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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, cronica e sistémica, caracterizada
pela inflamacgé&o de articulagdes. Nos intestinos, as altera¢des da AR incluem Ulceras,
vasculite e atrofia da parede intestinal. Alternativas ao tratamento tradicional da AR
tém sido estudadas com o uso da curcuma (Curcuma longa L.), planta originaria da
india, comumente utilizada na culinaria, e que, do rizoma, se extrai a curcumina,
conhecida também por ser anti-inflamatoria e antimicrobiana. Dessa forma, o estudo
objetivou analisar os efeitos da suplementacdo de Curcuma longa sobre a estrutura
histomorfoldgica do ileo em modelo experimental de artrite reumatoide por Adjuvante
Completo de Freund (CFA). Ratos Wistar, com idade média de 14 semanas e peso
médio de 340 g, foram separados aleatoriamente nos grupos (n=7/grupo): Controle
(CON), Carcuma (CM), Artrite (A) e Artrite Carcuma (ACM). Os grupos A e ACM foram
induzidos a AR mediante injecdo de CFA na base da cauda e, posteriormente, no
interior da capsula da articulacdo tibiofibular. Apds 24 horas, foi iniciada a
suplementacdo com extrato seco de C. longa, realizada por gavagem durante 15 dias
consecutivos, nos grupos CM e ACM, com dose de 100 mg/kg/dia. Os animais de
todos os grupos foram submetidos a cinco avaliagdes funcionais para avaliar quanto
ao edema e incapacitacao articular, forca de preensao e nocicep¢do. A eutanasia foi
realizada no 24° dia de experimento. O ileo foi coletado e seu segmento proximal foi
processado e submetido a coloracdo com hematoxilina-eosina para analise
histomorfométrica de altura e largura dos vilos, profundidade das criptas, espessura
total da parede intestinal e da tunica muscular e para quantificacdo de linfocitos
intraepiteliais. O segmento distal do ileo foi fixado e submetido a coloragéo de Giemsa,
para quantificacdo e analise morfométrica da populacdo total de neurdnios
mioentéricos. Foi realizado teste de modelo generalizado misto seguido de pds-teste
de Fisher (LDS) para todos os parametros analisados (p<0,05). O peso corporal e as
gorduras perigonadal e retroperitoneal ndo variaram significativamente entre os
grupos. A inducdo de AR provocou aumento de edema articular e do tempo de
elevacdo de pata, além de reducao na forca de preensao e na nocicep¢ao nos grupos
A e ACM. No ileo, a largura dos vilos foi reduzida nos grupos CM, A e ACM. Os demais
parametros histomorfométricos e a quantificacdo de linfécitos intraepiteliais foram
semelhantes entre os grupos, assim como a densidade total e a area dos corpos
celulares dos neurdnios mioentéricos. Os resultados demostraram que a AR causou
estado de inflamacdo, comprometendo as funcbes motoras e nociceptivas, que nao
foram revertidas pela curcuma. Embora ndo tenham sido detectados efeitos na
populacdo mioentérica total, alteracdes na mucosa intestinal induzidas pela AR e pela
curcuma inferem que a homeostase intestinal foi influenciada.

Palavras-Chave: Acafrdo-da-Terra; adjuvante de Freund; doencas autoimunes; intestino
delgado; plexo mioentérico.



ABSTRACT

Title: Evaluation of Curcuma longa L. Supplementation on Functional,
Inflammatory, and Morphological Changes of the lleum in a Rheumatoid
Arthritis Model.

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, systemic autoimmune disease characterized by
inflammation of the joints. In the intestines, RA changes include ulcers, vasculitis, and
intestinal wall atrophy. Alternatives to the traditional treatment of RA have been studied
using turmeric (Curcuma longa L.), a plant native to India and commonly used in
cooking, from which curcumin is extracted, also known to be anti-inflammatory and
antimicrobial. This study aimed to analyze the effects of Curcuma longa L.
supplementation on the histomorphological structure of the ileum in an experimental
model of rheumatoid arthritis using Complete Freund's Adjuvant (CFA). Wistar rats,
with an average age of 14 weeks and an average weight of 340 g, were randomly
separated into groups (n=7/group): Control (CON), Turmeric (CM), Arthritis (A), and
Turmeric Arthritis (ACM). Groups A and ACM were induced to RA by injecting CFA into
the base of the tail and then into the capsule of the tibiofibular joint. After 24 hours,
supplementation with C. longa dry extract was started by gavage for 15 consecutive
days in the CM and ACM groups at 100 mg/kg/day. The animals in all groups
underwent five functional evaluations to assess joint edema and disability, grip
strength, and nociception. Euthanasia was carried out on the 24th day of the
experiment. The ileum was collected, and its proximal segment was processed and
stained with hematoxylin-eosin for histomorphometric analysis of villus height and
width, crypt depth, total thickness of the intestinal wall and tunica muscularis, and
quantification of intraepithelial lymphocytes. The distal segment of the ileum was fixed
and subjected to Giemsa staining for quantification and morphometric analysis of the
total population of myenteric neurons. A generalized mixed model test followed by
Fisher's post-test (LDS) was carried out for all the parameters analyzed (p<0.05). Body
weight and perigonadal and retroperitoneal fat did not vary significantly between the
groups. The induction of RA caused an increase in joint edema and paw elevation time,
as well as reduced grip strength and nociception in groups A and ACM. In the ileum,
the width of the villi was decreased in groups CM, A, and ACM. The other
histomorphometric parameters and the quantification of intraepithelial lymphocytes
were similar between the groups, as were the total density and area of the cell bodies
of the myenteric neurons. The results showed that RA caused inflammation,
compromising motor and nociceptive functions, which were not reversed by turmeric.
Although no effects were detected in the total myenteric population, changes in the
intestinal mucosa induced by RA and turmeric infer that intestinal homeostasis was
influenced.

Keywords: Turmeric; Freund's adjuvant; autoimmune diseases; small intestine;
myenteric plexus
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca crbnica e sistémica, caracterizada pela
inflamac&o de articulagdes, mas que pode afetar outras regides do corpo, COmo 0SS0S,
pulmdes, olhos e coracdo. Atinge cerca de 1% da populacdo mundial e tem maior
prevaléncia em mulheres, principalmente por volta dos 50 anos de idade (SBR, 2021).
Sua etiologia ndo é definida e depende de diversos fatores, porém, sabe-se que é
uma doenga autoimune e que possui origem em fatores genéticos e epigenéticos
(Smolen et al., 2007). Fatores ambientais, como o tabagismo (Sugiyama et al., 2010;
Di Giuseppe et al., 2014), a doenca periodontal (Calderaro et al., 2017) e o baixo nivel
socioeconémico (Millar et al., 2013), estéo relacionados ao risco de desenvolver AR.

A AR desenvolve-se de forma insidiosa (Gomes et al., 2013), tipicamente
intermitente, marcada por periodos varidveis de remissdo e exacerbacdo, mas
conservando um carater progressivo de lesao tecidual (Mota; Laurindo; Santos Neto,
2010). Alem das manifestacdes articulares, pode envolver e comprometer diversos
orgaos e sistemas (Marcucci et al., 2018). No trato gastrointestinal, as manifestacdes
sdo comuns e variadas, incluindo alteracdes na articulagdo temporomandibular, que
impede a mastigacao, diminuicdo do peristaltismo distal do es6fago e do tbnus do
esfincter esofégico inferior, Ulcera péptica, pancreatite, apendicite, inflamacgéo do colo,
diarreia e vasculite (Cojocaru et al., 2011). Em modelo experimental de AR, também
sdo observadas neurodegeneracdo entérica, com diminuicdo da densidade de
neurdnios entéricos (Bossolani et al., 2019) e das células gliais, aléem de alteracbes
estruturais e inflamatdrias na mucosa intestinal, por meio de atrofia e do aumento de
linfécitos B e totais (Bossolani et al., 2019).

Héa a hip6tese de que a AR comece a se desenvolver em um ou mais locais de
mucosas, como nos intestinos; em seguida, pode envolver as articulagdes sinoviais
(Holers et al., 2018; Clarke, 2020). Em suporte a essa hipétese, detectou-se que
camundongos e humanos apresentam disfuncdo da barreira da mucosa intestinal
antes do inicio clinico da artrite (Tajik et al., 2020). As alteracdes detectadas na
barreira intestinal antes ou no inicio da doenca incluem reducdo na expressao de
proteinas de jun¢des oclusivas no epitélio intestinal (Flak et al., 2019; Tajik et al., 2020;
Matei et al., 2021), diminuicdo no nimero de células caliciformes produtoras de muco
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(Tajik et al., 2020; Matei et al., 2021), aumento de células T na mucosa (Tajik et al.,
2020), perda de células anti-inflamatérias, que expressam interleucina-10 (IL-10)
(Matei et al., 2021), e alteragcbes na microbiota intestinal (Horta-Baas et al., 2017;
Jubair et al., 2018; Matei et al., 2021).

Com a ruptura da funcéo da barreira, ha aumento da permeabilidade intestinal
e translocacdo de microrganismos patogénicos ou de seus componentes, como 0
lipopolissacarideo, um componente da membrana de bactérias gram-negativas e
cujos niveis séricos se mostraram aumentados em pacientes com AR (Matei et al.,
2021). Essas condicbes induzem infiltracdo de células imunes na mucosa e
inflamacédo intestinal, como também migracdo sistémica de células imunes e
inflamacédo das articulacfes (Jubair et al., 2018; Flak et al., 2019; Tajik et al., 2020;
Matei et al., 2021).

A AR afeta a qualidade de vida dos individuos, podendo ocasionar a limitagéo
funcional e perda da capacidade laboral (Verstappen et al., 2005), como também
atingir as interacdes sociais, 0 grau de independéncia e as crencgas pessoais (Ribeiro
et al., 2021; Ribeiro et al., 2022). Desse modo, o acompanhamento médico e a
realizacdo de exames devem ser iniciados com o aparecimento dos sintomas e
continuados durante todo o tratamento (Brasil, 2020). Assim, avaliacbes da
capacidade funcional dos pacientes permitem a prescricdo adequada de treinamento
fisico e reabilitacdo, visando ao desenvolvimento de resisténcia e de capacidade
fisica, para atingir melhora da qualidade de vida (Santana et al., 2014). No entanto, é
observado que pacientes de niveis socioeconémicos mais baixos estado relacionados
a maior duracdo da doenca, incapacidade para o trabalho e maiores custos indiretos
associados a AR (Azevedo; Ferraz; Ciconelli, 2008). Além disso, pode ocorrer a nao
adesdo ao tratamento, que também esta relacionada com fatores demograficos e
socioeconémicos. Nesse processo, a autopercepcdo de saude, as caracteristicas da
doenca e o regime terapéutico também sdo importantes (Batistella, 2021).

O tratamento medicamentoso da AR inclui o uso de anti-inflamatorios néo
esteroidais (AINEs), glicocorticoides, imunossupressores e medicamentos
modificadores do curso da doencga, administrados isolados ou em conjunto (Brasil,
2020). No entanto, existem efeitos adversos entre a maioria dos medicamentos, como
indigestdo, reacdes alérgicas (NHS, 2019), anemia (NHS, 2019; Brasil, 2020),
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leucopenia, disfuncdo renal e hepatica (Brasil, 2020). No trato gastrointestinal, os
AINEs causam gastropatia (Sinha et al., 2013) e enteropatia (Tacheci et al., 2016;
Svistunov et al., 2018); em seu uso a longo prazo, sdo descritas lesdes intestinais,
incluindo inflamacéo, ulceracdo, erosdo (Maiden et al., 2007; Lanas; Sopefia, 2009;
Tacheci et al., 2016) e aumento da permeabilidade da mucosa (Lanas; Sopefia, 2009).

Como uma alternativa ao tratamento medicamentoso, o tumérico (Curcuma
longa L.), ou curcuma, estad sendo estudado (Kotha; Luthria, 2019). A curcuma é
originaria da india e comumente utilizada na culinaria e cosméticos (Kotha; Luthria,
2019), mas, também, é conhecida por ser anti-inflamatéria e antimicrobiana, além de
apresentar efeitos positivos em doencas dermatologicas, hepaticas e respiratérias
(Kotha; Luthria, 2019; Verma et al., 2018; El-Hack et al.,, 2021). A acdo anti-
inflamatéria da cudrcuma ocorre por meio da regulacdo negativa de citocinas pro-
inflamatdrias (Ahmad et al., 2020), mostrando-se eficaz em tratar a inflamacao
articular causada pela AR em modelos experimentais (Wang et al., 2019; Al-Mousawi;
Al-Hamed; Ali, 2020). Em roedores, a administracdo oral de 200 mg/kg/dia de carcuma
apresentou efeito anti-inflamatério no intestino com motilidade intestinal prejudicada
(Aldini et al., 2012), enquanto a administracéo de 20 mg/kg via intraperitoneal reduziu
0os danos intestinais causados por medicamentos (Sivalingam et al., 2007). No
entanto, a baixa biodisponibilidade da curcumina esta relacionada a ma absorcéo
intestinal, ao extenso metabolismo redutor e conjugativo no figado e rapida eliminacéo
sistémica, o que limita seus efeitos clinicos (Cas; Ghidoni, 2019; Memarzia et al.,
2021). Estratégias, a exemplo do uso da curcumina, combinada a outros compostos
e diferentes formas de administracdo, estdo sendo estudadas a fim de aumentar sua
solubilidade, prolongar a residéncia no plasma, além de melhorar o perfil
farmacocinético e a absorcéo celular (Cas; Ghidoni, 2019).

Efeitos adversos foram observados apds administracédo via intraperitoneal de
28 mg/kg/dia de o6leo essencial de curcuma em ratas Lewis, sendo associada a
peritonite, sangramento gastrointestinal com anemia e dano hepatocelular, enquanto,
em concentragcao mais baixa, de 2,8 mg/kg/dia, ndo apresentou toxicidade aguda ou
mortalidade (Funk et al., 2010). Em estudos clinicos com administracéo oral diaria em
capsulas de 2 g (Hanai et al.,, 2006) e 750 mg (Chuengsamarn et al., 2012;

Chuengsamarn et al.,, 2014) de curcumina, um dos compostos curcuminoides
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presentes na curcuma (Kotha; Luthria, 2019; El-Hack et al., 2021), foram relatados
flatuléncia (Hanai et al., 2006), constipacdo (Chuengsamarn et al.,, 2012,
Chuengsamarn et al., 2014) e nausea (Chuengsamarn et al., 2014).

Diante do fato de que a AR prejudica a barreira intestinal desde a fase inicial
da doenca (Zaiss et al., 2021) e pode influenciar os parametros corporais, funcionais,
a estrutura e inervacgdao intrinseca intestinal, além de que o tratamento medicamentoso
da doenca apresenta diversos efeitos colaterais ao trato gastrointestinal, torna-se
necessario investigar intervengdes que possam minimizar tais efeitos e que sejam
mais eficazes, como a fitoterapia tradicional indiana, a fim de compreender o papel do
intestino delgado no contexto da AR. Dessa forma, o estudo analisou os efeitos da
suplementacao de C. longa na morfologia intestinal e inervacao intrinseca do ileo, bem
como avaliou parametros funcionais e inflamatdrios em modelo experimental de AR.
Buscou-se, portanto, elucidar se os efeitos anti-inflamatorios da circuma melhoram
0s aspectos funcionais, inflamatérios e possiveis danos intestinais causados pela AR

em ratos Wistar.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos da suplementacédo com C. longa na morfologia da parede
intestinal e em neurdnios mioentéricos do ileo, bem como em parametros funcionais

e inflamatdrios do membro pélvico em modelo experimental de AR.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar parametros corporais relacionados ao peso corporal, comprimento nasoanal,
indice de Lee e peso das gorduras retroperitoneal e perigonadal;

Avaliar os aspectos inflamatérios em relagdo ao edema articular e linfécitos
intraepiteliais do ileo;

Avaliar os parametros funcionais em relacdo a forca de preensao, propriocepcao e
nocicepcao;

Avaliar parametros histomorfométricos da parede intestinal e aspectos

morfoquantitativos da populacéo total de neurdnios mioentéricos do ileo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Artrite reumatoide e o trato gastrointestinal

A AR é caracterizada pela inflamacdo do tecido sinovial de articulacdes,
cartilagens e 0ssos; € uma doenca poliartrite, que envolve varias articulacdes, além
de sitios extra-articulares (Smolen; Steiner, 2003; Scherer; Haupl; Burmester, 2020),
como o coracdo, os pulmdes, rins, olhos e o trato gastrointestinal (Marcucci et al.,
2018).

Estima-se que a AR ocorra em cerca de 0,2 a 1,2% da populacdo mundial e
alcance até 2% da populacao brasileira; no entanto, os numeros variam em diferentes
regides e a prevaléncia é maior em mulheres (Carmona et al., 2010). Essa variacao
regional pode existir por um conjunto de fatores, como a diferenca de sexo e idade
entre a populacdo, assim como exposi¢cdes ambientais, clima, diagnéstico de AR e
fatores genéticos (Carmona et al., 2010). Mais de 100 loci estdo associados ao risco
de AR, contudo, o gendtipo HLA-DRB possui maior influéncia e esta presente na
maioria dos pacientes, sendo relacionado a gravidade da doenca, envolvimento de
outros 6rgaos e destruicdo articular (Smolen et al., 2007; Smolen; Aletaha; Mclnnes,
2016). No entanto, a AR é considerada uma doenca multifatorial e sua patogénese
ndo esta completamente definida; assim, sabe-se da influéncia de comportamentos
ambientais, como tabagismo (Di Giuseppe et al., 2014; Sugiyama et al., 2010), doenca
periodontal (Calderaro et al., 2017) e fatores genéticos, com o envolvimento de
multiplos genes (Carmona et al., 2010; Choy, 2012).

O sistema imune parece iniciar os estagios de AR, desencadeado por agentes
infecciosos (Smolen; Steiner, 2003), em que ocorre interagcdo dos sistemas
imunologico e inflamatério, com o envolvimento de moduladores imunoldgicos
(citocinas e células efetoras), que séo responsaveis pelas alteragdes articulares na
membrana sinovial. Como doenga autoimune, a AR estd associada a diferentes
autoanticorpos, principalmente ao fator reumatoide, que podem ser responsaveis por
iniciar a cascata de ativacdo de células T e as demais alteracBes inflamatorias
(Smolen; Steiner, 2003).
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Visto que uma das consequéncias da inflamacgéo aguda e da leséo crbnica é a funcéo
fisica (Bombardier et al.,, 2011), a avaliacdo da funcionalidade permite identificar
pacientes com risco de incapacitacdo funcional, a fim de motivi-los a aderir ao
tratamento recomendado (Santana et al., 2014). A incapacidade funcional esta
correlacionada com o dano articular ao longo da duracdo da AR; assim, as implicacdes
da doenca nas articulacbes, ossos e cartilagens, além dos efeitos dos seus
tratamentos, podem ser avaliados por resultados radiograficos e funcionais
(Bombardier et al., 2011).

Para melhor compreender a AR, 0os modelos animais experimentais Sao
utilizados devido a facilidade de manuseio e homogeneidade genética (Choudhary;
Bhatt; Prabhavalkar, 2018). Nos animais, a AR pode ser induzida por adjuvantes, que
geram modelo de poliartrite robusta e facilmente mensuravel, com reabsor¢cédo 6ssea
acentuada, proliferacdo Ossea periosteal e destruicdo de cartilagem leve, sendo
possivel analisar alteracdes patolégicas em diferentes tecidos, além das articulacbes
(Bendele, 2001). Um modelo de inducdo de AR é o Adjuvante Completo de Freund
(CFA), formado por uma mistura de 6leos minerais, micobactérias mortas e agente
emulsificante (Choudhary; Bhatt; Prabhavalkar, 2018). E considerado um potenciador
das respostas imunes, causando a formacdo de focos de inflamacdo (Choudhary;
Bhatt; Prabhavalkar, 2018), por meio de inje¢&o intradérmica na base da causa ou
intra-articular, sendo adequado para simular a AR humana (Gomes et al., 2013; Noh
et al., 2021).

O CFA é um modelo de répida progressdo para inflamacdo poliarticular,
apresentando os sintomas da AR de 10 a 14 dias apo0s a inducao: inchaco das
articulagdes, infiltracdo de linfocitos e degradacdo da cartilagem, que sdo comuns
também na AR humana (Choudhary; Bhatt; Prabhavalkar, 2018). Em ratos Wistar, o
CFA é eficiente em induzir a AR, gera rapido desenvolvimento de resposta inflamatoria
(Snekhalatha et al., 2012; Gonzéalez-Chavez et al., 2023), com inchago da pata
afetada, formacéo de pannus, eroséo da cartilagem, inflamacgdo e hiperplasia na
articulacéao afetada (Snekhalatha et al., 2012), perda de peso corporal, dificuldade de
locomocédo, complica¢des nociceptivas e inflamatorias (Noh et al., 2021).

O modelo artritico também induz efeitos extra-articulares, incluindo alteracdes

na inervagao intrinseca do trato gastrointestinal e nos constituintes celulares da
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mucosa, com possiveis repercussdes funcionais que poderiam predispor a sintomas
gastrointestinais observados em pacientes com AR (Bossolani et al., 2019), além da
reacdo adversa ao tratamento que também é sugerida (Kroner et al., 2019). As
manifestagcbes da AR incluem alteracdes na articulacdo temporomandibular, que
podem causar dor e dificultar a mastigacdo, diminuicdo do peristaltismo do eséfago e
do tdénus do esfincter esofagico inferior, pirose e esofagite, Ulcera péptica, pancreatite,
apendicite, vasculite, inflamacéo do colo e diarreia (Cojocaru et al., 2011; Kréner et
al., 2019). Possivelmente, por mecanismos patogénicos sobrepostos, a ocorréncia de
doenca de Crohn e colite ulcerosa sao frequentes em pacientes com AR (Halling et
al., 2017).

As investigacdes para avaliar como a AR afeta os componentes da inervagéo
entérica e da parede intestinal e como se relaciona aos sintomas gastrointestinais dos
pacientes com AR ainda sdo escassas, mas pesquisas mostraram que, no intestino
delgado de ratos, a doenca provoca neurodegeneracdo, com diminuicdo da densidade
de neurdnios entéricos e de células gliais nos plexos submucoso e mioentérico
(Bossolani et al., 2019). Embora também se relate que ratos artriticos ndo apresentam
danos morfoquantitativos em neurdnios do plexo mioentérico (Souza et al., 2011), o
gue sugere que esse modelo ndo esta totalmente esclarecido, as alteracdes descritas
nos neurdnios entéricos poderiam influenciar o controle nervoso local e afetar o
funcionamento do trato gastrointestinal, incluindo a motilidade, secrecao, crescimento
da mucosa e o fluxo sanguineo no trato gastrointestinal, o que compromete a
qualidade de vida e aspectos de saude (Collins, 1996; Niesler et al., 2021).

O intestino também pode sofrer atrofia apos a AR, com reducao da altura dos
vilos, da espessura total da parede (Bossolani et al., 2019) e da area intestinal em
modelos experimentais (Bossolani et al.,, 2019; Zanoni; Bossolani, 2019). Tais
mudancas poderiam alterar a area de contato com o limen intestinal, influenciando a
capacidade de absor¢ao de nutrientes (Bossolani et al., 2019; Soares et al.,2015) e a
superficie epitelial exposta aos microrganismos patogénicos e comensais (Steegenga
et al., 2012; Belém et al., 2015). No nivel celular, poderiam refletir uma diminuicéo da
proliferagdo celular ou aumento da apoptose (Shaw; Gohil; Basson, 2012), o que

sugere que a AR pode alterar o estado de autorrenovacao do epitélio intestinal. Esse
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€ um processo constante e envolve a proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e
sobrevivéncia das células epiteliais (Guzman; Conlin; Jobin, 2013).

Fatores que controlam o processo de renovagdo do epitélio (Guzman; Conlin;
Jobin, 2013) e que alteram a sua integridade séo implicados com ruptura da barreira
epitelial (Zaiss et al., 2021) e desequilibrio da microbiota, denominado disbiose (Matei
et al., 2020). A ruptura da barreira epitelial é caracterizada pelo aumento da
permeabilidade e invasao de microrganismos na mucosa, o que pode resultar em uma
resposta imune exacerbada e patoldgica, resultando em inflamacao intestinal (Zaiss
et al., 2021). Estudos sugerem que a disbiose (Holers et al., 2018; Clarke, 2020; Zaiss
et al., 2021) e a barreira intestinal (Tajik et al., 2020) tenham um papel no
desenvolvimento da AR, que seria iniciada em locais de mucosa, como gengivas,
pulmdes e intestinos, e transitaria para as articulacdes sinoviais (Holers et al., 2018;
Clarke, 2020; Zaiss et al., 2021). Na espondiloartrite, foi demonstrado que a disbiose
intestinal pode contribuir para o inicio da inflamac&o intestinal, por meio da expanséao
de células imunes intestinais com potencial de atingir sitios extraintestinais, o que
sugere que mecanismos semelhantes acontecam na AR (Ciccia et al., 2015; Zaiss et
al., 2021). Em camundongos, a migracdo de células T do intestino delgado para
orgaos linfoides secundarios e tecidos sinoviais foi observada durante o inicio da
artrite (Tajik et al., 2020).

Em pacientes no estagio inicial da AR, s&o observados sinais de inflamacéo
intestinal, como aumento do nimero de células T, células B, macrofagos, células
mononucleares infiltrantes e presenca de foliculos linfoides, sugerindo um processo
inflamatorio crénico no intestino (Figura 1) (Zaiss et al., 2021). Similarmente,
inflamacgéo e alteragdes na barreira intestinal sdo encontradas antes ou no inicio do
desenvolvimento da artrite, em modelos animais e em humanos (Tajik et al., 2020),
com menor expressao de proteinas de juncdes intercelulares epiteliais, diminuigcdo no
namero de células caliciformes produtoras de muco (Tajik et al., 2020; Matei et al.,
2021), aumento na frequéncia de subconjuntos de células T na mucosa (Tajik et al.,

2020) e perda de células anti-inflamatérias que expressam IL-10 (Matei et al., 2021).
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Figura 1 — Eixo intestino-articulacdo na artrite reumatoide. No tecido intestinal saudavel, as células
epiteliais intestinais formam uma barreira, mediada por uma camada de muco e por juncfes oclusivas
entre as células, o que limita a translocac&o de microrganismos e seus produtos. A dishiose microbiana
e a inflamacgéo da lamina prépria podem ser detectadas em individuos com risco de AR antes que
ocorram 0s primeiros sinais clinicos de artrite, causando uma violagdo na integridade da barreira
intestinal. A translocagao de produtos microbianos tem o potencial de desencadear artrite clinica por
meio de uma série de mecanismos possiveis.
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Fonte: Traduzido de Zaiss et al. (2021).

3.2 Intestino delgado, barreira intestinal e sistema nervoso entérico

O intestino delgado € o principal 6érgao responséavel pela digestdo e absor¢ao
de nutrientes, agua e eletrolitos (DeSesso; Jacobson, 2001), de maneira que
desempenha um papel fundamental como barreira a entrada de microrganismos.
Dessa forma, consiste em um tubo oco de seis a sete metros de comprimento em
humanos (Volk; Lacy, 2017; Mahadevan, 2020), dividido em trés segmentos: duodeno,
jejuno e ileo (DeSesso; Jacobson, 2001). A mesma organizacdo é observada em
ratos, mas com tamanho aproximado de 125 centimetros e com o jejuno compondo

quase toda a extensdo do 6rgéo (Figura 2) (DeSesso; Jacobson, 2001).
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Figura 2 — Esquema do trato gastrointestinal de humanos (A) e de ratos (B). O trato
gastrointestinal de ratos (B) possui a mesma organizacéo do de humanos (A), porém, o eséfago entra
no estdbmago em uma porcdo central e a entrada no duodeno esta voltada cranialmente. No rato, o
jejuno compde quase todo o intestino delgado; o ceco é extremamente grande e nao possui apéndice
vermiforme.
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Fonte: Traduzido de DeSesso, Jacobson (2001).

A parede intestinal € composta por quatro camadas principais ou tunicas
(Figura 3). Em contato com o lumen intestinal, ha a tdnica mucosa, que é composta
pelo epitélio, por uma lamina prépria de tecido conjuntivo ricamente vascularizado,
bem como por células imunes inatas e adaptativas, além da muscular da mucosa
(Desesso; Jacobson, 2001; Volk; Lacy, 2017). A tunica submucosa € formada por
tecido conjuntivo denso irregular composto por fibroblastos e mastocitos, com vasos
sanguineos e linfaticos; ademais, h4 um plexo submucoso ao longo de todo o seu
comprimento e, no duodeno, estdo células especializadas secretoras de muco e
bicarbonato (Reed; Wickham, 2009; Volk; Lacy, 2017). A camada muscular possui
duas camadas de musculo liso, uma camada circular interna e uma camada
longitudinal externa; entre elas, esta o plexo mioentérico. A serosa € a camada mais
externa e consiste em tecido conjuntivo, além de revestimento de células mesoteliais
(Reed; Wickham, 2009; Volk; Lacy, 2017).
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Figura 3 — TUnicas da parede intestinal. As quatro camadas concéntricas distintas da parede
intestinal: mucosa, em contato com o lumen e composta pelo epitélio, lamina prépria e muscular da
mucosa; a submucosa, formada por tecido conjuntivo, com vasos sanguineos e linfaticos e um plexo
submucoso; a muscular, formada por uma camada circular interna e uma longitudinal externa; entre
elas, esta o plexo mioentérico; e a serosa, mais externa, consiste em tecido conjuntivo e é continua
com uma prega de membrana serosa chamada mesentério.
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Fonte: Traduzido de Reed; Wickham (2009).

A mucosa do intestino delgado € caracterizada pela presenca de vilos, ou
vilosidades, que sao projecdes do epitélio e da lamina prépria em formato digitiforme
(Kiela; Ghishan, 2016), e criptas; assim, ambos formam um eixo no qual estéao
organizadas as células epiteliais que revestem o limen (Volk; Lacy, 2017). Na base
das criptas, estdo localizadas as células-tronco intestinais que se diferenciam das
demais células que compdem o epitélio. A taxa de renovacgédo da populagédo epitelial &
de quatro a sete dias (Reed; Wickham, 2009); apos a diferenciacdo na cripta, as
células migram por meio do eixo até a porcao apical do vilo, onde completam seus
ciclos de vida (Gelberg, 2014; Volk; Lacy, 2017).

O epitélio é composto por uma camada simples de células epiteliais
especializadas em secretar muco, enzimas e demais substancias bioquimicas
protetivas da mucosa ou que auxiliam a digestdo (Reed; Wickham, 2009). As células

epiteliais sdo unidas entre si por juncdes intercelulares, formadas por juncbes
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aderentes, zonulas de oclusdo e desmossomos, formando uma barreira fisica de
camada mononuclear (Portincasa et al., 2022), responsaveis por selar o espaco
intercelular, regular a permeabilidade paracelular e conferir resisténcia mecéanica a
barreira epitelial intestinal (Neunlist et al., 2012).

Os enterdcitos sao células colunares absortivas e predominantes no epitélio
intestinal, possuem microvilos em suas faces luminais que aumentam a area de
superficie de absor¢cdo (DeSesso; Jacobson, 2001; Volk; Lacy, 2017). Distribuidas
entre os enterdcitos, estdo as células caliciformes, em frequéncia que aumenta
progressivamente em direcdo ao ileo, tornando-se abundantes no intestino grosso
(Kim; Ho, 2010). Essas células apresentam um formato classico de célice, devido ao
citoplasma apical alargado pela agregacdo de moléculas de &gua as mucinas
hidrofilicas contidas nos granulos de secrec¢éo (Kim; Ho, 2010; Kim; Khan, 2013).

Como parte da linhagem secretora do epitélio intestinal (Crosnier; Stamataki;
Lewis, 2006), as células caliciformes sédo responsaveis pela sintese e secrecéo de
mucinas, glicoproteinas de alto peso molecular que constituem o principal
componente do muco intestinal. O muco forma uma espessa manta sobre a superficie
do epitélio, promovendo uma barreira fisica e quimica que protege o epitélio de
bactérias entéricas e irritantes endégenos e exodgenos (Specian; Oliver, 1991; Kim;
Khan, 2013). Composta por dois estratos distintos, a camada externa de muco esta
em contato com as bactérias; jA a camada interna, € resistente a penetracdo
bacteriana, definindo uma zona protegida relativamente estéril, adjacente a superficie
epitelial (Hooper, 2009). Além de mucinas, as células caliciformes secretam peptideos
trefoil, moléculas B tipo resistina (RELMp) e proteinas de ligacdo Fc-y, que também
séo componentes do muco (Kym; Ho, 2010) e atuam no combate a antigenos luminais
(Bergstrom et al., 2008). Apesar de ndo estarem esclarecidos 0s mecanismos que
regulam a biologia das células caliciformes e da producdo de mucina, sabe-se que
alteracdes nessas células podem comprometer a barreira intestinal (Matei et al.,
2021).

A barreira intestinal € um complexo mecanismo morfolégico-funcional, formada
por diferentes componentes integrados, como a microbiota e muco intestinal, as
células epiteliais e as jungdes oclusivas, a interface intestino-vascular, o filtro hepatico

e a motilidade gastrointestinal (Portincasa et al, 2022). Também, é integrada pela
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barreira imunolégica, composta por células imunocompetentes, como as células de
Paneth, células dendriticas, fagocitos, peptideos antimicrobianos e os linfocitos T e B.
Seu funcionamento depende da interacdo entre as barreiras epitelial, imune e do
muco, além de nutrientes, microbiota, motilidade e secrecdo gastrointestinal
(Portincasa et al., 2022).

Os linfécitos T sao particularmente abundantes no intestino; estima-se que ha
mais células T no epitélio intestinal do que no baco (Cheroutre; Lambolez; Mucida,
2011). Encontram-se presentes em estruturas linfoides organizadas, como as placas
de Peyer e os linfonodos mesentéricos, como também dispersos no interior da lamina
prépria ou entre as células epiteliais, que recebem a denominacdo de linfocitos
intraepiteliais (IELs) (Cheroutre, 2004). Os IELs distribuem-se em todo o intestino
delgado e intestino grosso, formando a primeira defesa imunolégica contra a entrada
e disseminacdo de patégenos; sdo extremamente heterogéneos e quase
exclusivamente células T (Cheroutre; Lambolez; Mucida, 2011). Os IELs possuem um
importante papel na regulacdo imune por meio da produgéo de citocinas, modulando
funcdes celulares bioldgicas que desencadeiam vias de sinalizacdo e medeiam a
homeostase da barreira epitelial (Cheroutre; Lambolez; Mucida, 2011; Qiu; Yang,
2013). Além das funcdes homeostaticas, os IELs podem contribuir para patologias
imunolégicas e doencas inflamatorias: interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral
(TNF-a) e interleucina (IL-) 2; tém o potencial de iniciar ou propagar inflamagéo
intestinal ou levar a uma resposta imune exacerbante; enquanto IL-4, IL-10 e fator
transformador de crescimento (TGF-B), s&o citocinas reguladoras e previnem
respostas inflamatorias excessivas que podem comprometer a integridade da barreira
intestinal (Qiu; Yang, 2013).

A densidade de IELs pode ser influenciada por diferentes fatores: o0 aumento
de IELs ocorre em uma variedade de enteropatias com atrofia dos vilos, como também
é independente de alteragfes estruturais na parede intestinal (Kakar et al., 2003);
ademais, é associado aos disturbios autoimunes, ingestao de AINES, colite linfocitica
e a AR (Ferguson; Murray, 1971; Kakar et al., 2003; Aziz et al., 2010). Além disso,
alteragbes na microbiota intestinal também podem ocasionar alteracdes funcionais

nos IELs, influenciando a secrecéo de citocinas; ademais, pode afetar a homeostase
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epitelial e influenciar a funcao da barreira epitelial (Kuhn et al., 2018; Regner et al.,
2018).

A barreira epitelial intestinal também é influenciada pelo sistema nervoso
entérico (SNE), um extenso sistema nervoso intrinseco (Jacobson et al., 2021).
Contido na parede do trato gastrointestinal, do es6fago ao reto, no pancreas e na
vesicula biliar, o SNE pode controlar funcées do intestino independentemente do
sistema nervoso central (SNC), porém, atua de forma integrada com o SNC e com
outras vias neuroenddcrinas (Furness, 2012). Dessa maneira, forma circuitos reflexos
gue medeiam os padrées de movimento do intestino delgado, incluindo peristaltismo,
segmentacao e propulsdo, além da fisiologia intestinal, do fluxo sanguineo local e do
movimento transmucoso de fluidos (Furness, 2006; Furness, 2012).

O SNE é composto por células gliais e células nervosas agrupadas em ganglios
entéricos, interligados por fibras nervosas, além de fibras nervosas que suprem os
tecidos efetores (Furness, 2006; Furness, 2012). O numero total de neurbnios
entéricos em humanos é de 400 a 600 milhdes, superando o nimero total de ganglios
simpéticos e parassimpaticos, semelhante ao nimero de neurdnios na medula espinal
(Furness, 2012). Ha perda de neurbnios entéricos na idade avancada (Furness, 2006),
além de variacdo conforme a idade e o segmento intestinal; em ratos Wistar com cerca
de 7 meses de idade, estima-se em torno de 300 neurdnios entéricos por mm? no
duodeno (Marese; Freitas; Natali, 2007) e 600/mm? no ileo (Miranda-Neto et al., 2001);
em animais com cerca de 3 meses de idade, foram encontrados 400/mm? no duodeno
(Marese; Freitas; Natali, 2007).

No intestino delgado, células gliais e neurénios entéricos (neurdnios aferentes
primarios intrinsecos — IPANSs, interneurbnios e neurbnios motores excitatorios e
inibitérios) formam redes interconectadas denominadas plexos, com dois maiores
plexos ganglionados, o plexo mioentérico e o plexo submucoso (Furness, 2006;
Furness, 2012). O plexo submucoso localiza-se na tunica submucosa e controla
atividades de secrecao, de absorcéo e o fluxo sanguineo; ja o plexo mioentérico, esta
posicionado entre as camadas musculares circular interna e longitudinal externa da
tunica muscular, de maneira que atua na motilidade do trato gastrointestinal,
regulando a contratilidade dos musculos circulares e longitudinais (Furness, 2006;
Sharkey; Mawe, 2023) (Figura 4).
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Figura 4 — Organizacao dos plexos mioentérico e submucoso. O plexo mioentérico esta posicionado
entre as camadas longitudinal e circular da tinica muscular; o plexo submucoso esta posicionado na
tinica submucosa. Feixes de fibras nervosas conectam os ganglios e também formam plexos que
inervam o musculo longitudinal, o mudsculo circular, a muscular da mucosa, as artérias intrinsecas e a
mucosa.
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Fonte: Traduzido e adaptado de Furness (2012).

A proximidade entre neurbnios entéricos, células gliais entéricas e células
epiteliais intestinais pode ser considerada como uma unidade neuronal-glial-epitelial
e estabelece a base anatbmica para a comunicacdo paracrina entre as células
(Neunlist et al., 2012), fornecendo as células imunoldgicas e aos processos neuronais
na mucosa acesso a diversos sinais luminais (Yoo; Mazmanian, 2017). Dessa forma,
a liberacdo de neuromediadores entéricos pode exercer diferentes efeitos nas funcbes
da barreira epitelial, como aumento ou diminuicdo da permeabilidade celular e inducéo
da secrecdo de mucina (Neunlist et al., 2012; Yoo; Mazmanian, 2017). A proliferacéo
de células epiteliais também é sugerida ser regulada por neurbnicos entéricos, por
meio do plexo submucoso, possivelmente, por fatores de crescimento secretados por
células submucosas (Toumi et al., 2003). Por outro lado, a relagdo dos neurbnios
entéricos com as células imunes é evidenciada apds processo inflamatério, em que a

funcdo neuromuscular e a excitabilidade dos neurénios entéricos podem sofrer
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alteracdes a longo prazo, incluindo aumento de IELs, aumento do namero de linfocitos
da mucosa e do niumero de mastocitos (Chadwick et al., 2002), por meio da invasao
dos ganglios mioentéricos por mastécitos e linfocitos (Ruhl; Berezin; Collins, 1995,
Vallance et al., 1999, Sayani et al., 2004; Furness, 2006). A interacdo entre o0s
diferentes tipos celulares, seus mediadores e 0s neurbnios entéricos contribui para
mudancas estruturais e funcionais que podem ocasionar a heuroplasticidade
subjacente a disfuncdo gastrointestinal (Vasina et al., 2006). Visto que o SNE, a
microbiota e o sistema imunol6gico possuem papéis importantes na manutencéo da
homeostase e da integridade da barreira intestinal, é necessario explorar as
disfuncbes da unidade neuronal-glial-epitelial na fisiopatologia de doencas digestivas

e extradigestivas (Neunlist et al., 2012), como a AR.

3.3 Curcuma longa no tratamento da artrite reumatoide

O tumérico (Curcuma longa L.) (Zingiberaceae), também conhecido como
curcuma ou acafrdo-da-terra, foi originado na india e, devido & sua cor e sabor, é
tradicionalmente utilizado na preparacdo de comidas, como o curry e a mostarda
(Kotha; Luthria, 2019). A circuma € composta em sua maior parte por carboidratos,
mas apresenta porcentagens de proteina, 6leos essenciais, gordura, minerais,
vitaminas e os curcuminoides, responsaveis pela principal atividade biologica da
curcuma devido a sua estrutura fendlica: curcumina, bisdemetoxicurcumina e
demetodxicurcumina (Kotha; Luthria, 2019; El-Hack et al., 2021). Por ser uma planta
estéril, ndo produz sementes e € o rizoma, seu caule subterraneo, que é desidratado
e moido para extracao dos curcuminoides (Verma et al., 2018; Kotha; Luthria, 2019).

Uma das limitagdes para o uso da curcuma como potencial agente terapéutico
€ sua baixa biodisponibilidade, baixa estabilidade em condi¢des fisiologicas, meia-
vida curta e metabolismo rapido (Anand et al., 2007; Tsuda, 2018). Dessa forma, sédo
estudadas diferentes maneiras de administragcéo: a biodisponibilidade da curcumina
pode ser aumentada encapsulando-a em fase lipidica e por nanoparticulas (Anand et
al., 2007; Kocaadam; Sanlier, 2017; Memarzia et al., 2021); assim, a promoc¢ao das
suas atividades bioldgicas poderia ser facilitada (Anand et al., 2007; Tsuda, 2018); no

entanto, principalmente no cenario clinico, ndo estd esclarecido se 0 aumento da
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biodisponibilidade de curcumina é diretamente proporcional ao aumento dos efeitos
terapéuticos (Memarzia et al., 2021).

Como anti-inflamatéria, a curcumina € capaz de modular o sistema imune e
atua por meio da regulagdo negativa de citocinas pro-inflamatoérias, como TNF-q,
interleucinas (IL-1, -2, -6, -8 e -12) e quimiocinas, com base na inativacdo do fator de
transcricdo nuclear (NF-KB), ou modulando a ativacdo de células do sistema imune
(Ahmad et al., 2020; Memarzia et al., 2021). A curcumina reduz os niveis de enzimas
que causam inflamacdo e atua como antioxidante eliminando radicais livres
responsaveis por danificar as células do corpo (Verma et al., 2018; El-Hack et al.,
2021).

Devido a isso, os efeitos medicinais da C. longa estdo sendo estudados como
neuroprotetivos (Wang et al., 2010; Alcantara et al., 2017), antivirais (Jennings; Parks,
2020), antibacterianos (Bhawana et al., 2011; Reda et al., 2020), antidepressivos
(Madiha; Haider, 2019; Lopresti, 2022), entre outros.

Em modelos animais, o nimero de pesquisas baseadas na curcuma é
crescente (Kotha; Luthria, 2019). O uso oral de curcumina por 8 semanas mostrou
reduzir a progressao de osteoartrite em camundongos, por meio da supressdo da
expressao de genes codificadores de citocinas inflamatorias e enzimas degradadoras
de cartilagem (Zhang et al., 2016), enquanto a administracdo topica sob a pele foi
capaz de aliviar a dor causada pela doenca, preservando a atividade condroprotetora
da curcumina e aumentando sua biodisponibilidade (Zhang et al., 2016). Em ratos
induzidos a AR por CFA, a curcumina foi eficaz como tratamento da inflamacgéo,
associada a vitamina D3, diminuindo a ativacao e a proliferacdo de células T (Silva et
al., 2019) e isoladamente (Meshkibaf; Maleknia; Noroozi, 2019; Wang et al., 2019; Al-
Mousawi; Al-Hamed; Ali, 2020), possivelmente, pela inibicdo da via do NF-k3 e por
promover apoptose de macrofagos; isso também reduz a gravidade da artrite e suas
alteracOes histopatologicas, como edema, hiperplasia sinovial, destruicdo O0ssea e
cartilaginosa, além da inibig&do de citocinas pré-inflamatérias (Wang et al., 2019).

Em ensaios clinicos com pacientes de osteoartrite, os curcuminoides foram
eficientes em aliviar os sintomas e melhorar o tratamento da doenca (Nakagawa et al.,
2014; Panahi et al., 2014; Rahimnia et al., 2015), enquanto, em pacientes com AR, a

curcumina foi eficaz em aliviar a dor e os sintomas da doenca (Chandran; Goel, 2012).
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Efeitos adversos ao uso da curcuma foram relatados apds administracao
intraperitoneal em ratas Lewis: 28 mg/Kg/dia de 6leo essencial de circuma causaram
efeitos hepatdxicos, associados a peritonite, sangramento gastrointestinal com
anemia e dano hepatocelular, e 20% de mortalidade (Funk et al., 2010). Em estudos
clinicos, a administracao oral ndo apresentou efeitos toxicos importantes, mas foram
relatados flatuléncia (Hanai et al., 2006), constipacdo (Chuensgamarn et al., 2012;
Chuensgamarn et al.,, 2014), nadusea (Chuensgamarn et al., 2014), febre leve e
infeccdo de garganta (Chandran; Goel, 2012).

Em pacientes com osteoartrite, nenhuma toxicidade importante foi relatada com
a ingestdo oral de curcumina nas doses de 1 g/dia por trés meses (Pinsornsak;
Niempoog, 2012), 180 mg/dia por oito semanas (Nakagawa et al., 2014) e 1500 mg/dia
por seis semanas (Panahi et al., 2014; Rahimnia et al., 2015).

Quanto aos efeitos adversos produzidos por medicamentos utilizados no
tratamento da AR, a administracao prévia de curcuma melhorou o estresse oxidativo
induzido pela indometacina e reduziu significativamente o numero de Ulceras
pontiagudas e longitudinais no intestino (Sivalingam et al., 2007). Também, foi capaz
de diminuir a motilidade intestinal, o que possibilita seu uso como adjuvante para o
tratamento de coélicas abdominais, diarreia e sindrome do intestino irritavel (Kumar et
al., 2010), além de reduzir a inflamacéo intestinal de camundongos com colite aguda
e cronica (Aldini et al., 2012).

No entanto, € preciso estabelecer a relacdo entre os beneficios da curcumina
para a saude e seus metabdlitos, a possivel influéncia da curcumina na microbiota
intestinal, assim como € preciso investigar se outros componentes da curcuma sao
também responsaveis pelos efeitos encontrados (Tsuda, 2018). Dessa forma, torna-
se relevante compreender as a¢fes da curcuma como anti-inflamatéria e seu papel

na reducédo da inflamacédo e dos danos intestinais causados pela AR.
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4 METODO

O estudo trata-se de uma pesquisa de carater experimental e quantitativa,
aprovada pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual
do Oeste do Parana (UNIOESTE) (protocolo n° 13-22) (Anexo A), o qual foi realizado
nos Laboratorio de Biologia Estrutural e Funcional (LABEF) e Laboratério de Estudo
das Lesbes e Recursos Fisioterapéuticos (LELRF), vinculados a UNIOESTE -
Campus de Cascavel. Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as
diretrizes éticas da Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP)

(Zimmermann, 1983).

4.1 Animais e grupos experimentais

Ratos Wistar com idade média de 14 semanas e peso médio de 340 g, obtidos
no Biotério Central da UNIOESTE, foram mantidos no Biotério Setorial do LELRF em
caixas plasticas de polipropileno, com acesso a agua e racéo ad libitum, sob condi¢des
de luminosidade (ciclo claro/escuro 12 horas) e temperatura (24°C £ 1°C) controladas.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos grupos (n=28): Controle
(CON; n=7), animais submetidos a inje¢cdes com solucéo salina 0,9% e gavagem com
agua; Curcuma (CM; n=7), animais suplementados com 100 mg/kg/dia de extrato seco
de C. longa; Artrite (A; n=7), animais que foram submetidos a inducdo experimental
da AR, porém, sem nenhuma forma de tratamento; e Artrite Circuma (ACM; n=7),
animais que foram induzidos a AR e suplementados com 100 mg/kg/dia de extrato

seco de C. longa.

4.2 Modelo experimental de artrite reumatoide

A inducédo da inflamacao articular foi baseada em Gomes et al. (2013). Os
animais dos grupos A e ACM foram pré-sensibilizados com injecao intradérmica, na
base da cauda, de 50 yL de Adjuvante Completo de Freund (CFA) (0,5 mg/mL,
Mycobacterium butyricum) e, apds sete dias, ocorreu a aplicacéo de 50 uL de CFA na
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articulacao tibiofibular direita dos animais. Os demais grupos (CON e CM) receberam
0S mesmos estimulos, nos tempos determinados, mas com o0 uso de injecdo
intradérmica com solucéo salina 0,9% (Figura 5).

Para ambos os procedimentos, as areas de administracdo foram tricotomizadas

e submetidas a assepsia com alcool iodado 1%.

4.3 Protocolo de suplementacao de Curcuma longa L.

O protocolo de suplementacédo para os grupos CM e ACM foi iniciado 24 horas
apos a injecao intra-articular e realizado por gavagem durante 15 dias consecutivos
(Figura 5). Todos os animais foram pesados antes da injecdo intra-articular e,
novamente, ap0s uma semana para ajuste das doses ministradas. Os animais
receberam por via oral a suspensédo com 100 mg/Kg/dia de extrato seco de C. longa,
adquirido em farméacia de manipulacao, diluido em agua, uma vez ao dia (Nonose et
al., 2014). Os grupos CON e A receberam agua, por gavagem, durante o mesmo

periodo.

4.4 Parametros corporais

Todos os animais foram pesados no inicio e final do experimento. Antes da
eutanasia, foram realizadas as medidas de peso corporal e do comprimento nasoanal
para o calculo do indice de Lee {[peso corporal (g) / comprimento nasoanal (cm)] x
1000} (Bernardis; Patterson, 1968). ApOs a eutanasia, as gorduras retroperitoneal e
periepididimal foram coletadas e pesadas.

4.5 AvaliacOes funcionais

Os animais de todos os grupos foram submetidos a cinco avaliagdes funcionais,
sendo realizadas trés afericbes para cada avaliacdo funcional, obtendo-se a média
aritmética simples. No caso do Teste de Incapacitacdo Articular, foi realizada apenas
uma afericdo em cada avaliacdo funcional. O avaliador ndo teve acesso ao grupo a

gue cada animal pertencia. Durante uma semana antes do inicio do experimento, 0s
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animais foram treinados e adaptados aos equipamentos. Foi realizada a avaliacao
basal (AVB), no mesmo dia apods a injecao intradérmica. Ao terceiro dia apds a injecao
intra-articular (11° dia de experimento), foi realizada a avaliagéo funcional 1 (AV1) e,
nos dias 15°, 19° e 23°, foram realizadas as demais avaliagbes (AV2, AV3 e AV4,

respectivamente) (Figura 5).

4.5.1 Avaliagédo do edema articular
Os animais foram contidos e a avaliagdo do edema da articulacao tibiofibular
(eixo médio-lateral) foi realizada com paquimetro analégico (Gomes et al., 2014). Os

dados foram expressos em centimetros (cm).

4.5.2 Teste de Incapacitacao Articular

A incapacitacdo articular foi mensurada através do tempo (segundos) de
elevacdo da pata. Os animais foram estimulados a deambular sobre um cilindro em
rotacdo a 3 RPM (rotacdo por minuto), durante 60 segundos, com eletrodos acoplados
a sapatilhas metalicas nos membros pélvicos. O teste registrou o tempo total de
elevacdo da pata (TEP) (Insight, Ribeirdo Preto, S&o Paulo) (Gomes et al., 2014).

4.5.3 Forga de preensao

Foi utilizado um medidor de forca de preenséo (Insight, Ribeirdo Preto, Sao
Paulo), conforme Bertelli e Mira (1995). Os animais foram posicionados de modo que
o membro pélvico direito se agarrasse a uma manopla acoplada a um transdutor de
forca; depois, foram gentilmente tracionados pela cauda até que a pegada fosse
perdida. O membro pélvico esquerdo foi imobilizado pela méo do avaliador para evitar

interferéncia. A forca exercida pelo animal foi expressa em gramas ().

4.5.4 Avaliacédo da nocicepcao — Von Frey Digital

Foi utilizado um analgesimetro digital, contendo um transdutor de pressao
conectado a um contador digital de forca (Insight, Ribeirdo Preto, S&o Paulo). Os
animais foram colocados em caixas elevadas com assoalho de malha constituida de
arame nao maleavel. O avaliador aplicou, por entre as malhas da rede, uma presséo

linearmente crescente com analgesimetro digital, no centro da superficie plantar da
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pata pélvica direita, até que o animal retirasse o membro. A intensidade de
hipernocicepcéao foi quantificada com a variagdo na presséo suportada pelo animal e

foi expressa em gramas (g) (Chaplan et al., 1994).
4.6 Eutanéasia

No 24° dia de experimento, os animais foram eutanasiados por meio de
sobredosagem, de trés vezes a dose requerida para a anestesia geral, da associacéo
dos anestésicos Cetamina (240 mg/kg) e Xilazina (45 mg/kg), administrados via

intraperitoneal (Figura 5).

Figura 5 — Desenho esquematico da cronologia do experimento.

Dia 1 Dia8 Dia9 Diall Dia 15 Dia 19 Dia 23 Dia 24

AVB } AV1 AV2 AV3 AV4

Inducao Inducio Eutanasia
intradérmica intra-articular

A e ACM: 50 ]J.L de CFA Sup[ementagﬁo

(0,5 mg/mL, Mycobacterium butyricum) 15 dias consecutivos

CM e ACM: 100 mg/kg/dia C. longa
CON e A: 4gua

CON e CM: solugdo salina 0,9%

Grupos Controle (CON), Carcuma (CM), Artrite (A) e Artrite Cdrcuma (ACM), Adjuvante Completo de
Freund (CFA), avaliacdo basal (AVB), avaliacdo funcional 1 (AV1), avaliagdo funcional 2 (AV2),
avaliacéo funcional 3 (AV3) e avaliacéo funcional 4 (AV4). Fonte: A autora (2024).

4.7 Andlises do intestino delgado

4.7.1 Coleta e processamento histolégico

Apos a laparotomia, o intestino delgado de cada animal foi coletado e teve seu
comprimento mensurado (do piloro a juncéo ileocecal) com fita métrica. O ileo foi
identificado e, apds a mensuragao da sua circunferéncia com paquimetro analdgico,
foram obtidas amostras para serem posteriormente submetidas aos seguintes
protocolos: processamento histolégico e inclusdo em parafina para estudo

histomorfométrico da parede intestinal e para analise quantitativa da populacdo de
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linfécitos intraepiteliais; e obtencéo de preparados totais da tinica muscular, contendo
0 plexo mioentérico, para avaliar a populacao total de neurénios mioentéricos.

Para o processamento histologico e inclusdo em parafina, amostras do ileo
foram abertas na borda mesentérica, lavadas com solugéo salina 0,9%, fixadas em
solucdo de Bouin por seis horas, desidratadas em séries crescentes de alcoois,
diafanizadas em xilis e submetidas a técnica de inclusdo em parafina. Foi realizada
a microtomia (Leica, Nussloch, Alemanha) com cortes semisseriados de 5 ym de
espessura. Nas analises morfométricas da parede intestinal e quantificacdo dos
linfécitos intraepiteliais, as laminas obtidas foram submetidas a coloracéo pela técnica
de Hematoxilina-Eosina (HE), voltada a descricdo tecidual do érgdo (Junqueira;
Junqueira, 1983).

4.7.2 Histomorfometria da parede intestinal

Nas andlises referentes a altura e largura dos vilos, profundidade das criptas,
e espessura da tlinica muscular e da parede total (do apice do vilo ao mesotélio da
tunica serosa), foram realizadas 50 medidas aleatdrias por animal e para cada
parametro (Soares et al., 2015), a partir de imagens capturadas em fotomicroscoépio
Olympus BX60 acoplado a camera DP71, com auxilio dos programas DP Controller e
DP Manager (Olympus, Toquio, Japdo), em objetiva de 10x. As medidas foram
realizadas através do software Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Maryland,
USA).

4.7.3 Analise quantitativa dos linfocitos intraepiteliais

A quantificacéo foi realizada com microscépio de luz (Olympus, Téquio, Japéo),
em objetiva de 40x. Os linfocitos intraepiteliais evidenciados pela técnica de HE foram
guantificados ao longo dos vilos intestinais. Foi contado o numero total de células da
regido e a proporcao de linfécitos intraepiteliais, num total aproximado de 2.500
células por animal. Os dados foram expressos como porcentagem de linfocitos
intraepiteliais em relacdo ao numero total de células quantificadas (Ferguson; Murray,
1971).

4.7.4 Deteccao da populacao total de neurénios mioentéricos (Técnica de Giemsa)
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Para obtencdo de preparados totais da tunica muscular contendo o plexo
mioentérico, amostras do ileo foram lavadas em solucao salina 0,9%, preenchidas e
submersas no fixador de Giemsa (Barbosa,1978), por pelo menos 24 horas, com as
extremidades amarradas com fio acrilico para manter o preenchimento. As amostras
foram abertas na borda mesentérica e microdissecadas em estereomicroscopio com
transiluminacéo (Olympus SZ40, Téquio, Japdo), com remocdo das camadas mucosa
e submucosa, além da preservacdo das camadas muscular e serosa (Figura 6). Os
preparados totais foram corados com solucdo de Giemsa em Tampao fosfato de
Sorensen, pH 7,0 (Barbosa,1978), sob agitacdo por 24 horas, e, apds esse periodo,
foram desidratados em alcoois, diafanizados em xildis e montados sobre laminas e

laminulas com resina sintética.

Figura 6 — Técnica de preparado total em solucdo de Giemsa. A: Amostra do ileo com as
extremidades amarradas e preenchidas com fixador de Giemsa. B: Microdisseca¢ao em
estereomicroscopio com transiluminacdo, com as camadas mucosa e submucosa parcialmente
removidas. C: Amostra microdissecada, contendo as camadas muscular e serosa, sem colora¢éo. D:
Amostra corada com solugédo de Giemsa para ser submetida ao protocolo de desidratacao,
diafanizacdo e montagem em resina sintética.

D

Fonte: A autora (2024).

4.7.5 Analise morfoquantitativa dos neurdnios mioentéricos

Foram capturadas imagens por meio de fotomicroscopio Olympus BX60
acoplado a camera DP71, com auxilio dos programas DP Controller e DP Manager
(Olympus, Toquio, Japao), em objetiva de 20x. As imagens foram capturadas por
amostragem aleatdria em todo o preparado total da lamina histol6gica, sem selecionar
campos visuais especificos e sem capturar o mesmo campo mais de uma vez. Foram
contados os neurdnios presentes em 30 imagens por animal (Soares et al., 2015). A
area de cada imagem foi aproximadamente 0,387 mm? e a area total quantificada foi

11,62 mm?2. Os resultados foram expressos como neurdnios por mm?.
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Para a mensuracdo da area neuronal, foram utilizados 100 corpos celulares
neuronais por animal, utilizando o software Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics,
Maryland, USA). As medi¢Bes foram feitas em neurénios, de maneira que foi possivel

ver claramente os limites do corpo celular. Os resultados foram expressos em ym?2.

4.8 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados por meio do teste de modelo generalizado
misto seguido de pés-teste de Fisher (LSD), por meio do programa Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS). Os resultados sdo expressos como média + desvio
padrdo para todos os parametros analisados. O nivel de significancia adotado foi p <
0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Parametros corporais e comprimento intestinal

A inducdo da AR ndao influenciou o peso corporal nos grupos A e ACM, assim
como a suplementacdo de curcuma nos grupos CM e ACM (p=0,532) (Tabela 1).
Similarmente, n&do houve diferenca significativa nas propor¢cdes de gorduras
perigonadal (p=0,428) e retroperitoneal (p=0,563) entre os grupos CM, A e ACM
guando comparados ao CON. O comprimento nasoanal foi semelhante entre todos os

grupos (p=0,188), no entanto, o indice de Lee foi menor quando comparados ao CON

(A e ACM: p=0,005; CM: p=0,031) (Tabela 1).
Em relacdo ao comprimento do intestino delgado (p=0,195) e didmetro do ileo

(p=0,130), os dados foram semelhantes nos grupos experimentais (Tabela 1).

Tabela 1 — Pardmetros corporais e macroscoépios grupos Controle (CON), Carcuma (CM), Artrite (A) e

Artrite Cdrcuma (ACM).

CON CM A ACM
Peso corporal 326,86 +52,46 332,57+ 36,03 337,43+59,37 338,00+41,78
inicial (g)
Peso corporal final 324,00 £51,81 325,29 +20,84 320,14 +29,11 316,86 * 26,02
(9)
Diferenca de peso -2,862 7,292 -17,292 -21,142
corporal (g) (final-
inicial)
Gordura 1,35 +0,312 1,21 + 0,272 1,19 + 0,312 1,112+ 0,102
perigonadal
(g/100g de peso
corporal)
Gordura 0,85+ 0,192 0,78 £ 0,252 0,83 £ 0,312 0,70 £ 0,112
retroperitoneal
(g/100g de peso
corporal)
Comprimento 22,49 + 1,562 23,30 £ 0,532 23,40 £ 0,692 23,34 £ 0,862
nasoanal (cm)
indice de Lee 305,12+ 295,13+ 6,94> 292,17+6,11° 292,11+ 10,20°
11,512
Comprimento do 103,07 + 108,43 + 8,242 96,07 + 13,302 99,89 + 5,532
intestino delgado 17,122
(cm)
Didmetro do ileo 0,31 + 0,092 0,29 + 0,042 0,25 + 0,092 0,24 + 0,052
(cm)

Dados expressos como média + desvio padrao (n=7). Teste de modelo generalizado misto seguido de
pos-teste de Fisher (LSD). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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5.2 Avaliacfes funcionais

5.2.1 Avaliagdo do edema articular

A avaliacao do edema articular foi diferente entre os grupos (p<0,0001), entre
as avaliacbes funcionais (p<0,0001), e houve interacdo entre 0S grupos e as
avaliacdes (p<0,0001).

Os valores de edema articular dos grupos artriticos foram maiores que nos
grupos controles (p<0,0001) em todas as AVs. Nao houve diferenca significativa entre
os grupos CM e CON (AV1: p=0,863; AV2: p=0,306; AV3: p=0,588; AV4: p=0,580),
assim como entre os grupos ACM e A (AV1: p=0,836; AV2: p=0,729; AV3: p=0,062;
AV4: p=0,074). Entre as avaliagbes funcionais, o edema articular do grupo A foi maior
em todas as AVs, quando comparadas a AVB (p<0,0001), assim como o grupo ACM
(p<0,0001). As avaliacbes dos grupos CM e CON foram semelhantes a AVB (Figura
7).

Figura 7 — Avaliacao do edema articular entre grupos Controle, Carcuma, Artrite e Artrite Cdrcuma.
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Valores expressos como média + desvio padrao (n=7). Teste de modelo generalizado misto seguido de
pos-teste de Fisher (LSD). Diferentes letras mailsculas indicam diferenca significativa entre os grupos
nas avaliagdes funcionais (p<0,05). Diferentes letras minisculas indicam diferencga significativa entre
as avaliag@es funcionais dos grupos (p<0,05).
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5.2.2 Forca de preenséao

A avaliacéo da forga de preenséao foi diferente entre os grupos (p<0,0001), mas
nao entre as avaliagoes funcionais (p=0,106); no entanto, houve interacdo entre 0s
grupos e as avaliacdes (p=0,021).

O grupo A teve menor forca de preensdo do que o CON nas AV1 e AV2,
enquanto, nas AV3 e AV4, os dois grupos foram semelhantes (AV1: p=0,006; AV2:
p=0,035; AV3: p=0,467; AV4: p=0,805). O grupo ACM teve menor forca de preensao
nas AV1, AV2 e AV3, quando comparado ao CON (AV1: p<0,0001; AV2: p=0,031,;
AV3: p=0,020; AV4: p=0,052). Entre os grupos ACM e A, nado houve diferencas
significativas nas avaliagbes (AV1: p=0,357; AV2: p=0,958; AV3: p=0,106; AV4:
p=0,089). O grupo CM foi semelhante ao CON, nas AV1, AV2 e AV3, mas teve maior
forca de preenséo na AV4 (AV1: p=0,460; AV2: p=0,386; AV3: p=0,192; AV4: p=0,024)
(Figura 8).

Figura 8 — Avaliacdo da forca de preenséo entre os grupos Controle, Carcuma, Artrite e Artrite Cdrcuma.
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Valores expressos como média + desvio padrao (n=7). Teste de modelo generalizado misto seguido de
pos-teste de Fisher (LSD). Diferentes letras mailsculas indicam diferenca significativa entre os grupos
nas avaliagdes funcionais (p<0,05). Diferentes letras minUsculas indicam diferenca significativa entre
as avaliac®es funcionais dos grupos (p<0,05).

5.2.3 Teste de Incapacitagao Articular
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O tempo de elevacédo de pata (TEP) foi diferente entre os grupos (p<0,0001),
entre as avaliagOes funcionais (p<0,0001) e houve interacdo entre 0s grupos e as
avaliacdes (p<0,0001).

O grupo A foi maior nas AV1 e AV2 quando comparado ao CON, no entanto,
nas AV3 e AV4, os dois grupos foram semelhantes (AV1: p<0,0001; AV2: p=0,004;
AV3: p=0,156; AV4: p=0,083). No grupo ACM, o TEP foi maior em todas as AVs
guando comparado ao CON (p<0,0001) e, a partir da AV2, o TEP foi maior quando
comparado ao A (AV1: p=0,843; AV2: p=0,035; AV3: p<0,0001; AV4: p=0,011). Os
grupos CM e CON foram semelhantes em todas as avaliagdes (AV1: p=0,795; AV2:
p=0,846; AV3: p=0,905; AV4: p=0,579). Entre as avaliacdes funcionais, todas as AVs
foram maiores do que a AVB nos grupos A (AV1 e AV2: p<0,0001; AV3: p=0,002; AV4:
p=0,018) e ACM (p<0,0001) (Figura 9).

Figura 9 - Avaliacdo do Teste de Incapacitacao Articular entre os grupos Controle, Carcuma, Artrite e
Artrite CUrcuma.
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Valores expressos como média * desvio padrao (n=7). Teste de modelo generalizado misto seguido de
pos-teste de Fisher (LSD). Diferentes letras mailsculas indicam diferenca significativa entre os grupos
nas avaliacdes funcionais (p<0,05). Diferentes letras minusculas indicam diferenca significativa entre
as avalia¢c®es funcionais dos grupos (p<0,05).

5.2.4 Avaliacdo da nocicepcgao
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A avaliacdo da nocicepcao por meio do Von Frey Digital mostrou diferenca
entre 0os grupos (p<0,0001), entre as avaliagdes funcionais (p<0,0001), e houve
interac&o entre 0s grupos e as avaliacdes (p=0,026).

A nocicepcéo do grupo A foi menor em todas as avaliagbes quando comparado
ao grupo CON (AV1: p<0,001; AV2: p=0,001; AV3: p<0,0001; AV4: p=0,024). O
mesmao ocorreu com o0 grupo ACM (AV1, AV2 e AV3: p<0,0001; AV4: p=0,001). Os
grupos CM e CON foram semelhantes em todas as AVs (AV1: p=0,371; AV2: p=0,776;
AV3: p=0,199; AV4: p=0,878), assim como os grupos ACM e A (AV1: p=0,965; AV2:
p=0,555; AV3: p=0,471; AV4: p=0,214). Todas as AVs foram menores do que a AVB
no grupo A (AV1, AV2 e AV3: p<0,0001; AV4: p=0,001) e ACM (p<0,0001). Nos grupos

CM e CON, néo houve diferengas significativas (Figura 10).

Figura 10 - Avaliagdo da nocicepg¢éo entre os grupos Controle, Clrcuma, Artrite e Artrite Cdrcuma.
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Valores expressos como média + desvio padrédo (n=7). Teste de modelo generalizado misto seguido de
pés-teste de Fisher (LSD). Diferentes letras maidsculas indicam diferenca significativa entre os grupos
nas avalia¢des funcionais (p<0,05). Diferentes letras minasculas indicam diferenca significativa entre
as avaliag®es funcionais dos grupos (p<0,05).

5.3 Histomorfometria da parede intestinal e densidade de linfécitos

intraepiteliais

A inducédo da AR e a suplementacdo de curcuma nao alteraram a espessura

total da parede intestinal (p=0,671), altura dos vilos (p=0,276), profundidade das
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criptas (p=0,724) e espessura da tunica muscular (p=0,957) nos animais artriticos em

relacdo aos controles. Entretanto, efeitos significativos foram observados em relacdo

a largura dos vilos, com reducgéo de 11% no grupo A (p=0,002) e de 7% nos grupos
CM (p=0,048) e ACM (p=0,035) em relacdo ao CON (Tabela 2) (Figura 11).

A analise quantitativa dos linfécitos intraepiteliais revelou que a inducéo da AR

e a suplementacéo de curcuma nao influenciaram a proporcao dessas células, que foi

semelhante entre todos os grupos experimentais (p=0,146) (Tabela 2).

Tabela 2 — Parametros morfométricos dos grupos Controle (CON), Carcuma (CM), Artrite (A) e Artrite

Curcuma (ACM).

Parametros (um)

CON

CM

A

ACM

Espessura da
parede total

623,81 + 82,402

591,56 + 24,912

628,30 + 70,142

604,65 + 34,852

Altura dos vilos

274,61 + 43,222

245,41 + 26,872

267,40 + 40,65

240,91 + 26,572

Largura dos 78,52 + 4,642 72,79 £ 6,99° 69,96 + 2,35 72,71 + 3,65
vilos

Profundidade 181,60 + 31,282 188,93 + 6,902 193,31 £ 26,59 195,72 + 15,022
das criptas

Espessura da
tinica muscular

103,86 + 15,632

101,32 + 13,512

104,04 + 8,182

105,06 * 8,622

% Linfocitos
intraepiteliais

11,52 £ 2,012

15,29 + 2,06

16,19 + 4,63

15,52 + 5,56

Dados expressos como média + desvio padréo (n=5). Teste de modelo generalizado misto seguido de

pos-teste de Fisher (LSD). Diferentes letras indicam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 11 — Fotomicrografias da parede intestinal dos grupos Controle (CON), Clrcuma (CM), Artrite

(A) e Artrite Carcuma (ACM).
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5.4 Analise morfoquantitativa dos neurénios mioentéricos

A inducédo da AR e a suplementagéo de curcuma néo influenciaram as areas
dos corpos neuronais (p=0,079) e a densidade (p=0,084) dos neurdnios mioentéricos
da populacéo total do ileo (Tabela 3; Figura 12).

Tabela 3 — Area do corpo neuronal e densidade de neurdnios mioentéricos no ileo dos grupos Controle
(CON), Curcuma (CM), Artrite (A) e Artrite Circuma (ACM).

CON CM A ACM
Area corpo 190,32 + 35,682 228,26 + 33,592 218,63 £ 22,802 213,96 + 28,862
neuronal (um?)
Densidade 237,65 + 29,452 219,01 + 37,412 237,43 £ 20,532 214,35 + 33,772
(neurdnios por
mm?)

Dados expressos como média + desvio padrao (n=7). Teste de modelo generalizado misto seguido de
pos-teste de Fisher (LSD). Diferentes letras indicam diferenca significativa (p<0,05).

Figura 12 — Fotomicrografias de ganglios do plexo mioentérico dos grupos Controle (CON), Circuma
(CM), Artrite (A) e Artrite Carcuma (ACM).

Preparado total da tinica muscular do ileo. Neurénio mioentérico (*). Coloragéo solugdo de Giemsa.
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6 DISCUSSAO

Ao final do experimento, os animais induzidos a AR ndo apresentaram variacao
de peso significativa em relacdo aos controles, bem como nas gorduras corporais
avaliadas. Entretanto, houve diminuicdo no indice de Lee dos animais artriticos e,
embora esse indice seja utilizado como um indicador de obesidade em roedores, €
correlacionado com o teor de gordura corporal (Bernardis; Patterson, 1968).
Similarmente, Noh et al. (2021) observaram perda de peso corporal apenas nos
animais induzidos com 10 mg/mL de CFA, sem alteracdes significativas quando
submetidos a concentragées menores, de 5 e 7,5 mg/mL.

Quando analisados os grupos suplementados com C. longa, assim como
observado nos animais artriticos, foram observados efeitos apenas no indice de Lee,
gue se mostrou reduzido. Rinkunaite et al. (2021) ndo encontraram alteracdes no peso
corporal de animais artriticos tratados com 170 mg/kg de curcumina em diferentes
formas de administracdo e sugerem que a intensidade dos seus efeitos depende da
sua preparacao. A suplementacédo de 200 mg/kg de p6 puro do rizoma da curcuma
modulou a perda de peso nos animais artriticos por aumentar a ingestao de alimentos
(Ramadan et al., 2011). Dessa forma, a concentracdo de extrato seco de curcuma
utilizada no estudo, de 100 mg/kg, pode néo ter sido suficiente para promover 0s
efeitos observados nos estudos descritos.

Como forma de verificar o estabelecimento da condicéo inflamatoria e visto que,
ao longo da duracédo da AR, a incapacidade funcional esta correlacionada com o dano
articular, foram realizadas cinco avaliacdes funcionais durante o experimento,
avaliando quanto ao didmetro e incapacidade articular, forca de preensdo e
nocicepcao. As observacdes revelaram que a concentracdo de CFA promoveu
inflamac&o nos animais e induziu a AR. Os grupos artriticos apresentaram maior
edema articular em todas as avaliacdes ap0s a inducdo da AR, que nao foi revertido
pela suplementagcdo de curcuma no grupo ACM, dado que ambos os grupos
apresentaram reducédo do edema a partir da AV2. O edema articular € considerado o

melhor indicador de artrite experimental e € observado em diversos estudos que
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utilizaram o modelo de CFA (Ramadan et al., 2011; Gomes et al., 2014; Noh et al.,
2021; Rinkunaite et al., 2021).

Em adicdo, maior incapacitacéo articular foi observada apés a inducao da AR
(AV1), que se mostrou reduzida nos grupos artriticos a partir da AV2; o grupo A
apresentou-se semelhante aos grupos controles nas AV3 e AV4, enquanto o grupo
ACM, apresentou reducdo da incapacitacdo a partir da AV2 e maior valor de
incapacitacdo do que os grupos controles e o grupo A nas AV3 e AV4. No teste de
forca de preensdo, foi observada reducdo nos grupos artriticos nas AV1 e AV2, no
entanto, estavam semelhantes ao CON na ultima avaliacao funcional (AV4); o grupo
suplementado sem a inducéo da AR (CM) apresentou aumento da forca de preenséo
ao longo das avalia¢gBes, com valor maior do que os demais grupos na AV4. Na anélise
da nocicepcéo, 0s grupos artriticos apresentaram valores menores do que 0S grupos
controles ao longo das avaliacbes, sem manutencdo dos valores no final do
experimento.

Na patogénese da AR, estdo envolvidas citocinas pro-inflamatérias e anti-
inflamatérias. O TNF-a, citocina pro-inflamatoria, produzido principalmente por
monaocitos e macréfagos, além de estar envolvido na manutencéo da sinovite na AR
experimental, € associado a marcadores clinicos e laboratoriais de gravidade da AR
(Ramadan et al., 2011). A infiltracdo de células inflamatdrias, bem como a adesao de
neutrofilos e linfocitos nas células endoteliais é facilitada pelo TNF-a (Ramadan et al.,
2011), enquanto o aumento dos niveis de leucdcitos totais, promove a liberacdo de
moléculas citotoxicas e imunorreguladoras, impulsionando o desenvolvimento da AR
(Rinkunaite et al., 2021). O TNF-a pode ser encontrado no soro e no liquido sinovial
de ratos induzidos a AR e é responsavel por induzir a producéo das demais citocinas
pro-inflamatoérias associadas a manifestagdo da AR, como IL-1 e IL-6, que também
séo encontradas em nivel elevado em ratos induzidos a AR por CFA (Ramadan et al.,
2011; Wang et al., 2019; Rinkunaite et al., 2021).

As reacoes inflamatdrias podem gerar dificuldades locomotoras, com marcha
anormal e reducdo do limiar de retirada da pata e do limiar de retirada térmica, que
sugerem um estado de alodinia tatil e de hiperalgesia térmica, principalmente com a
inducdo em concentragbes mais altas (Noh et al., 2021). No presente estudo, a

inducao de 0,5 mg/mL promoveu alteragdes funcionais nos animais, observado pelo
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aumento do tempo de elevacdo da pata, reducdo da forca de preensdo e da
nocicepcao ao longo das avaliacbes. No entanto, o desenvolvimento da AR por CFA
ocorre de diferentes maneiras em cada animal, tornando-se uma limitacdo nos
estudos que utilizam esse modelo (Rinkunaite et al., 2021); além do mais, a dosagem
utilizada também pode influenciar os resultados (Noh et al., 2021).

Diversos estudos mostraram que a curcuma pode regular a ativacdo de
linfécitos T e B, macrofagos, neutrofilos e células dendriticas (Ramadan et al., 2011)
e é capaz de reduzir a expressao de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-q, IL-1, IL-
2, IL-6, IL-12 e NF-KP, atribuidos a sua atividade antioxidante e inibitéria de neutrofilos
(Ramadan et al., 2011; Rinkunaite et al., 2021; Somasundaram, 2014). Quanto ao
efeito da cdrcuma no edema articular de ratos artriticos, a administragdo 170 mg/kg
em forma lipossomal e micelar apresentou eficacia na prevencéo do inchacgo durante
os primeiros dias apés a inducao (Rinkunaite et al., 2021), enquanto 200 mg/kg em po6
suprimiram a gravidade da artrite aliviando o edema articular (Ramadan et al., 2011).
Entretanto, com o avanco da AR nos animais, ndo foram observados efeitos anti-
inflamatorios da curcumina, indiferentemente do preparo do tratamento (Rinkunaite et
al., 2021). Semelhante a esse resultado, a administracao de 100 mg/kg de curcumina
mostrou efeito anti-inflamatoério precoce, reduzindo a inflamacédo da articulacao
apenas nas primeiras seis horas apés a inducédo da AR (Nonose et al., 2014). Quando
formulada por nanoemulsificagéo, a curcumina mostrou ter efeitos imunossupressores
e na migracdo de macréfagos, suprimindo a inflamacédo por meio da inibicdo da
sinalizacdo de NF-K (Young et al., 2014).

No presente estudo, a administracdo de extrato seco de curcuma nao
promoveu efeitos anti-inflamatorios, observados nas avalia¢des funcionais, em que o
grupo artritico suplementado se manteve semelhante ao artritico sem suplementacao
ao longo de todo o experimento. Esses efeitos se devem possivelmente a baixa
biodisponibilidade da curcumina quando administrada em extrato puro, além de ser
bastante instavel, pouco solavel em agua e rapidamente metabolizada (Nonose et al.,
2014; Rinkunaite et al.,, 2021). Além disso, ndo foram realizadas analises de
quantificacdo dos niveis séricos de citocinas pro e anti-inflamatérias, o que se torna

uma limitacao do estudo.
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A suplementacdo de curcuma, no entanto, aumentou a forca de preensédo no
grupo CM nas AV3 e AV4, quando comparado ao CON. Como antioxidante, a
curcumina pode aumentar a forgca muscular, porém, seus efeitos parecem depender
da dose ofertada e do seu modo de preparacéo (Huang et al., 2015; Sahin etal., 2021).
A avaliacao da forca de preenséo reflete a satude geral do sistema musculoesquelético
(Huang et al., 2015); no entanto, no grupo ACM, a cuircuma néo reverteu os efeitos
deletérios causados pela AR na forca muscular.

A AR também pode afetar o trato gastrointestinal: a inervacéo intrinseca, a
estrutura e constituintes celulares da parede intestinal podem ser alterados, conforme
descrito em modelo artritico, e as possiveis repercussées funcionais poderiam
predispor sintomas gastrointestinais observados em pacientes com AR (Bossolani et
al., 2019). Sdo descritos reducdo da area intestinal (Souza et al., 2011; Zanoni;
Bossolani, 2019), da altura dos vilos e da espessura total da parede intestinal apds a
AR experimental, indicando atrofia (Bossolani et al., 2019). No entanto, a doenca
parece ndo afetar o comprimento e o diametro do intestino delgado (Souza et al., 2011,
Zanoni; Bossolani, 2019). Os dados obtidos sustentam em parte essas observacgoes,
pois, apesar da morfometria da parede intestinal, dos vilos e das criptas ter se mantido
quase inalterada, a largura dos vilos estava reduzida nos animais artriticos e o
comprimento e diametro terminal do intestino delgado ndo foram influenciados pela
AR. A alteracdo observada nos vilos sugere um processo atrofico; além disso, a
homeostase epitelial intestinal, resultante do equilibrio entre a proliferacdo celular nas
criptas, e a eliminacdo no 4pice dos vilos (Negroni; Cucchiara; Stronati, 2015) foram
moduladas pela AR. Por outro lado, poderia indicar uma reducdo no numero de células
imunes presentes na lamina proépria, visto que, no inicio da artrite, € observada a
migracao de células T da lamina prépria para as articulacdes (Tajik et al., 2020).

Nos grupos suplementados pela carcuma, os resultados foram semelhantes
aos encontrados nos animais artriticos. Resultados similares foram descritos, em que
a administracdo de curcumina néo influenciou o formato e altura dos vilos intestinais
(Kumar et al., 2010), e nao inibiu os efeitos deletérios causados pelo cadmio na
morfometria intestinal, possivelmente, pela forma de administracao e a dose ofertada
(Tarasub; Tarasub; Ayutthaya, 2009).
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De qualquer modo, a alteracdo encontrada nos vilos, bem como alteracdes nas
células imunes da lamina propria, independentemente da inflamacdo intestinal
(Johnson et al., 2015), tém implicacdes para a funcao de barreira da mucosa intestinal
(Guzman; Colin; Jobin, 2013).

Os IELs podem ser modulados por doencas autoimunes, incluindo a AR:
estudos mostram tanto a contagem normal (Ferguson; Murray, 1971) quanto aumento
dos IELs (Ferguson; Murray, 1971; Chang; Mahadeva; Deere, 2005; Aziz et al., 2010),
enquanto a carcuma, apesar de possuir propriedade imunomoduladora na mucosa,
nao provocou efeitos nos IELs (Churchill et al., 2000). Alteragdes na microbiota
também influenciam os IELs (Regner et al., 2018) e o aumento de sua densidade pode
ocorrer independentemente de alteracdes na estrutura intestinal (Kakar et al., 2003).
Apesar de células imunes especificas poderem ser influenciadas (Bossolani et al.,
2019; Matei et al., 2021), o estudo avaliou a densidade total de IELs e n&o encontrou
alteracdes entre 0s grupos experimentais.

O sistema nervoso entérico também pode ser afetado pela AR, com diminui¢édo
da densidade dos neurbnios entéricos (Bossolani et al., 2019) e reducéo da area do
corpo neuronal, sugerindo um efeito prejudicial induzido pela AR (Zanoni; Bossolani,
2019). Ja a curcuma, possui efeitos miorelaxantes nas camadas musculares
intestinais, independentemente da atividade anti-inflamatéria (Aldini et al., 2012). O
presente estudo avaliou a populacdo total de neurdnios mioentéricos do ileo e ndo
observou diferencas na densidade e na morfometria neuronal em decorréncia da
artrite ou da suplementacdo com curcuma, similarmente a Souza et al. (2011). Embora
0S neurdnios entéricos sejam suscetiveis a inflamacéo, varios fatores podem modular
essa resposta, incluindo as células e mediadores que compdem o0 microambiente
entérico (Vasina et al., 2006). Assim, a manutencdo da densidade de linfécitos
intraepiteliais, da espessura da tlunica muscular e do comprimento e diametro
intestinais observados no estudo, estdo em concordancia com os dados obtidos com
0s neurbnios mioentéricos, visto que nao indicam acumulo de células imunes ou
alteracbes na area a ser inervada.

O estudo avaliou a populagéo geral de neurdnios mioentéricos do ileo, sendo
que a plasticidade neuronal pode ocorrer em subpopulagdes neuronais (Zanoni;

Bossolani, 2019), em células gliais entéricas e no plexo submucoso (Bossolani et al.,
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2019), o que pode ser investigado para melhor esclarecer a capacidade adaptativa do
sistema nervoso entérico e a repercussao na funcao intestinal. Além disso, pesquisas
futuras em relagcdo ao perfil inflamatério das células imunes, com a microbiota
intestinal nos modelos de AR, podem fornecer melhores explicacbes a respeito da
fisiopatologia da doenca, bem como das aplicacfes terapéuticas da curcuma e sua

relacdo com as ceélulas do sistema imune.
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7 CONCLUSAO

Os resultados demostraram que a AR causou estado de inflamacéo,
comprometendo as fun¢cdes motoras e nociceptivas no aparelho locomotor, que néo
foram revertidas pela cdrcuma. Embora ndo tenham sido detectados efeitos na
populacdo mioentérica total, alteracdes na mucosa intestinal induzidas pela AR e pela

curcuma inferem que a homeostase intestinal foi influenciada.
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Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

Autorizagao

O Protocolo n® 13-22 intitulado “Artrite reumatdide: um estudo
comparativo da agdo de exercicios aerobios e anaerobios e a
suplementagdo com curcuma em ratos Wistar”, sob a responsabilidade
de Gladson Ricardo Flor Bertolini que envolve a produgdo, manutengao
ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata,
para fins de pesquisa cientifica encontra-se Aprovado para execugao, esta
de acordo com as Normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do UNIOESTE em reunido de 05/08/2022. Essa
Autorizagao nao substitui o Certificado Experimental de realizacéo ética da
pesquisa, necessitando do encaminhamento do Relatdrio Final de execugao

do Projeto para sua emissao.

FINALIDADE Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagao 01/09/2022 - 13/03/2026

Espécie/linhagem/raca Rato heterogénico/ Wistar

N. de animais 147

Peso/ldade 250 - 350 g/ 2 e 4 meses

Sexo Masculino

Origem Biotério Central da UNIOESTE, campus de Cascavel.
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