando fibras poligonais (PF),
alteragBGes no arranjo do tecido conjuntivo (setas brancas), nudcleos periféricos (seta preta),
fibras anormais (AF), vasos sanguineos (setas pretas) com hemécias (RC), nervos (N) e
células inflamatorias (*). G: Grupo Artrite Prednisona Dose Baixa e Curcumina (APLDC) com
fibras poligonais (PF), nlcleos periféricos (seta preta), vaso sanguineo (seta preta) e tecido
conjuntivo (seta branca). H: Médias de danos no tecido muscular do musculo Reto Femoral.
Grupo Controle (CG), Grupo Artrite (AG), Artrite Curcumina (AC), Artrite Prednisona Dose
Baixa (APLD), Artrite Prednisona Dose Alta (APHD) e Artrite Prednisona Dose Baixa e
Curcumina (APLDC). Letras diferentes representam valores diferentes. Os valores foram
expressos como média + DP. Foi utilizado o teste de modelos lineares generalizados mistos,
com pos-teste de Fisher (LSD) (p = 0,05).
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5.6.2. Andlise histomorfométrica do fuso muscular

Na andlise morfolégica geral, nos fusos musculares de CG, foi possivel
observar aparéncia caracteristica com feixe de fibras musculares intrafusais
fusiformes, estriadas, situadas em paralelo com os fasciculos das fibras
musculares extrafusais regulares e com estrutura capsular intacta (Figura 8A,
G-H). No grupo AG, foi possivel notar degeneracdo em todos 0s aspectos
morfoldgicos, com desorganizacdo completa das fibras intrafusais e da capsula
(Figura 8B).

No grupo APHD, houve mais organizacdo quando comparado ao AG,
mas ainda foi possivel observar desorganizacdo nas fibras intrafusais (Figura
8E). O grupo APLD apresentou os maiores valores de area e diametro
(p=0,001) (Figura 8 G-H) da capsula quando comparado ao CG; no entanto,
junto com os grupos AC e APLD, foram os que apresentaram aspectos
morfolégicos mais caracteristicos e estavam mais proximos ao CG (Figura 8 C-
DeF).
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Figura 8: Fotomicrografias do masculo Reto Femoral de ratas Wistar fmeas de 18 meses em
seccao transversal coradas com HE. A: Grupo Controle (CG), B: Grupo Artrite (AG), C: Grupo
Artrite Curcumina (AC), D: Grupo Artrite Prednisona Dose Baixa (APLD), E: Grupo Artrite
Prednisona Dose Alta (APHD), F: Grupo Artrite Prednisona Dose Baixa e Curcumina (APLDC).
Estao indicados: fibras poligonais (PF), nlcleos periféricos (seta preta), tecido conjuntivo (setas
brancas), fuso muscular (MS) com fibras intrafusais (estrela) e capsula (seta preta), nucleos
centrais (circulo preto), nervos (N), vasos sanguineos (BV). G-H: Area do fuso muscular (G) e
didmetro do fuso muscular (H). Grupo Controle (GC), Grupo Artrite (AG), Artrite Curcumina
(AC), Artrite Prednisona Dose Baixa (APLD), Artrite Prednisona Dose Alta (APHD) e Artrite
Prednisona Dose Baixa e Curcumina (APLDC). Letras diferentes representam valores
diferentes. Os valores sdo expressos como média + DP. Os valores foram expressos como
média + DP. Foi utilizado o teste de modelos lineares generalizados mistos, com pos-teste de
Fisher (LSD) (p = 0,05).
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5.6.3. Analise morfométrica geral

Na morfometria, a analise da area das fibras (Figura 9A), diametro
maior (Figura 9B) e numero total de fibras (Figura 9E) mostraram valores mais
baixos em AG (p=0,0013, p<0,008, p=0,0004), AC (p=0,008, p=0,0011,
p=0,028), APLD (p=0,006, p=0,002, p=0,007) e APHD (p=0,002, p=0,0001,
p=0,005), quando comparados com CG. APLDC teve valores iguais ao GC
(p=0,971, p=0,897, p=0,903). No diametro menor das fibras (Figura 9C), AG
teve o valor mais baixo (p<0,0007), seguido por APHD (p<0,0001), AC
(p=0,002) e APLD (p=0,001). APLDC foi igual ao CG (p=0,840).

Em relacdo aos nucleos, na area total (Figura 9 D), AG (p<0,0002), AC
(p<0,0005) e APLD (p<0,0003) tiveram os valores mais altos, seguidos por
APHD (p=0,003). APLDC foi igual a APHD (p=0,127) e ao CG (p=0,131). Na
contagem total (Figura 9F), AG teve o valor mais alto (p<0,0001), seguido por
APLD (p=0,004) e AC, que foi igual a AG (p=0,087) e APLD (p=0,706). APHD
(p=0,563) e APLDC (p=0,976) tiveram os mesmos valores que o CG. Na
contagem de nucleos centrais (Figura 9G), AG teve o valor mais alto
(p=0,0002) e AC (p=0,088), APLD (p=0,234), APHD (p=0,234) e APLDC
(p=0,844) foram iguais ao CG.

Na contagem total de capilares (Figura 9H), todos os grupos foram
diferentes do CG. APHD se destacou com o resultado mais alto (p<0,0005),
seguido por APLD (p=0,0001), AG (p=0,003), AC (p=0,032) e APLDC
(p=0,001). As andlises da razdo ndcleos/fibra (Figura 91) e da razao

capilares/fibra (Figura 9J) ndo mostraram diferenca entre 0s grupos.
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Figura 9: Resultado da analise morfométrica do musculo Reto Femoral. Grupo Controle (CG),
Grupo Artrite (AG), Artrite Curcumina (AC), Artrite Prednisona Dose Baixa (APLD), Artrite
Prednisona Dose Alta (APHD), Artrite Prednisona Dose Baixa e Curcumina (APLDC). Letras
diferentes representam valores diferentes. Os valores foram expressos como média + DP. Foi
utilizado o teste de modelos lineares generalizados mistos, com pos-teste de Fisher (LSD) (p =
0,05). A: Area total da fibra. B: Diametro maior da fibra. C: Didmetro menor da fibra. D: Area
dos nucleos. E: Nimero total de fibras. F: Nimero total de nucleos. G: Quantidade de nlcleos
centrais. H: Numero total de capilares. I: Razdo Nucleos/Fibra. J: Razdo Capilares/Fibras.

5.6.3. Analise morfométrica de colageno

Na quantificacdo do colageno total, houve diferenca entre os grupos
(p<0,0004). Comparado ao CG, o grupo AG teve o valor mais alto (p<0,0004),
seguido por AC, APHD, APLD (p=0,001) e APLDC (p=0,003) (Figura 10 A-G).
Na quantificacdo do colageno tipo | (vermelho), todos os grupos artriticos
apresentaram guantidade maior quando comparados ao CG. AG e APHD com
p=0,002, AC com p=0,005, APLD com p=0,001 e APLDC com p=0,003 (Figura
10 A-F, H).

A quantificacdo do colageno tipo Il (verde) ndo mostrou diferenca entre

0s grupos (p=0,648) (Figura 10 I).
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Figura 10: A-F: Fotomicrografias do musculo Reto Femoral de ratas Wistar fémeas de 18
meses em secc¢do transversal coradas com picrosirius red. A: Grupo Controle (CG), B: Grupo
Artrite (AG), C: Grupo Artrite Curcumina (AC), D: Grupo Artrite Prednisona Dose Baixa (APLD),
E: Grupo Artrite Prednisona Dose Alta (APHD), F: Grupo Artrite Prednisona Dose Baixa e
Curcumina (APLDC). G-I: Analise morfométricas da quantificacdo de colageno do musculo
Reto Femoral. Grupo Controle (CG), Grupo Artrite (AG), Artrite Curcumina (AC), Artrite
Prednisona Dose Baixa (APLD), Artrite Prednisona Dose Alta (APHD), Artrite Prednisona Dose
Baixa e Curcumina (APLDC). Letras diferentes representam valores diferentes. Os valores
foram expressos como média = DP. Foi utilizado o teste de modelos lineares generalizados
mistos, com poés-teste de Fisher (LSD) (p = 0,05). G: Quantificacdo total de colageno. H:
Quantificacé@o de colageno do Tipo I. I: Quantificagdo de colageno do Tipo lIl.

5.6.4. Morfometria das jun¢cdes neuromusculares

Os aspectos morfologicos da regido pés-sinaptica imunomarcada foram
analisados e os grupos ndo mostraram grandes diferencas nesse aspecto.
Todos apresentaram morfologia compacta com clusters arredondados, como é
caracteristico nessa estrutura (Figura 11A-F).

Quanto a morfometria, o grupo APLDC apresentou maior perimetro
total (CG p=0,0025, AG p=0,0097, AC p=0,0003, APLD p=0,0002, APHD
p<0,0001) (Figura 11 H). E na &rea corada (p=0,0143) (Figura 11l), perimetro
corado (p=0,0275) (Figura 11 J), didametro minimo (p=0,0346) (Figura 11L),
relacdo g (p=0,0369) (Figura 11M) e compacidade (p=0,0310) (Figura 11N), o
grupo APLDC diferiu apenas do grupo APHD.
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Figura 11: A-F: Fotomicrografias da regido pds-sindptica da juncdo neuromuscular com
imunomarcagéo dos grupos experimentais. As imagens mostram as diferentes disposi¢des das
areas de ativacdo da acetilcolina em relacéo aos protocolos. A: Grupo Controle (CG); B: Grupo
Artrite (AG); C: Grupo Artrite Curcumina (AC); D: Grupo Artrite Prednisona Dose Baixa (APLD);
E: Grupo Artrite Prednisona Dose Alta (APHD); F: Grupo Artrite Prednisona Dose Baixa e
Curcumina (APLDC). G-N: Analise morfométrica. Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com
pos-teste de Dun (p = 0,05). G: Area Total; H: Perimetro Total; I: Area corada; J: Perimetro
corado; K: Diametro Maior; L: Diametro Menor; M: Q-ratio (razdo Q); N: Compactacéo.
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6. DISCUSSAO

A AR é o tipo mais comum de inflamacao crbnica das articulacdes e
tem alta incidéncia em mulheres que estdo passando pelo processo de
envelhecimento. Nosso estudo mostrou que 14 dias de suplementacdo com
100 mg/kg/dia de extrato seco de CM, no tratamento com 2 mg/kg/dia de PD,
apresentaram beneficios significativos quando comparados aos grupos APHD,
AG, APLD e APHD. Demonstramos 0s seguintes resultados principais:

AG teve perda significativa de massa corporal e APLDC teve a

melhor recuperagéo.

Doencas inflamatérias crénicas diminuem o peso corporal e induzem a
perda muscular. A perda muscular € uma complicacdo comum e importante da
AR e, embora a artrite experimental induza perda de peso, h4 evidéncias que
mostram que a perda pode ocorrer parcialmente devido a diminuicdo da
ingestao de alimentos (Castillero et al.,2009).

APLDC teve a melhor recuperacdo quando comparado a todos os
outros grupos com AR. Ha evidéncias de que os efeitos da CM em disturbios
metabdlicos e condicbes autoimunes podem nao depender apenas de sua
biodisponibilidade e concentracdes séricas, mas também de sua influéncia
positiva na saude e funcéo gastrointestinal (Lopresti, 2018).

Alguns estudos demonstraram o efeito do CM no ganho de peso
(Alghadir et al., 2020). Mostraram que a administracdo oral de CM aumentou
significativamente o peso corporal. Em resumo, a CM desempenha papel
importante no sistema metabdlico e gastrointestinal, através da manutencao da

homeostase.

A suplementacdo com CM melhorou aspectos funcionais.

Limitagcbes fisicas que acometem pacientes com AR estdo
significativamente associadas a reducdo na elaboracdo de movimentos. Uma
das causas dessa limitacao é a fraqueza muscular, que se refere a diminuicao

na for¢ca muscular, como também foi observado no grupo AG em nosso estudo,
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e em pacientes com AR frequentemente € atribuida a diminuicdo na massa
muscular devido a atrofia das miofibras (Londhe; Guttridge, 2015).
Corroborando com nossos achados, Coradini et al. (2015) mostraram
que 1,75 mg/kg de curcumina reduziu significativamente a infiltracdo da
membrana sinovial e a fibrose. O volume da pata também foi reduzido apos o
tratamento com 100 mg/kg de CM (Nonose et al., 2014) e o tratamento por
gavagem oral com CM foi relatado como reduzindo significativamente a

alodinia mecanica e a hiperalgesia térmica (Chen et al., 2015).

O tratamento apenas com PD melhorou o edema nas articulacdes
e o TEP, mas ndo apresentou resultados positivos em outros aspectos

guando comparado ao CG e aos grupos PD suplementados com CM.

Os glicocorticoides orais de curto prazo e baixa dose sao eficazes na
reducdo da dor (Kirwan et al.,, 2011), mas a magnitude e a duracdo dos
beneficios s&@o incertas na pratica clinica atual. O uso prolongado esta
associado a problemas significativos de salde, como a necessidade de
substituicdo total da articulacdo e osteoporose (Hua et al., 2020).

A mineralizacdo 6ssea € o efeito colateral sistémico mais estudado,
que leva ao aumento da atividade dos osteoclastos e a excrecdo urinaria de
calcio, enquanto diminui a atividade dos osteoblastos e a absorcédo
gastrointestinal de célcio, resultando na diminuicdo da densidade O&ssea
(Marcus et al., 1996). A reducdo da densidade O6ssea com o uso oral de
glicocorticoides foi bem demonstrada em doses de prednisona ou equivalentes
tdo baixas quanto 2,5 a 7,5 mg diarios (Grossman et al., 2010).

Quanto ao tecido muscular, aumentam a susceptibilidade a infeccdes,
miopatia, perda e atrofia muscular sdo outros efeitos colaterais conhecidos
destes medicamentos (Marcedo et al., 2016), produzindo protedlise, que causa
atrofia muscular (Krug et al., 2016). Também causa aumento do estresse
oxidativo, o que ocorre concomitantemente com a atrofia muscular (Kim et al.,
2015). Dessa forma, embora os dados sejam variados, a recomendagédo geral &
gue a dose total de glicocorticoide deve ser considerada com cautela,

especialmente em mulheres mais velhas (Grossman et al., 2010).
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Estudos anteriores encontraram que a CM pode proteger contra a
perda O0ssea e diminuir a osteoclastogénese em modelos animais (Cho et al.,
2013). Ha evidéncias mostrando que o tratamento com CM (110 mg/kg, oral
por 60 dias) reverteu as alteracbes Osseas apds a ovariectomia, indicando
potencial como agente alternativo para danos no tecido 6sseo (Hussan et al.,
2012).

Além disso, existem estudos demonstrando que a CM induz a
biossintese mitocondrial no musculo (Hamidie et al., 2015). As mitocéndrias
sdo organelas importantes que produzem energia nos musculos. O
envelhecimento e condicbes inflamatérias sdo fatores que promovem a
reducdo da densidade mitocondrial e da massa muscular (Peterson et al.,
2012). Dessa forma, manter ou aumentar o nimero de mitocondrias pode
prevenir a perda muscular (Hood et al., 2011). Assim, a ingestdo de CM, que
promove a biogénese mitocondrial através da diferenciacdo muscular pelo
aumento da proliferacdo celular, pode suprimir a atrofia muscular (Tidball,
2011).

Parametros inflamatoérios: a suplementacdo com CM melhorou o
edema nas articulacdes e o numero total de leucocitos, mas o grupo

APHD também apresentou resultados positivos.

As manifestacbes da AR s&o caracterizadas, principalmente, pela
inflamacédo sinovial e edema nas articulacées (Mclnnes; Schett, 2011), o que
leva a dor articular e potencialmente a incapacidade ao longo da vida, afetando
significativamente a funcdo motora do corpo (Zheng et al., 2015). Os
corticosteroides sdo comumente utilizados na pratica clinica para diminuir a
inflamacdo, mas possuem efeitos colaterais bem estabelecidos. Os
glicocorticoides afetam todo o sistema enddcrino, influenciando a funcéo
imunologica, os lipidios séricos e a adiposidade. A supressao do cortisol apos a
administragdo destes medicamentos € um marcador de absorcdo sistémica e
alteracdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal, e estudos tém mostrado que ha
variacao individual substancial nos efeitos clinicos da administragéo oral (Liu et
al., 2013).
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Além disso, a perda neuronal e a atrofia no hipocampo sao
documentadas em animais estressados ou tratados com glicocorticoides. Ou
seja, embora ocasione melhora no edema na dor, isso pode comprometer todo
0 organismo e levar, além de outras manifestacées, a comprometimento da
funcionalidade (Zunszain et al., 2011).

Por outro lado, em nosso estudo, a suplementacdo com CM também
mostrou melhora no edema e no numero total de leucdcitos. E, ao observar os
outros parametros que testamos, € possivel ver que ndo houve influéncias
negativas nos aspectos microscopicos, bioquimicos e funcionais, o que nao
aconteceu no tratamento com APHD. Yoshikawa et al. (2018) mostraram que
CM é capaz de diminuir o escore de artrite. Da Silva et al. (2019)
demonstraram que a CM na dose de 25 mg/kg pode reduzir a formacao de
edema, a hiperalgesia térmica e no escore de artritico.

Numerosos estudos mostraram que a CM possui propriedades anti-
inflamatorias. Estudos realizados em animais mostraram relacéo direta entre a
concentracdo celular aumentada de CM e sua capacidade de modular
mediadores inflamatorios (Dai et al.,, 2018). Estudos experimentais em
linhagens celulares e em seres humanos confirmaram os achados dos estudos
com animais, demonstrando que a CM desempenha um papel na resposta anti-
inflamatoéria através da inibicdo da via da ciclooxigenase-2 (COX-2) e da
ativacdo do NF-k 3 (Prasad et al., 2018).

Em ratos com artrite induzida por CFA, a administracédo oral de CM ja
foi relatada como capaz de inibir a agregacdo de neutrdfilos e a inducéo
inflamatéria. Também foi observado, em relacdo aos aspectos inflamatorios,
que a administracdo oral de CM foi tdo eficaz quanto a cortisona ou
fenilbutazona, e em casos de inflamacéo crénica mostrou metade da eficacia

do corticosteroide (Akram et al., 2010).
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TNF a - a relagdo com a funcionalidade, outros aspectos
inflamatérios, lipoperoxidacdo e melhora nos grupos suplementados com
CM

Em nosso estudo, todos os animais artriticos apresentaram alteracées
degenerativas na articulacao tibio-femoral e a presenca de massas de células
inflamatorias em estruturas periarticulares do fémur e da tibia. Em AG, APLD e
APHD, essas células inflamatoérias formaram grandes massas na membrana
sinovial, envolvendo o periésteo e a musculatura periarticular, o que contribuiu
para um escore inflamatério mais elevado em comparacéo ao CG.

A atividade persistente das células imunes na AR leva a sinovite
inflamatéria cronica nas articulagbes periféricas. As células sinoviais
hiperplasicas estimulam a liberagdo de citocinas inflamatorias como TNF-a,
exacerbando o dano articular (Bhosale; Richardson, 2008). Essa inflamacé&o
cronica esta intimamente ligada ao estresse oxidativo, caracterizado por um
desequilibrio na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nas
defesas antioxidantes (Malmstrom et al., 2017). Em nosso estudo, AG
apresentou concentracfes mais elevadas de peroxidacdo lipidica, indicando
aumento do estresse oxidativo.

Por outro lado, observamos melhorias nestes aspectos inflamatérios e
de estresse oxidativo nos grupos tratados com AC e APLDC. A CM ¢é
conhecida por suas propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, tornando-
se um agente terapéutico potencial para distlrbios autoimunes (Amalraj et al.,
2017). Embora os mecanismos exatos pelos quais a CM influencia a
inflamacéo ndo sejam completamente compreendidos, varias hipoteses foram
propostas. A CM suprime vias de sinalizacdo pro-inflamatérias como NF-kj,
AP-1 e COX-2 reduzindo assim as respostas inflamatérias (Chandran; Goel,
2012). Além disso, a CM ativa o sistema intracelular de defesa antioxidante ao
induzir o Nrf2, um fator de transcricdo que regula a expressdo de genes
antioxidantes através do elemento de resposta antioxidante (ARE) (Scapagni et
al., 2011). Essas propriedades fazem da CM uma fonte promissora de
antioxidantes naturais (Tanvir et al., 2017).

Em conclusdo, enquanto AG e APHD mostraram marcadores

exacerbados de inflamacdo e estresse oxidativo em nosso estudo, AC e
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APLDC demonstraram melhorias, provavelmente devido aos efeitos anti-
inflamatorios e antioxidantes da suplementacdo com CM. Esses achados
apoiam o uso terapéutico potencial da CM no manejo de condi¢des

relacionadas a inflamacéo e ao estresse oxidativo associadas a AR.

A melhora causada pela CM nos aspectos morfolégicos da
cartilagem articular, membrana sinovial e estruturas periarticulares da
articulagdo tibio-femoral, na funcionalidade do membro pélvico e a

conexao com a concentragdo de TNF a

As mudancas histopatoldgicas articulares estdo ligadas a ativacédo de
células inflamatorias, proliferacdo, liberacdo de citocinas pro-inflamatérias,
infiltracdo continua de células inflamatoérias na sindvia, caracteristica dominante
da AR, associada a ativacdo de macréfagos (precursores de osteoclastos),
levando  consequentemente a  erosdo, destruicdo, deformidade,
comprometimento da funcdo articular e incapacidade na cartilagem articular
(Wang et al, 2019). Citocinas pro-inflamatdrias, como o TNF a, estédo
relacionadas a fisiopatologia da AR, sendo principalmente secretadas por
macrofagos ativados, que existem caracteristicamente nos tecidos articulares
de pacientes com AR (Matsumoto et al., 2016).

A elevagéo excessiva de TNF a intensifica a resposta inflamatdria, ativa
fibroblastos, leva a hiperplasia sinovial, danos na cartilagem articular e na
sindvia articular (Yoon et al., 2013). Além disso, certos tipos de macréfagos
podem se transformar em osteoclastos e sdo amplamente encontrados na
sinbvia e na cartilagem das articulacbes, o que pode causar absorcao
patolégica e destruicdo do 0sso e da cartilagem (Danks et al., 2002).

Curiosamente, o numero de macréfagos pode ser regulado por
apoptose. TNF a e algumas interleucinas podem suprimir a taxa de apoptose,
mantendo a sobrevivéncia dos macrofagos inflamatorios (Lo et al., 2011).
Assim, a promocao de apoptose de macrofagos pode ser uma nova estratégia
potencial para o tratamento da AR. O tratamento por gavagem oral com CM ja
foi relatado como um composto que pode reduzir a alodinia mecéanica e a

hiperalgesia térmica (Chen et al., 2019).
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Portanto, como demonstrado em nosso estudo, ha véarias descobertas
dos beneficios da CM no controle desses fatores prejudiciais. Mohapatra et al.
(2019), mostraram que o tratamento com 110 mg/kg de CM reduziu
significativamente o escore de artrite e a erosdo 0ssea nas articulacdes
artriticas, bem como a infiltracdo celular no tecido sinovial (Mohapatra et al.,
2019). O volume da pata, a infiltracdo de neutroéfilos, os escores de artrite e
clinicos também foram reduzidos apds o tratamento com 100 mg/kg de CM
(Pandey et al., 2018). O tratamento com CM (120 mg/dia, por 14 dias) também
foi relatado como inibitério da osteoclastogénese, prejudicando a sinaliza¢ao do
RANKL (Hussan et al., 2012).

Essa melhoria deve estar relacionada a acdo da CM sobre os
sinoviécitos semelhantes a fibroblastos (FLS), estimulando apoptose (Kloesch
et al., 2013). Os efeitos anti-inflamatorios da CM nos FLS ocorrem pela inibigdo
do TNF a e de outras cascadas pro-inflamatérias (Ahn et al., 2015). Além disso,
€ necessario mencionar que ha estudos indicando melhoria na atividade da
doenca, dor dos pacientes, nimero de articulacdes sensiveis e inflamadas
(Jacob et al., 2019), o que leva a melhoria na funcionalidade, como encontrada
em nosso estudo no teste TEP. Isso pode ser devido a reducdo das
destruicbes teciduais causadas pelas citocinas pré-inflamatérias (Mousavi et
al.,, 2020). Dessa forma, embora essa relagcdo ainda seja uma questao
ambigua, é certo que a suplementacdo de CM pode melhorar a dor e os

resultados funcionais.

A funcionalidade e a relacdo com atrofia, degeneracdo dos fusos
musculares e aumento do coladgeno na matriz extracelular em grupos com
AR

A propriocepcao informa sobre o estado contratil e 0 movimento dos
musculos. Pacientes com AR apresentam déficits sensoriais e motores
proeminentes, geralmente resultando em dismetria com marcha instavel,
variabilidade na forca e comprimento do passo, e reducdo na capacidade de
identificar a diregcdo dos movimentos articulares (Masingue et al., 2019).

Em nosso estudo, os grupos com AR apresentaram desempenho
diminuido nos testes funcionais de EVs e também degeneracdo nos fusos

musculares. E bem conhecido que a perda do feedback proprioceptivo pode
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afetar severamente a fungdo motora em mamiferos e € um sintoma comumente
associado a diversas condicdes neuroldgicas e ortopédicas (Mayer; Akay,
2018).

Também encontramos atrofia nas fibras musculares de AR. A funcgéo
dos fusos musculares tem sido relacionada com fraqueza muscular e atrofia em
combinacdo com degeneracdo do sistema musculoesquelético, levando a
perda de forca contratil e falha muscular (Mosqueira et al. 2013).

O grupo com AR também apresentou maior quantidade de colageno
total e tipo I. A deposicdo excessiva de matriz extracelular resulta em fibrose
muscular, o que prejudica a funcdo muscular, afeta a regeneracédo das fibras
musculares apos lesdo e aumenta a suscetibilidade muscular a novas lesbes
(Prazeres et al., 2018).

Maior perimetro na regido pés-sinaptica de APLDC

E importante considerar que o sistema neuromuscular desempenha um
papel crucial na contracdo muscular, sendo mediado pela interacdo entre
neurénios motores e fibras musculares através da liberacdo de acetilcolina na
fenda sinaptica. Esta interacdo desencadeia um potencial de acdo que percorre
a superficie da célula muscular, estimulando a contracdo muscular através da
liberacdo de calcio no citoplasma e a interacdo das proteinas contrateis
(Gonzalez-Freire et al., 2017).

A funcionalidade muscular comprometida, seja por inatividade fisica
prolongada ou por condicbes como sarcopenia, pode levar a fragmentacdo
estrutural e a perda de funcdo das JNM. Essas alteracBes afetam tanto os
componentes pré quanto poés-sindpticos, influenciando a plasticidade do JNM
em resposta a estimulos diversos, como o envelhecimento e o0 uso de
medicamentos (Deschenes et al., 2020).

Estudos recentes destacam adaptacdes morfolégicas na regido pos-
singptica da JNM, como observado em APLDC. A redugdo no tamanho da
fenda poés-sinaptica sugere a manutencdo das zonas ativas que facilitam a
neurotransmisséao, reduzindo a distancia de acesso das vesiculas sinapticas

aos canais de calcio (Chen et al.,, 2015). Por outro lado, o aumento dessa
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regido pode indicar adaptacdes em ratos idosos, mantendo a densidade da
JNM em decorréncia do envelhecimento (Tintignac et al., 2015).

E importante notar que intervencdes de reabilitacdo muscular podem
influenciar a neuroplasticidade do JNM, embora os efeitos precisos ainda ndo
estejam totalmente estabelecidos. A compreensdo dessas dindmicas é crucial
para desenvolver estratégias eficazes na preservacao da funcdo muscular e na
promocdo da saude neuromuscular em diferentes condicbes patologicas e de

envelhecimento.

O tratamento com PD sem suplementacdo com CM néo
apresentou resultados muito promissores, tanto em dose baixa quanto

alta.

Em nosso estudo, o tratamento com PD sem suplementacdo de CM
mostrou alguns resultados positivos principalmente nas EVs funcionais de, mas
na histomorfometria, nos aspectos oxidativos e moleculares, AC e APLDC
apresentaram melhores resultados. O uso de glicocorticoides é frequentemente
indicado no tratamento de doencas reumaticas. No entanto, os efeitos
colaterais dos glicocorticoides podem incluir miopatia, uma vez que tém um
efeito direto no aumento da degradacéo de proteinas musculares e inibicdo do
transporte de aminoé&cidos para as células musculares (Zhao et al., 2020).

Além disso, os glicocorticoides sdo conhecidos por serem angiostaticos
potentes e sdo utilizados para tratar doencas relacionadas a angiogénese.
Shikatani et al. (2012) mostraram que a corticosterona diminuiu o numero de
capilares nos musculos esqueléticos de ratos e inibiu a proliferacdo, migracéo e
brotamento de células endoteliais microvasculares do musculo esquelético in
vitro (Shikatani et al., 2012).

Curiosamente, em nosso trabalho, o APHD teve o efeito oposto e
apresentou 0 maior numero de capilares. Alguns estudos relataram que a
administracdo de glicocorticoides pode ter efeitos divergentes no fluxo
sanguineo alterado. Em modelos animais com restricdo de crescimento, 0 uso
de corticoides altera o fluxo sanguineo cerebral, prejudica o crescimento

cerebral e esta associado a danos cerebrais (Kaiser et al., 2015).
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Em suma, a suplementacdo com CM pode representar um agente
terapéutico benéfico para pacientes com AR, e essa coadministracdo pode
atuar de forma mais especifica nos tecidos em processo inflamatorio reduzindo,

assim, o risco de efeitos adversos.
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7. CONCLUSAO

Em suma, nossos resultados indicam que a suplementacdo com CM no
tratamento com baixa dose de PD exerce efeitos terapéuticos na artrite
experimental, reduzindo a resposta inflamatéria sistémica e a lipoperoxidacao
e, consequentemente, as caracteristicas inflamatérias das articulacdes tibio-
femorais e suas estruturas periarticulares. Todos esses fatores podem levar a
melhoria da capacidade e funcionalidade articular. Assim, esses efeitos
benéficos da CM juntos melhoram os sintomas da AR em ratas Wistar idosas.
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