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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatdria sistémica crbnica, de etiologia desconhecida
que diminui a sobrevida e afeta significativamente a qualidade de vida na maioria dos pacientes por
acometer o tecido sinovial resultando em producéo excessiva de liquido, destruicdo da cartilagem, eroséo
Ossea adjacente e dano aos tenddes e ligamentos. Suas repercussdes sdo potencialmente graves, ndo so
pela morbidade associada a dor, a limitagéo funcional e a repercusséo na qualidade de vida dos pacientes,
mas por mortalidade maior em relacdo a populacdo em geral. A Floresta Amazébnica € a maior floresta
tropical do mundo, centro de diversidade bioldgica, e possui um grande reservatdrio de novas moléculas
bioativas e agentes fitoterapéuticos. Algumas espécies de plantas desta regido vém demonstrando acao
antiinflamatdria, antibacteriana e antifingica. Este projeto analisou a acdo do extrato de P. nuda no modelo
de Artrite Induzida por Adjuvante Completo de Freund em Ratos Lewis. O extrato metandlico de P. nuda foi
administrado por via oral aos ratos com Artrite Induzida por Adjuvante completo de Freund na dose de
150mg/kg/semana durante 04 semanas consecutivas. A incidéncia e severidade da doenca foram avaliadas
por achados radiologicos e histoldgicos. Os resultados demonstraram grau de severidade da doenca
semelhante entre o grupo controle positivo e o grupo tratado com extrato de P. nuda comparado com o
grupo tratado com a droga de referéncia. A histologia da articulacdo metatarsofaléngica das patas dos
animais dos grupos inoculados com ACF apresentaram manifestacGes artriticas na membrana sinovial
guando comparados ao grupo controle negativo. O escore radioldgico foi superior no grupo tratado com
extrato de P. nuda. Estes achados sugerem que o extrato metandlico de P. nuda por via oral na dose de
150mg/kg/semana ndo apresentou acdo imunomoduladora na Artrite Induzida por Adjuvante nas condi¢des
locais. Este projeto é uma vertente dos Projetos CNPq universal: ACAO DO EXTRATO DE Pouteria nuda
INDUZIDA POR ADJUVANTE EM RATOS LEWIS (Doutorado) e FAPEAM universal ACAO DO GEL DE
Pouteria nuda APLICADO PELA FONORESE EM ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE EM RATOS

LEWIS (Mestrado), ambos ja concluidos.
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1. Introducéo

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatdria sistémica cronica, de etiologia desconhecida,
gue acomete primariamente o tecido sinovial. A AR diminui a sobrevida e afeta significativamente a
qualidade de vida na maioria dos pacientes por acometer o tecido sinovial, proliferando de forma
descontrolada e resultando em producdo excessiva de liquido, destruicdo da cartilagem, erosdo 6ssea
adjacente e dano aos tenddes e ligamentos W Suas repercussdes sao potencialmente graves, nao so pela
morbidade associada a dor, a limitacdo funcional e a repercussao na qualidade de vida dos pacientes, mas
por mortalidade maior em relacéo & populacdo em geral @.

Para aprimorar os conhecimentos acerca desta doenca utiliza-se um modelo experimental,
conhecido como artrite induzida por adjuvante (AlA), que foi inicialmente estabelecida por Pearson (1956)
utilizando-se uma emulsdo agua-em-6leo para inocular diferentes linhagens de ratos. Desde entdo, a AlA
tem sido extensamente utilizada como um modelo experimental para o estudo de processos imuno-
inflamatérios de doencas inflamatorias articulares em humanos, em particular a artrite reumatoide, assim
como o rastreio e teste de novos agentes anti-artrite ©; .

Os trabalhos sobre estudos terapéuticos experimentais contra a AR, segundo Okamoto et al. (2010)
(5) e Durai et al. (2009) ©  tém em comum a inducdo de uma inflamacé&o crénica nas articulacdes de ratos
através da injecdo intradérmica de uma suspensdo de Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium
butyricum em parafina liquida. Tal suspenséo é conhecida como Adjuvante Completo de Freund ®

Substancias quimicas derivadas de animais, plantas e microrganismos, como bactérias e fungos,

tém sido utilizadas para tratar doencas humanas desde o inicio da medicina o,

Extratos vegetais
(bioprospeccéo) de produtos da Amazobnia tém sido estudados com boas estimativas para aplicacdo na
saude humana. Algumas espécies de plantas desta regido vém demonstrando acdo antiinflamatéria,

(8); (9) (10); (11)

antibacteriana, antifingica e hemolitica . Dentro deste contexto, o extrato de Pouteria nuda

Sapotaceae foi utilizado para testar in vivo a agéo fitoterdpica desta planta. Esta espécie ndo tem uso
medicinal conhecido, porém estudos recentes indicaram atividade antimicrobiana © e hemolitica Y.

O estudo radiolégico de ratos com artrite induzida por adjuvante (AIA) constitui um método
diagndstico com respaldo na literatura. O envolvimento articular das patas dos ratos na AlA pode ser
avaliado por imagens radiolégicas, utilizando-se uma pelicula de radiografia odontolégica. Segundo Cai e
colaboradores 2, leva-se em consideracéo a reabsorcdo da matriz 6ssea, a formacdo de novo periésteo, a
erosao articular e a erosdo 6ssea.

Considerando o estudo da ac¢éo in vivo do extrato de Pouteria nuda no tratamento da artrite
reumatoide induzida por adjuvante, foi proposto o estudo radiolégico e histopatolégico das patas dos
animais em questdo, como um meio de analise dos resultados obtidos a partir do uso do fitoterapico.
Avaliando-se assim as seguintes alteracdes: reabsor¢cdo da matriz 6ssea, formacdo de novo peridsteo,

erosao articular e erosao 6ssea.



2. Revisado de literatura
2.1 Artrite Reumatoide

Historicamente Artrite Reumatoide é entendida como uma condicdo clinica potencialmente grave,
pela morbidade associada a dor, a limitagdo funcional e a repercussao na qualidade de vida dos pacientes
@ Ao longo dos anos a AR vem sendo estudada a fim de elucidar seus mecanismos imunopatolégicos e
ambientais.

A partir de pesquisas sobre AR, da Silva Janior e Rocha (2006) “® definem-na como uma artropatia
cronica inflamatéria de maior prevaléncia e que mais causa invalidez, quer tempordria, quer permanente, a
qual possui muitos de seus mecanismos fisiopatoldgicos ainda por serem elucidados; e segundo a
Sociedade Brasileira de Reumatologia a AR é uma doenca autoimune de etiologia desconhecida,
caracterizando-se por poliartrite periférica simétrica que leva a deformidade e destruicdo das articulacdes

por erosdo do 0sso e cartilagem.
2.1.1 Diagnostico

A importancia do diagnostico precoce baseia-se no fato de ser uma doenca bastante limitante e por
acometer inlmeras articulagdes levando a diminuicdo de funcionalidade ao longo da sua evolugdo. O
diagndstico deve ser baseado na associacdo de uma série de sintomas e sinais clinicos, bem como

(15)

marcadores soroldgicos, fator reumatoide e o Anti-CCP (peptideo ciclico citrulinado) ). . Entre os

antigenos citrulinados reconhecidos por auto-anticorpos estdo a profilagrina, a filagrina e a vimentina
servindo como base de diagnéstico ©.
De acordo com o Colégio Americano de Reumatologia e a Liga Européia de Combate ao

Reumatismo (EULAR), publicado em setembro de 2010 os novos critérios de Classificacdo da AR séo:

CRITERIOS DE CLASSIFICACAO DA ARTRITE REUMATOIDE ®7:

Dominios Pontos*

Envolvimento articular

1 articulagdo média grande

2 -10 articulacdes médias — grandes
4 -10 articulagdes pequenas

> 10 articulacdes pequenas

GWN -

Sorologia

Fator Reumatoide e Anti-CCP negativos

Fator Reumatoide e/ou Anti-CCP baixos titulos
Fator Reumatoide e/ou Anti-CCP altos titulos

wnN O

Duracdo da Sinovite
< 6 semanas 0
< 6 semanas 1

Provas Inflamatoérias
VHS** e PCR*** normais
VHS e/ou PCR elevados

= O

* Para o diagndstico séo necessarios 6 pontos (AR estabelecida);
**\VHS — Velocidade de hemossedimentagéo;
*** PCR — Proteina C reativa.



Os niveis de Proteina C reativa e Velocidade de Hemossedimentacdo sdo parametros
frequentemente utilizados para demonstrar atividade inflamatéria, e também s&o critérios para
acompanhamento da atividade clinica da AR, estando mais elevados na maioria dos pacientes com AR ativa
(18). O FR esta quase sempre presente em pacientes com AR (cerca de 70%-90%), e seus niveis podem
ser diretamente correlacionados a gravidade da doenca 8 porém, o FR nao é especifico, estando presente
também em uma série de outras condi¢Bes clinicas. Um exame bastante especifico desenvolvido nos fins da
década de 1970 é a dosagem dos anticorpos anti-CCP 18 Apesar de estarem presentes em apenas 67%

dos pacientes com AR, segundo metanalise realizada em 2005 por Visser (19

, 0 resultado positivo de sua
dosagem possui alta especificidade (> 96%) para o diagnéstico de AR. Atualmente é considerado por muitos
investigadores o marcador mais especifico para o diagnostico de AR, como demonstrado recentemente pelo

estudo de Zhao et. al %,

2.1.2 Epidemiologia

A prevaléncia da AR é estimada em 1% da populagdo adulta e a maior incidéncia ocorre entre os
35-65 anos. Esta associada aos genes HLA-DR4 e HLA-DR1 (presente em 60% dos pacientes) “® e apesar
de nao haver risco de vida, € uma doenca que causa diminuicdo da qualidade de vida do paciente e leva a
graves danos econdémicos para a sociedade ®". No Brasil, um estudo multicéntrico verificou prevaléncia de
AR do adulto variando de 0,2% a 1% ©?.

Segundo Abbas @) a AR acomete mais mulheres do gue homens, na propor¢cdo de 3:1 e sua
incidéncia aumenta com a idade, tendendo a aparecer na quarta década de vida, com um pico de incidéncia

na quinta década #* 2%,

2.1.3 Manifestacdes Clinicas

A AR instala-se de maneira insidiosa e progressiva, levando de semanas a meses até se
estabelecer completamente. Os sintomas mais freqlientes podem ser: astenia, fadiga, mal estar, febre baixa,
dores musculoesqueléticas vagas, rigidez e edema. As articulacdes mais frequentemente envolvidas séo:
punhos, metacarpofalangeanas (MCFs), interfalangeanas proximais das maos (IFPs), metatarsofalangeanas
(MTFs), ombros, e joelhos. Com a evolugdo do quadro, outras articulagbes podem ser afetadas entre elas:
tornozelos, coxofemorais, cotovelos, interfalangeanas distais das méaos (IFDs), IFPs e IFDs dos pés, a
coluna cervical, esternoclaviculares, cricoaritenoides e as sinoviais entre os ossiculos dos ouvidos .

Entre as manifestacdes extra-articulares mais comuns, portadores de AR podem apresentar nodulos

subcutaneos, ceratoconjuntivite seca, acometimento pleural e pericardico, além de vasculites 18

2.1.4 Tratamento Medicamentoso

O inicio do tratamento precoce é fundamental para o controle e para prevenir incapacidade funcional

e lesdo articular, tendo como principal objetivo prevenir a perda de funcdo bem como a diminui¢cdo da dor,

maximizando a qualidade de vida desses pacientes %,



A sociedade Brasileira de Reumatologia em seu Projeto Diretriz para diagndstico e tratamento da
artrite reumatoide de 2002, demonstra que a cloroquina/hidroxicloroquina, sulfazalina e metotrexato séo as
drogas que detém a melhor relacao risco-beneficio, sendo assim preferidas no inicio do tratamento.

Drogas ndo esteroidais como o Infliximab potencializam o efeito do metotrexato na artrite
reumatoide. A chamada terapia biolégica tém ainda, efeito supressivo (ndo-curativo), com possivel

toxicidade, alto custo e inconveniéncia por tratar-se de proteinas necessariamente parenterais @3)

2.1.5 Fitoterapia

Drogas anti-inflamatorias convencionais (alopaticas) sdo a base do tratamento para uma variedade

(26, 27)

de distlrbios imunolégicos, inclusive a artrite reumatoide , assim como os anti-inflamatdrios ndo

esteroidais e também as drogas de terapia bioldgica (como o anticorpo anti-TNF-a). No entanto, 0 uso
destas drogas esta associado a efeitos adversos graves, incluindo hemorragias gastrointestinais e

@®  Devido aos efeitos colaterais e ao alto custo dos medicamentos anti-inflamatérios

cardiovasculares
usados convencionalmente, 0s pacientes com artrite estdo cada vez mais usando a medicina complementar
e alternativa com base em plantas medicinais®® *?. No entanto, apesar do crescente uso e popularidade dos

|(30, 31)

produtos a base de plantas medicinais no mundo ocidenta , uma das principais limitacdes do seu uso é

(32)

a informacdo escassa sobre seus mecanismos de acdo e objetividade na avaliagcdo da eficacia”™. Isso

também é umas das principais raz6es para o ceticismo em relacdo a medicina alternativa e complementar
tanto por parte de leigos quanto por parte de profissionais(zg).

Diferentes espécies de plantas tém acédo antimicrobiana®, efeito leishmanicida, efeito analgésico,
anti-inflamatério e antifingico. Estudos com plantas como Harpagophytum procumbens (Garra do Diabo),

(8); (33)

Salix spp (Salgueiro), Copaifera L. (Copaiba) dentre outras, demonstraram acao antiinflamatéria assim

como a espécie do género Pouteria, Pouteria campechiana, mostrou atividade antiinflamatéria®”.

2.1.5.1 Indicios etnofarmacolégicos da Pouteria nuda

O género Pouteria possui aproximadamente 80 espécies. Quanto ao uso popular pode-se citar o uso
como desinfetante, purgativo, vermifugo, afrodisiaco, na hemorragia e na disenteria®.

Carneiro, et al. (2008) ®) estudou a atividade antimicrobiana in vitro e hemolitica de 12 espécies de
plantas da biodiversidade Amazébnica, entre elas, a Pouteria nuda (Elaeoluma nuda). Os compostos
guimicos dessas espécies apresentaram substancias bioativas de alto interesse biofarmacoldgico como os
terpenoides, flavonoides e saponinas.

Os Unicos trabalhos realizados com a espécie Pouteria huda, também conhecida como E. nuda
foram realizados em Manaus-AM. A coleta foi feita na Reserva Duke no ano de 2006 e sua exsicata esti
depositada no Herbario do INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia).

O extrato obtido das folhas, galhos e cascas da planta tiveram um teor extrativo variando entre 7 e

15%, onde o extrato das folhas apresentou o maior rendimento (15,86%)“.



Para estabelecer a concentracéo inibitdria minima (MIC) foram testadas diferentes diluicdes de
extratos de Pouteria nuda em sangue humano e estes, apresentaram atividade inibitéria de agregacao
plaquetaria de 97% em relagcéo ao controle de aspirina(g).

2.1.5.2 Modelos experimentais (in vivo)

Modelos experimentais sdo ferramentas que estimulam aspectos basicos da doenca articular
contribuindo para a compreenséo da fisiopatologia e também para ensaios pré-clinicos de novas terapias
medicamentosas®®.

Nenhum modelo animal representa verdadeiramente a doenga humana, mas mimetizam varios
aspectos da patologia podendo ser usados como ferramentas para compreender e elucidar seus
mecanismos 7.

O processo de erosdo da cartilagem na AR permanece dificil de avaliar em pacientes. A biopsia
sinovial é realizada na artrite precoce, mas amostras de lesdo Ossea e da cartilagem ficam disponiveis
apenas no final da doenca, apds a substituicdo da articulagdo. Modelos, portanto, fornecem ferramentas

valiosas.

2.1.6 Artrite induzida por adjuvante (AlIA)

Um dos modelos experimentais mais convenientes para induzir artrite em ratos, camundongos e
coelhos € o de inoculacdo de agentes imunogénicos como o Mycoplasma arthritidis, Mycobacterium
butyricum e o Mycobacterium tuberculosis. O microorganismo migra para as articulac@es e estabelece uma
infeccao local possivelmente devido a um sitio especifico de adesao molecular®®.

O Modelo de Artrite Induzida por Adjuvante (AlA) foi desenvolvido por Pearson em 1956, em ratos
Lewis, sendo este o modelo mais amplamente aplicado e reconhecido na literatura. No ano de 2006 o
modelo completou 50 anos e o nimero de citages da publicacéo original de Pearson atingiu a marca de
700 na literatura cientifica ©; ©9.

Desde entdo varios modelos animais para o estudo de artrite tem sido desenvolvidos, sendo um dos
mais aplicados o Modelo de Artrite Induzida pelo Colageno (Collagen-Induced Arthritis-CIA), que mimetiza
diversos aspectos da doenga humana, mantendo ainda o uso do adjuvante Completo de Freund em seu

protocolo de inducéo " 7,

Além disso, conforme observou Bevaart e colaboradores®

, quando a eficacia de varios compostos
é testada frente a modelos AIA e/ou CIA, o valor preditivo de eficacia clinica em humanos com Artrite
Reumatoide é maior do que qualquer outro modelo isoladamente.

A AIA é um modelo que promove o desenvolvimento de poliartrite simétrica, destruicdo articular,
infiltrado inflamatério com envolvimento de células T, hiperplasia sinovial. O dano cartilaginoso € menos
severo que na AR, apresenta mais destruicdo 6ssea, ndo ha producao de fator reumatéide como na doenca
humana e, eventualmente, a pele e o tubo digestivo sdo afetados“?.

A artrite induzida por adjuvante € iniciada pela inoculacdo de Adjuvante completo de Freund (ACF)
na base da cauda dos animais. O ACF é uma mistura viscosa e sem cor, constituida de 85% de 6leo

mineral, 15% de emulsificante, além do componente antigénico Mycobacterium tuberculosis (Mtb) mortos



pelo calor e liofilizados “Y; “?. A cepa H37Ra do M. tuberculosis é amplamente utilizada no preparo do ACF,

embora outras cepas tenham sido utilizadas com sucesso “3)

2.1.7 Imagenologia das patas de ratos com artrite induzida por adjuvante

Em estudo realizado por Talwar e colaboradores“?, foi possivel observar a radiografia que ratos
tratados com adjuvante desenvolveram estreitamento definitivo do espacgo articular das articulacdes
intertarsais, edema de tecidos moles, espessamento periosteal evidente, alargamento cistico do osso e
extensivas erosdes que produziram estreitamento ou pseudo-ampliagdo de todos os espacos articulares.

Segundo Esser e colaboradores*?

, em seu estudo por imagem da andlise quantitativa de alteracfes
em ratos com artrite induzida por adjuvante, foram evidenciadas altera¢gfes significativas como diminui¢cédo
da densidade justa-articular 6éssea, seguida por aumentos progressivos da variacdo do valor de cinza devido
a perda e formacdo Osseas. Enfim, a formacdo 6ssea em ratos com artrite resultou em um aumento da
variacdo do valor de cinza maior do que aquele observado em ratos sem artrite.

Outros exames de imagem como a ressonancia magnética demonstraram alteracbes como
inflamacdo periarticular com sinovite evidenciada e distensdo da cépsula articular no tecido ao redor.
Também foi evidenciada periostite com ostedlise, e a formagdo de novo osso periosteal progredindo para

(46)

um estado de anquilose completa™. Assim demonstrando uma possibilidade n&o invasiva de acesso/

monitoramento ao dano articular e ou diminuicdo deste em animais ou pacientes em processo artritico.

2.1.8 Histopatologia das patas de ratos com artrite induzida por adjuvante

O estudo histopatolégico das patas de ratos com artrite induzida por adjuvante em geral revelam
presenca de infiltrado celular predominante, angiogénese, hiperplasia sinovial intensa e formacédo (em
grande ou pequena quantidade) de pannus “7.48) 13 acentuada diminuicdo do espaco articular e eroséo
grave tanto cartilaginosa quanto 6ssea, presenciadas nas articulagfes sinoviais dos ratos com artrite 7. 48)

Outras observaces histologicas das articulacdes e tecidos periarticulares das patas dos ratos com
artrite induzida incluem periartrite com infiltrado de polimorfonucleares, poucos leucécitos e muitas células
mononucleares; peritendinite, proliferacdo de osteoblastos com formacado de osteoide nos 0ssos adjacentes
as articulagdes. Posteriormente, caracteristicas encontradas em animais examinados a partir do 20° dia
apés o inicio da artrite em que a doenca ou é inicialmente grave ou entdo persistente e progressiva,
incluiram aderéncias fibrosas entre algumas superficies articulares e espessamento fibroso denso das
estruturas capsulares. Anquilose 6ssea em superficies articulares ocorriam como um evento tardio “9)
Existe uma graduacdo dos niveis de gravidade histopatolégica para ratos com artrite induzida por

adjuvante (Tabela 1).



Tabela 1 - Graduacéo Histopatoldgica para a artrite adjuvante

(50)

Inflamacéo

0 — Normal

1 — Poucas Células Inflamatérias

2 — Inflamacéo Leve

3 — Inflamac&o Moderada
(frequentemente mas nem
sempre difusa)

4 — Inflamag&o estabelecida
(difusa e densa com abscessos

sinoviais)

Remodelamento Osseo
0 — Normal
1 - Inflamacéo Medular
Minima, e/ou enfraquecimento
de cartilagem (< 2 focos)
2 — Proliferagéo Periosteal
Leve (geralmente tarsais),
e/ou inflamacéo medular, e/ou
enfraguecimento de cartilagem
(= 3 focos)
3 — Proliferacdo Periosteal
Moderada com erosédo minima
de osso cortical (metéfise tibial
e/ou tarsal)
4 — Proliferacéo periosteal
estabelecida com eroséo
extensa de osso cortical dos
dois tarsos OU (menos
frequentemente) da tibia.
5 —

estabelecida

Proliferacdo periosteal
com  erosdo
completa da espessura do
0sso cortical dos tarsos E

tibia.

Erosdo Ossea
0 — Normal
1 — Perda minima de osso cortical ou
trabecular em poucos locais
2 — Perda leve de osso cortical ou
trabecular em um ndmero moderado
de locais (geralmente tarso)
3 — Perda moderada em muitos locais
(geralmente o osso trabecular dos
tarsos, mas as vezes 0 0sso cortical
da tibia distal)
4 — Perda 6ssea estabelecida em
muitos locais (geralmente como uma
destruicdo extensa de o0sso trabecular
nos tarsos, mas as vezes com perda
parcial de osso cortical na tibia distal)
5 —

muitos locais (com fragmentacdo do

Perda Ossea estabelecida em

0sso trabecular tarsal E penetracdo de
toda a espessura do 0sso cortical na
tibia distal)




3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

e Analisar imagens radiolégicas de patas de ratos Lewis com artrite induzida por adjuvante e
tratados com extrato de Pouteria nuda.

3.2. Objetivos Especificos

o Verificar alteracGes da matriz 6ssea das patas traseiras dos ratos com AlA
¢ Identificar a formacgéo de novo periésteo nas patas traseiras dos ratos com AlA

e Caracterizar as eros@es articular e 6ssea das patas comprometidas dos ratos com AlA



4. Materiais e Métodos

4.1. Fases do experimento

Este trabalho foi realizado em duas fases distintas. Uma primeira fase executada e integrante a
trabalho de doutorado em bases gerais da cirurgia (UNESP - UFAM), e uma segunda etapa que consistiu
neste trabalho de iniciacéo cientifica.

Na primeira parte os animais experimentais foram submetidos ao tratamento conforme descrito no
texto e nesta segunda etapa, os animais foram sacrificados (abril e maio de 2013) e suas patas foram

retiradas e processadas para analise. O académico foi parte integrante de ambas as etapas.

4.2. Estudo radiolégico

As radiografias foram obtidas de ambas as patas traseiras apés o sacrificio dos animais, utilizando-
se um aparelho de imagens mamograficas. Essas imagens foram obtidas utilizando-se um Mamégrafo GE
Hungary zrt®, modelo MGF-101, que operava a 27kV e 63 mAs.

Foram utilizados cassetes radiograficos Fujifilm Type CH, de medida 24x30 cm (subespecificacdo
HR-V), e tempo de revelacdo de 59 segundos. Para a revelacao e digitalizacdo das imagens, foi utilizado um

sistema de mamografia digital Fujifim FCR Capsula XL Il, modelo CR-IR 359.

4.3. Analise radioldgica

As imagens das patas traseiras dos ratos foram avaliadas para as altera¢Bes radiogréaficas por um
profissional que desconhecia o tipo de tratamento em cada grupo. O responsavel por essa avaliacéo foi o
ortopedista do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia (INTO), Dr. Eduardo Branco, sendo este um
estudo duplo-cego, como citado anteriormente.

Cada radiografia foi avaliada quanto aos seguintes critérios: deformidade, cistos subcondrais,
esclerose subcondral e irregularidade na superficie, usando-se o método de Clark ®%_ Cada critério teve um
escore de 0 a 3 “” sendo:

» 0= Normal

» 1= Alteracbes leves

» 2 = Alteracbes Moderadas
>

3 = Alteragbes Graves

4.4. Andlise Histopatoldgica

Apos a avaliacdo radiografica, ambas as patas traseiras foram submetidas a preparacgédo Histologica.
Os ossos foram inicialmente descalcificados com &cido férmico a 5% por 24 horas e entdo imersos em
resina histolégica para corte e coloragdo com azul de toluidina.

Dez sec¢Oes da articulacdo metatarsofalangicas do 5° dedo de cada animal utilizado no experimento
foram avaliadas para proliferacdo de células sinoviais, erosdo de cartilagem, erosédo do osso subcondral,

proliferacdo de pannus e infiltrado mononuclear®.



O baco dos animais utilizados foi removido no 30° dia de experimento, pesados e fixados com formol
a 10% tamponado. Os cortes histoldgicos foram processados e corados com Hematoxilina e Eosina (HE).

4.5. Extrato

Foi utilizado o extrato aquoso de folhas de Pouteria nuda (Sapotaceae) coletada na reserva Adolpho
Ducke-AM e processado no INPA (Instituto de Pesquisa da Amaz6nia) (9). O extrato bruto foi administrado
por via oral nos animais (gavagem), na dose de 150mg/kg/semana.

4.6. Animais

Foram utilizados 16 ratos albinos (Rattus norvegicus) da linhagem Lewis, sendo que foram
removidas as patas traseiras e fixadas em formol a 10%, totalizando 32 patas analisadas.

Os animais foram separados da seguinte forma:

» Grupo 1, controle negativo: sem inducéo de artrite e sem tratamento, n=04

» Grupo 2, controle positivo: com inducéo de artrite e sem tratamento, n=04

» Grupo 3, teste com MTX: com inducdo de artrite e tratado com injecdo intra-peritoneal de
metotrexato, n=04

» Grupo 4, teste com extrato de P. nuda: com inducdo de artrite e tratado com injecdo intra-
peritoneal do extrato de P. nuda, n=04

Vale ressaltar que o presente trabalho faz parte e ocorreu em paralelo a um projeto maior do CNPq
Universal (PROCESSO 482.672/2010-2 COSAU/CGSAU/DABS) com aprovacdo no Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (Oficio 003/2012 — CEEA/UFAM). Sendo assim, as patas utilizadas foram dos

animais ja eutanasiados, fixados e acondicionados em potes de vidro com formalina tamponada 10%.
4.7. Modelo de inducéo de artrite (M. tuberculosis)

O modelo experimental de artrite induzida por Adjuvante Completo de Freund (CFA) em ratos é
muito empregado na investigacdo de novas terapias para artropatias inflamatérias croénicas, como a artrite
reumatoide®®. Nesse modelo, a artrite é induzida através da injecdo intradérmica na base da cauda de uma
suspensdo de Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium butyricum em parafina liquida®® ¢ ©8 o
CFA atua como estimulo de respostas imunolégicas a antigenos, incluindo imunidade celular e aumento da
producdo de certas imunoglobulinas, levando ao desenvolvimento de uma reacdo articular inflamatéria
intensa dependente de células T®?.

A primeira etapa do trabalho consistiu na evolucdo dos animais experimentais como descrito a
seguir: apds a sedacio dos animais com halotano a 3% (inalac&o por 2-3 min)®?, a area foi tricotomizada e
uma solugdo de &lcool iodado (1%) foi aplicada nessa superficie. A inducdo da artrite foi feita mediante

injecdo subcutanea de 200uL (0,2 ml) da solucdo de CFA (5mg/ml de Mbt) na base da cauda ©”

, COm uma
seringa de 1 mL e agulha 13 x 4,5 mm. Esse dia foi considerado o dia 0 (zero). O desenvolvimento da artrite

induzida por CFA iniciou-se aproximadamente 7 dias ap6s a inoculacao.



5. Resultados e Discussao

5.1. Imagenologia

No filme obtido através do aparelho mamografico tem-se a possibilidade de visualizar e analisar
varias patas de uma so vez, além de eliminar o viés de distancia, presente na tomada das radiografias com
o aparelho odontolégico.

Erosbes e destruicdo da cartilagem sao caracteristicas quase universais em articulagfes periféricas
gue foram cronicamente afetadas pela artrite reumatéide. Estas anomalias foram descritas por Scutellari e
Orzincolo ©? gue citam areas de descontinuidade ou lacunas na placa do osso subcondral a qual inferimos
como cistos subcondrais.

Dos itens avaliados nos escore radiolégico, a deformidade das superficies articulares ndo foi
detectada em nenhum grupo avaliado enquanto cistos subcondrais e esclerose subcondral foram
encontrados tanto no grupo controle positivo quanto no grupo tratado com extrato de P. nuda (Figura 10),

fazendo com que o escore radiologico fosse superior neste grupo.

Figura 1 - Patas Fixadas e acondicionadas em recipiente plastico de forma organizada, separadas em 4 grupos



Figura 2 - Tomada das radiografias com o mamaografo: (A): ajuste para atomada daradiografia; (B): tomada da radiografia

Figura 3 — Ajuste para arevelagéo do filme radiogréafico obtido com o mamégrafo
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Figura 4 — Filme mamografico com as patas traseiras dos animais néo tratados. Em (A): ratos Lewis sem induc¢ao da artrite e
sem tratamento (Grupo controle Negativo). Em (B): ratos Lewis com artrite induzida por adjuvante e sem tratamento
(Grupo controle positivo). O lado esquerdo € identificado pela microesfera metélica.
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Figura 5 — Filme mamografico com as patas traseiras dos animais tratados. Em (A): ratos Lewis com artrite induzida por
adjuvante e tratados com Metotrexato (Grupo MTX). Em (B): ratos Lewis com artrite induzida por adjuvante e tratado
com extrato de Pouteria nuda (Grupo P. nuda). O lado esquerdo é identificado pela microesfera metalica.




Figura 6 - Imagem radiol6gica das articulagdes metatarsofalangicas da pata esquerda dos grupos experimentais. Em A, animal

do grupo controle negativo. Em B, animal do grupo controle positivo. Em C, animal do grupo tratado com

metotrexato. Em D, animal do grupo tratado com extrato de P. huda

Apés a andlise dos dados obtidos com as imagens, os resultados foram os seguintes para cada

grupo e critérios analisados (Tabela 2):

O grupo controle negativo ndo apresentou alteracdo em relacdo aos critérios avaliados, ou
seja, todos foram considerados normais quanto a presenca de deformidades, cistos
subcondrais, esclerose subcondral e irregularidades na superficie;

No grupo controle positivo, apenas 02 (dois) animais apresentaram alteracdes leves quando
avaliados em relacdo a presenca de esclerose subcondral. Quanto aos demais critérios,
todos os animais apresentaram-se normais;

No grupo tratado com metotrexato, nenhum animal apresentou alteracbes quanto a
presenca de deformidades, cistos subcondrais e irregularidades na superficie. Apenas 01
(um) animal apresentou altera¢gBes leves quando avaliado em relacdo a presenca de
esclerose subcondral;

No grupo tratado com extrato de P. nuda, nenhum animal apresentou altera¢bes quanto a

presenca de deformidades e irregularidades na superficie. Porém, 02 (dois) animais



apresentaram alteracdes leves quanto a presenca de cistos subcondrais em suas patas
traseiras. Ainda nesse grupo, 03 (trés) animais apresentaram alteracdes leves quando
avaliados em relacdo a esclerose subcondral.

Tabela 2 - Alteracdes radiogréaficas encontradas

Grupo MTX | Grupo C(-) | Grupo C(+) | Grupo P. nuda

0—Normal 08 patas 06 patas 08 patas 08 patas
Deformidade 1 - Leve 0 0 0 9
2 — Moderada 0 0 0 0
3 —Grave 0 0 0 0

0 - Normal 08 patas 06 patas 08 patas 04 patas

Cistos 1-Leve 0 0 0 04 patas
Subcondrais 2 — Moderada 0 0 0 0
3 —Grave 0 0 0 0

0— Normal 06 patas 06 patas 04 patas 02 patas

Esclerose 1-Leve 02 patas 0 04 patas 06 patas
Subcondral 2 —Moderada 0 0 0 0
3 —Grave 0 0 0 0

0— Normal 08 patas 06 patas 08 patas 08 patas
Irregularidades [1-—Leve 0 0 0 0
na Superficie |2 - Moderada 0 0 0 0
3—-Grave 0 0 0 0

Os achados radiograficos demonstraram grau de comprometimento da doenca semelhante entre o
grupo controle positivo e 0 grupo tratado com extrato de P. nuda comparado com o grupo tratado com a
droga de referéncia (metotrexato). O tempo curto de experimentacdo pode ser uma explicacdo para esses
resultados assim como também o nUmero de animais utilizados no experimento. Também deve ser
lembrado que existem fases diversas da doenca (aguda, pés-aguda, crbnica e de remissdo) e algumas
dessas alteracBes ndo seguem a mesma sequéncia de desenvolvimento vista em humanos, sendo algumas
delas observadas somente em estagios mais desenvolvidos (estagios finais) “8)

Estes resultados, embora ndo estatisticamente significativos, ndo nos permitem descartar a agéo
anti-inflamatéria do extrato da P. nuda, havendo a possibilidade de se realizar futuramente estudos
complementares envolvendo outras vias de administracdo, novas doses e/ou novos periodos para

observacéao dos resultados.

5.2. Histopatologia

As alteracdes histologicas da articulacdo metatarsofalangica do 5° dedo foram analisadas
comparando-se os grupos inoculados com ACF com o grupo controle negativo (Figura 7 a 10). A cartilagem
articular dos animais tratados, inclusive do grupo controle, é corado de forma consistente ao longo da sua

profundidade o que indica que ndo houve perda de proteoglicano. A arquitetura da articulagdo quanto a



integridade do osso e da cartilagem foi semelhante entre os grupos inoculados com ACF (Figuras 8 a 10) e
0 grupo controle negativo (Figura 7).

Entretanto, a membrana sinovial das articulagdes dos animais inoculados com ACF mostrou
hiperplasia quando comparados ao grupo controle negativo (Figura 7), indicando uma provavel sinovite,
mais intensa no grupo controle positivo (Figura 8). O aumento da membrana sinovial de ratos com artrite
induzida por adjuvante sdo coerente com os dados anteriormente relatados para doentes com artrite
reumatoide.

Figura 7 - Articulacdo metatarsofalangica com a porcéo distal do 5° metatarso e falange proximal da pata traseira de um animal do grupo
controle negativo. (A) Aspecto panoramico da articulagdo com arquitetura preservada e infiltragdo adiposa caracteristica (ad). (B)
Maior aumento mostrando a relagdo da articulagcdo com a membrana sinovial (ms) e a uiformidade da cartilagem hialina (ch) em
toda a espessura gque apresenta uma boa delimitacéo no limite inferior, na jun¢do com o osso sub-condral (seta). (C) Detalhe da
cartilagem hialina, da jungdo osteo-condral (seta) e da membrana sinovial com sinoviécitos achatados dispostos em monocamada.
(D) A matriz intercelular tem aspecto fibrilar e ndo apresenta infiltracdo por células inflamatérias. (A) 4X, barra = 500um; (B)

10X, barra = 100um; (C) 20X, barra = 100 um; (D) 40X, barra = 50 um. Coloracéo pelo azul de Toluidina modificado para
inclusdo em resina.



Figura 8 - Articulagdo metatarsofalangica com a porcédo distal do 5° metatarso e falange proximal da pata traseira de um

animal do grupo controle positivo. (A) Aspecto panoramico da articulagdo com preservagcdo da arquitetura. A
cartilagem hialina é uniforme em toda a espessura e apresenta boa afinidade tintorial, o que sugere a preservacgédo do
estoque tecidual local de proteoglicanos. O limite inferior da cartilagem, na juncédo com o osso sub-condral (seta) é
continuo e preciso. (B) Maior aumento da juncdo osteocondral e da cartilagem hialina (ch) da articulagédo e sua
relacdo com a membrana sinovial. Observar area de hiperplasia da membrana sinovial (ms). (C) Membrana sinovial
com sinovidécitos (si) com aspecto morfolégico normal, porém mostrando um grau moderado de hiperplasia. A matriz
intercelular da camada intima tem aspecto denso, contendo vasos com parede levemente espessada e discreta
infiltracdo adiposa (ad). Notam-se ainda células inflamatérias mononucleares (setas) distribuidas aleatoriamente na
matriz intercelular e na proximidade de vasos sanguineos. (D) Maior aumento da membrana sinovial, dos
sinoviocitos (si), da matriz intercelular (*) e das células inflamatérias mononucleares presentes na matriz (seta). (A)
4X, barra =500um; (B) 10X , barra = 100pum; (C) 20X, barra = 100pm; (D) 40X, barra = 50pm. Coloragao pelo Azul de
toluidina modificado parainclusdo em resina.



Figura 9 - Articulagdo metatarsofalangica com a porcédo distal do 5° metatarso e falange proximal da pata traseira de um
animal do grupo tratado com MTX. (A) Aspecto panoramico da articulagdo com arquitetura preservada exibindo
revestimento da superficie articular por cartilagem hialina com aspecto morfolégico preservado. (B) Maior aumento
da juncéo osteocondral e da cartilagem hialina (ch) da articulagdo metatarsofalangica e suarelagdo com a membrana
sinovial. Observar area de hiperplasia da membrana sinovial (ms). (C) Maior detalhe da &rea de hiperplasia
identificada em (B) mostrando que a membrana sinovial é constituida por multiplas camadas de sinoviocitos (si) e
que sdo identificadas células inflamatérias mononucleares (setas) na matriz intercelular. Notar presenca de
adipécitos (ad) e cartilagem articular (ch) de aspecto habituais. (D) Sinoviécitos (si) na regido de hiperplasia da
membrana sinovial associada a células inflamatérias mononucleares (seta) dispersas na matriz intercelular contendo
adipécitos (ad) e vasos sanguineos (v). (A) 4X, barra =500um; (B) 10X , barra = 100pm; (C) 20X, barra = 100um; (D)
40X, barra = 50pm. Coloragao pelo Azul de toluidina modificado para inclusdao em resina.



Figura 10 - Articulagdo metatarsofalangica com a porcgéo distal do 5° metatarso e falange proximal da pata traseira de um
animal do grupo tratado com extrato de P. nuda. (A) Aspecto panoramico da articulagdo com arquitetura preservada
exibindo revestimento da superficie articular por cartilagem hialina com aspecto morfolégico preservado. (B) Maior
aumento da juncgdo osteocondral e da cartilagem hialina (ch) da articulagdo metatarsofalangica e sua relagdo com a
membrana sinovial. Observar area de hiperplasia da membrana sinovial (ms). (C) Maior detalhe da area de
hiperplasia identificada em (B) mostrando o que a membrana sinovial é constituida por multiplas camadas de
sinoviocitos (si) e que sdo identificadas células inflamatérias mononucleares (setas) na matriz intercelular. Notar
presenca de adipécitos (ad) e cartilagem articular (ch) de aspecto habituais. (D) Sinoviécitos (si) na regido de
hiperplasia da membrana sinovial associada a células inflamatérias mononucleares (seta) dispersas na matriz
intercelular contendo adipécitos (ad) e vasos sanguineos (v). (A) 4X, barra =500pum; (B) 10X, barra = 100um; (C) 20X,
barra = 100um; (D) 40X, barra = 50um. Coloragao pelo Azul de toluidina modificado para inclusdo em resina.



6. Concluséo

A diversidade vegetal brasileira tem enorme potencial para gerar produtos inovadores e
proporcionar beneficios sociais e 0 modelo de AIA constitui um importante método para teste in
vivo de espécies vegetais para minimizar ou reparar danos articulares causados pela artrite
reumatoide.

Nos animais do grupo tratado por via oral com extrato de Pouteria nuda a evolugdo clinica
foi semelhante ao grupo controle positivo. Mediante anélise anatomopatoldgica efetuada por estudo
descritivo e quantitativo, foi observada presenca de sinais caracteristicos de artrite induzida por
adjuvante igualmente nos dois grupos.

Nossos resultados sugerem que o extrato metandlico de Pouteria nuda por via oral na dose
de 150mg/kg/semana ndo apresentou acdo imunomoduladora na Artrite Induzida por Adjuvante nas

condicdes locais.
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Resumo

As citocinas dividem-se em trés familias: as Interleucinas (IL), os Interferons (INF) ¢ Fatores de Necrose
Tumoral (TNF). As citocinas pro-inflamatorias IL1-f ¢ TNF-a estdo presentes em niveis elevados nas
articulagdes artriticas tanto em humanos como em animais ¢ desempenham papel fundamental nos processos
inflamatorios. O efeito antiartritico de substancias bioativas, de origem vegetal ou sintética, tem sido testado
em modelos animais de artrite induzida ¢ a expressdo de mediadores pro-inflamatdrios constitui o método
mais utilizado para demonstrar o valor terapéutico dessas substancias sobre Artrite Induzida por Adjuvante
(ATA). Esta revisdo de literatura tem como objetivo relacionar essas substancias testadas, analisar ¢ discutir o
método utilizado para confirmagdo da atividade antiartritica pelos niveis de citocinas pro-inflamatorias. As
citocinas IL-1p ¢ TNFo desempenham papéis dominantes na mediagdo da progressdo de muitas doengas
inflamatorias articulares ¢ sdo primordiais para o aparecimento dos sinais secundarios da artrite em modelos
de AIA. Estudos comprovam que citocinas anti-inflamatérias inibem a resposta pré-inflamatéria e
apresentam resultados positivos no tratamento da Artrite Reumatoide. Demonstrar supressdo de citocinas
pro-inflamatérias em AIA, por substancias bioativas, ¢ uma preocupagdo da comunidade cientifica a fim de
desenvolver novos farmacos com maximo de eficiéncia e baixa toxicidade.

Palavras-Chave: Citocinas, bioativos, Artrite Reumatoide.
Abstract

Cytokines are divided into three families: the Interleukin (IL), the interferons (IFN) and Tumor Necrosis
Factor (TNF). The proinflammatory cytokines IL1-f and TNF-o are present at high levels in arthritic joints
in humans and in animals, and play a fundamental role in inflammatory processes. The anti-arthritic effect of
bioactive substances, vegetable or from synthetic origin, has been tested in models of adjuvant-induced
arthritis and the expression of pro-inflammatory mediators is the preferred method to demonstrate the
therapeutic value of adjuvant-induced arthritis (AIA). This review aims to relate these tested substances,
analyze and discuss the method used to confirm the anti-arthritic activity through rates of proinflammatory
cytokines. The IL-1f and TNF play dominant roles in mediating the progression of many inflammatory joint
diseases and are essential for the appearance of secondary signs of arthritic models in AIA. Studies show that
anti-inflammatory cytokines inhibit the proinflammatory response and show positive results in the treatment
of rheumatoid arthritis. In AIA an intraperitoneal and oral administration are preferred for testing with
bioactive substances. The tested substances had concentrations ranging from 1 to 1000 mg / kg for oral
administration, and 0.5 to 10 mg/kg intraperitoneally, and doses greater than 500mg/kg were also identified.
Values for intramuscular and subcutancous doses were found ranging between 0.04 and 0.9 mg / kg. To
demonstrate suppression of proinflaimmatory cytokines in AIA is a concern of the scientific community to
develop new drugs with maximum efficiency and low toxicity.

Key-words: Cytokines, bioactives substances, theumatoid arthritis.
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ABSTRACT

Aricle history:
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Keywonds:

Elaedluma nuda
Phonophoresis
Adjuvant-induced arthritis

Badkground: Various species of the genus Pouteria (Eloeolumna) are used by the native population of Brazil
becuse of, among other factors, their anti-inflammatory properties. The anti-inflammatory properties of
the extract of the Amazonian plant Eaeoluna nuda were recently identified in prospective pharmacolog-
ical studies.
Objectives: The objective of this study was to assess the anti-inflammatory effect of phonophoresis with
aqueous gel extract of E. nuda in rat adjuvant-induced arthritis.
Methodology: Arthritis was induced in Lewis rats with an adjuvant. Phonophoresis with E nuda gel was
then administered daily and the results compared with those obtained with phonophoresis of didofenac
diethylammonium gel and ultrasound therapy without phonophoresis. Arthritis in the different groups
was evaluated by plethysmometry. Proinflammatory cytokines TNF-x and IL-12 were quantified by cyto-
metric bead array (CBA).
Results: The effect of phonophoresis of aqueous gel with E. nuda extract on arthritis in rats' paws (a 33%
reduction compared with the controls) was the same as that produced by phonophoresis with did ofenac
diethylammonium. Ultrasound therapy without phonophoresis produced no significant effect on the 21st
day of therapy. There was a significant reduction in TNF-~ and IL-1x levels in the group treated with pho-
nophoresis with E nuda gel (p = 0.0042; p = 0.0003, respectively).
Conclusion: Our results demonstrate the anti-inflammatory effect of phonophoresis with E nuda gel on
cytokines TNF-2, IL-12 and adjuvant-induced arthritis.

© 2013 Hsevier Lid. All rights reserved.
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