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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é a artropatia crbnica inflamatoria de maior prevaléncia e que
mais causa invalidez, seja temporaria ou permanente, a qual possui muitos de seus
mecanismos fisiopatolégicos ainda por serem elucidados. Sabe-se que AR é uma
doenca auto-imune, apresenta inflamacdo grave principalmente nas articulagbes
periféricas de modo simétrico, resultando em destruicdo da cartilagem, erosao 6ssea e
deformacgéo das articulagdes. Alternativas terapéuticas cada vez mais populares por
sua eficacia no tratamento de diversas doencas sdo os fitoterapicos. A espécie
Pouteria nuda, apesar de possuir poucos estudos ao seu respeito, em trabalhos in vitro
demonstrou acdo anti-tumoral, aumento da atividade bactericida e da atividade
hemolitica. Diante do bom desempenho de varias espécies da familia Sapotaceae
contra inimeros distarbios entre os quais os inflamatorios, propbe-se a avaliacdo do
efeito in vivo do extrato da folha de Pouteria nuda sobre a artrite adjuvante. Foram
utilizados 24 ratos albinos machos adultos (Rattus novergicus) da linhagem Lewis com
12 semanas de idade e peso médio de 250-350g, mantidos sob condicbes ambientais,
comida e agua ad libitum, divididos em 4 grupos: Grupo |: controle negativo — sem
inducdo e sem tratamento (n=6); Grupo II: controle positivo — com inducdo e sem
tratamento (n=6); Grupo Ill: com inducdo de AA e expostos ao tratamento com
metotrexato (MTX) (n=6) e Grupo IV: com indugédo de AA e expostos ao extrato aquoso
de P. nuda (n=6). Administrou-se por via intraperitoneal (IP) 150ug/kg/semana de
metrotrexato (droga controle) e 300mg/kg/semana de extrato aquoso de P. nuda diluido
em solucdo salina, ambos administrados nos dias 15 e 22 do experimento. Observou-
se o surgimento de artrite nos animais induzidos, constatada visualmente pelo aumento
do volume das articulagbes das patas traseiras. comparando-se 0 grupo com artrite e
nao tratado (controle positivo) com o grupo tratado com MTX e 0 que recebeu o extrato
de P. nuda, ndo houve diferenca estatistica que pudesse denotar melhora significativa
da artrite no tempo em que se deu o experimento (p= 0,940 e p=0,216,
respectivamente). Também nao houve diferenca de efeito entre 0 MTX e 0 extrato da
P. nuda quanto a reducdo do volume articular no ultimo dia (p=0,07). Nao observou-se

influéncia do MTX sobre o padrdo leucocitario (p=1,0), valores séricos de ALT



(p=0,803), uréia (p=0,690) e creatinina (p=0,174), o que evidenciou auséncia de
toxicidade hepética e renal. Todavia, a dose de 300mg/kg IP do extrato de P. nuda
apresentou maior toxicidade hepatica e renal (p<0.05), comparativamente aos outros
grupos. Observou-se importante producdo de citocinas inflamatoérias no grupo controle
positivo (ndo tratado), com 75% de animais altos produtores e no grupo tratado com o
extrato aquoso de P. nuda. O grupo tratado com MTX apresentou mais de 75% de
animais classificados como baixos produtores, assemelhando-se, quanto ao padrao de
citocinas, ao grupo saudavel ao fim do experimento (p<0,05). A toxicidade hepatica e
renal da dose de 300mg/Kg IP do extrato de P. nuda e os altos indices de citocinas no
grupo com este tratamento apontam para o questionamento sobre que resultados
seriam obtidos na ocasido de um experimento que avalie 0 mesmo objetivo do presente
trabalho, porém com administracéo das terapias por via oral, uma importante diferenca
metodolégica, com possiveis desfechos adversos dos evidenciados através deste

experimento.
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INTRODUCAO

A artrite reumatodide (AR) € uma doenca auto-imune que afeta varios sistemas
do organismo a medida que a doencga progride, sendo mais notavel no quadro clinico a
inflamagéo crénica que surge nas articulagdes. De etiologia desconhecida e,
atualmente, sem cura, em poucos anos a deterioracdo articular demonstra-se
altamente incapacitante, o que prejudica o desempenho laborativo dos pacientes e
acarreta consideraveis gastos publicos com tratamentos que se apresentam apenas
moduladores ou remissivos, além de propiciarem importantes efeitos colaterais tanto
maiores quanto maior o tempo de uso, poténcia da droga e dose.

Diante desse cenéario, tornam-se indispensaveis novos esforcos na busca de
drogas efetivas contra o processo inflamatério crénico, tal qual o da AR, e que, ao
mesmo tempo, tragam consigo menos para-efeitos e/ou menos impacto econémico
relacionado ao uso prolongado do farmaco. Para tanto, pesquisadores lancam méo de
op¢cBes inovadoras de tratamento como os fitoterapicos, com cada vez mais
caracterizacao bioguimica e eficacia comprovada em estudos controlados por placebo.

A familia Sapotaceae abriga inUmeras espécies de plantas, incluindo as do
género Pouteria, as quais tém sido popularmente utilizadas para tratar febre,
inflamacao, erupcdes cutaneas e até diabetes. A espécie Pouteria nuda, identificada na
Reserva Adolpho Dunke, em Manaus, apresentou, in-vitro, excelentes resultados
bactericidas (Carneiro et al., 2008) e anti-tumorais (Carneiro, 2007), 0 que inspirou a
curiosidade em observar sua atuacao diante de um modelo experimental de inflamacéao
crbnica, como a artrite induzida por adjuvante em ratos.

Entre os modelos experimentais de artrite, 0 modelo de artrite induzida por
adjuvante completo de Freund em ratos Lewis demonstrou-se muito eficiente em gerar
um quadro de inflamacgéo crénica articular ao longo de seus mais de 50 anos de
existéncia. Isso é justificado pela suscetibilidade inata dessa linhagem a responder de
modo intenso a um estimulo inflamatorio, 0 que permite a realizacao e reprodutibilidade
de inameros estudos relacionados ao teste de terapias candidatas a futuros

tratamentos para quadros semelhantes em seres humanos.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ARTRITE REUMATOIDE
1.1.1 CONCEITO E PREVALENCIA

A artrite reumatoide (AR) é a artropatia cronica inflamatoria de maior prevaléncia e
gue mais causa invalidez, quer temporaria, quer permanente, a qual possui muitos de
seus mecanismos fisiopatolégicos ainda por serem elucidados (Silva Juanior; Rocha,
2006). Sabe-se que AR é uma doenca auto-imune, apresenta inflamacdo cronica
principalmente nas articulacdes periféricas de modo simétrico, resultando em
destruicdo da cartilagem, erosao O6ssea e deformacdo das articulaces (Zeidler et al.,
1998). Acomete duas a trés vezes mais as mulheres do que os homens (Kumar et al.,
2005) e tende a aparecer na quarta década de vida, com pico de incidéncia na quinta
década (Alamanos; Drosos, 2005).

A morbidade e mortalidade nos pacientes com artrite reumatdide apresentam-se
maiores se comparados com a populagcédo normal, implicando na reducdo em dez anos
da expectativa de vida (Symmons et al., 1998). Cerca de 50% dos pacientes sdo
considerados incapacitados para o trabalho neste periodo de evolucdo (Young et al.,
2007).

1.1.2 FISIOPATOGENESE DA ARTRITE REUMATOIDE

Acredita-se que a AR seja uma doenca auto-imune desencadeada pela exposicao
de um hospedeiro geneticamente suscetivel a um antigeno artritogénico desconhecido.
E a manutencdo da reacdo auto-imune, com ativagido das células T helper CD4+ e
outros linfécitos, e a liberacdo local de outros mediadores e citocinas que destroem a
articulacdo, pela formacdo de tecido inflamatorio infiltrativo — pannus —, eroséo da
cartilagem e eroséo 6ssea (Kumar et al., 2005). Entre esses mediadores tém destaque
o Fator de Necrose Tumoral (TNF) e a Interleucina — 1 (IL-1), citocinas pro-
inflamatorias priméarias (Range et al., 2008) as quais tém sido alvo de terapias anti-
citocina, especialmente contra o TNF (Kumar et al., 2005).
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Figura 1. Caracterizacéo da artrite reumatdéide. Oliveira (2008).

1.1.3 TRATAMENTOS NA ARTRITE REUMATOIDE

A problematica encontrada na maioria dos casos, mesmo com o diagndstico
precoce, € que as medicacBes disponiveis sao limitadas em eficacia, pois s6 ha
supressdo do processo inflamatério, seja de forma imediata, mas fulgaz (esterdides e
anti-inflamatérios ndo hormonais), ou pela modificacdo, a longo prazo, do curso da
doenca (metrotrexate, hidroxicloroquina, sulfassalazina, leflunamide, ciclosporina-A),
além da significativa toxicidade em muitos casos (Soeken et al., 2003; O’Dell, 2004).

O metotrexato, um imunossupressor largamente utilizado a partir dos anos 80, é
atualmente reconhecido como a droga de referéncia para o tratamento da AR. Se
usado como monoterapia, € capaz de controlar as manifestacdes clinicas, levar a
melhora funcional e deter a progressao radiologica (Choi et al., 2002). Foi também
demonstrada a sua capacidade de intervir com o0 prognostico da doencga, sendo
implicado na reducéo da mortalidade cardiovascular associada a AR (Carette, 2007).



As recentes terapias biolégicas aprovadas para o tratamento da AR, produzidas
por tecnologia de proteinas recombinantes e projetadas especificamente para
influenciar a resposta imune podem ser divididas em dois grupos: os agentes anti-TNF,
ja com aproximadamente 10 anos de experiéncia de uso, e 0Ss mais recentes agentes
aprovados para uso comercial no Brasil entre 2006-2007, os quais tém diferentes
mecanismos de acdo (Oslen, 2004). Atualmente, trés estdo disponiveis para uso
comercial, dois anticorpos monoclonais anti-TNF (um quimérico — Infliximab — e outro
totalmente humano — adalimumabe) e um receptor solivel do TNF (etanercepte —
proteina de fusdo composta do receptor TNF ligado a porcdo Fc de uma
imunoglobulina humana) (Oslen, 2004).

No entanto, essas terapias ainda apresentam efeitos adversos significativos e
devem ser mantidas por longo prazo, pois ndo sdo curativas da doenca (Guidelines,
2002). Também hé risco aumentado de desenvolvimento de linfomas em pacientes
com AR tratados com inibidores do TNF, mas ainda ndo é consenso se esse risco se
deve a doenca de base em suas formas mais graves ou ao agente anti-TNF
propriamente dito (Desai et al., 2006). Outros efeitos adversos relatados com os
agentes anti-TNF incluem descompensacao de insuficiéncia cardiaca, desenvolvimento
de auto-anticorpos, e anticorpos anti-DNA, citopenias, elevac¢do de enzimas hepaticas,
vasculites cutdneas e sindromes desmielinizantes. Dessa forma, novas formas de

terapia necessitam ser exploradas continuamente.

1.2 FITOTERAPICOS

Alternativas terapéuticas que cada vez mais geram publicacdes séo os fitoterapicos.
Populares como preparacdes de plantas medicinais com histérico de eficacia
comprovada — e tema de varios estudos em pacientes com doencas reumaticas (Rosa;
Machado 2007) — muitos ja possuem caracterizacdo bioquimica e provas de eficacia
em testes clinicos controlados por placebo. A familia Sapotaceae tem cerca de 1250
espécies de plantas, distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais da
Asia e da América do Sul (Swenson e Anderberg, 2005). Como exemplos de uso

terapéuticos, a Vitellaria paradoxa tem sido utilizada para fins analgésicos (Lawal et al.,
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2010) e a Pouteria campechiana é usada como antipirético no México e para
tratamento de erupcdes cutaneas em Cuba (Manosroi et al., 2005).

Vérias espécies de Pouteria (Familia Sapotaceae) tém sido utilizadas na medicina
popular para tratar febre, inflamacéo, erupcbes da pele, Ulceras, diabetes (Ma et al.,
2004; Montenegro et al.,, 2006), diarréias (Perfeito et al., 2005), nduseas, vomitos,
dores nas costas, além de estimular a lactacdo em mées que estdo amamentando
(Manosroi et al., 2006). A espécie Pouteria nuda, apesar de possuir poucos estudos ao
seu respeito, em trabalhos in vitro, tem demonstrado acdo citotoxica em células
tumorais do Sistema Nervoso Central (SF295) e de mama (MDA-MB435) (Carneiro,
2007), aumento da atividade bactericida contra Mycobacterium smegmatis, Escherichia
coli e Streptococcus oralis (Carneiro et al., 2008). Diante desse potencial terapéutico do
género Pouteria e da evolucdo da fitoterapia ao longo dos tempos, desde as
preparacdes mais rudimentares até as formas farmacéuticas mais sofisticadas (Rosa;
Machado, 2007), propde-se o estudo da Sapotacea Pouteria nuda como possivel
agente anti-inflamatério, em um modelo experimental de artrite induzida por adjuvante

em ratos Lewis.

1.3 MODELOS ANIMAIS

Esses trés trabalhos sobre estudos terapéuticos experimentais para a AR (McPhee
et al., 2010; Okamoto et al., 2010; Durai et al., 2009) tém em comum a indugédo de uma
inflamacao cronica nas articulacbes de ratos através da injecédo intradérmica de uma
suspensdo de Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium butyricum em parafina
liquida. Tal suspensdo é conhecida como Adjuvante Completo de Freund. A artrite
induzida por adjuvante (AA) é um modelo muito usado porque reproduz em laboratério,
com bastante similaridade clinica e histopatologica, a artrite reumatdide humana
(Knight et al., 1992; Mia et al., 2008; Banik et al., 2002).

1.3.1 MODELO MURINO DE ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE

11



O modelo de artrite induzida por adjuvante (AA) foi o primeiro modelo
experimental de artrite descrito em 1956 (Pearson, 1956; Waksman, 1962). A AA tem
sido um modelo experimental amplamente estudado por possuir inimeras
semelhancas com a artrite reumatdide humana (AR) em termos de histopatologia e
respostas a drogas anti-inflamatorias e imunomoduladoras (Pearson, 1956). O fator de
necrose tumoral (TNF), as interleucinas (IL-1 e IL-6) e as prostaglandinas tém sido
apontados como os principais mediadores da patogénese da AR por modularem a
migracao de células, a ativagcédo de células T e B, proliferacdo sinovial e a destruicdo da
cartilagem e erosao 6ssea (Choy et al., 2001; Anderson et al., 1996).

Deste modo, o modelo de artrite induzida por adjuvante permite avaliar
parametros da resposta inflamatéria imunomediada. Estudos comparativos entre
animais artriticos tratados com drogas que interferem mais especificamente sobre a
resposta inflamatéria ou a resposta imunolégica podem auxiliar no entendimento dos

mecanismos implicados na evolucdo da artrite reumatdide (Granado et al., 2005).

1.3.2 MODELO DE ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE COMPLETO DE FREUND

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 cronicas, como a artrite reumatoide (Joe; Wilder, 1999). Nesse modelo, a
artrite € induzida através da injecao intradérmica na base da cauda de uma suspensao
de Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium butyricum em parafina liquida
(Knight et al., 1992; Mia et al., 2008; Banik et al., 2002). 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 reacao

articular inflamatéria intensa dependente de células T.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito terapéutico do extrato da folha de Pouteria huda no modelo
experimental de artrite induzida por Adjuvante Completo de Freund em ratos

Lewis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Avaliar o efeito da terapia com extrato aquoso, da folha de P. nuda,

através de um escore clinico de edema, comparando-o entre 0s

grupos tratados e os grupos controle.

B) Avaliar o efeito do extrato aquoso da folha de P. nuda na inflamacéo

articular através do valor sérico das citocinas IL-1 e TNF-a

C) Avaliar a toxicidade hepatica e renal através hemograma e bioguimica

13



3. METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

O extrato aquoso da Pouteria nuda, planta coletada na Reserva Adolpho Ducke,
no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA), foi cedido pelos doutores
Adrian Martin Pohlit (INPA) e Ana Lucia Basilio Carneiro (UFAM-Estudos em
Biotecnologia).

A Pouteria nuda é uma espécie do género Pouteria, da familia Sapotaceae e néao
possui ainda nome popular. Foi coletada e processada para obtencdo dos extratos
utilizando-se agua, metanol e cloroformio como solventes. Os extratos obtidos das
folhas, galhos e cascas tiveram um teor extrativo variando entre 7 e 30%, onde o
melhor rendimento foi obtido com o extrato aguoso das folhas (32,15%) (Carneiro,
2007).

3.2 ANIMAIS

Todos os procedimentos experimentais descritos neste trabalho foram aprovados
pelo COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL da Universidade Federal do
Amazonas (CEEA-UFAM) e registrados sob o nimero de protocolo 015/2010.

Foram utilizados 24 ratos albinos machos adultos (Rattus novergicus) da linhagem
Lewis com 12 semanas de idade e peso médio de 250-350g, mantidos sob condicfes
ambientais controladas (24°C + 0,5°C, umidade relativa de 40-60%, ciclos dia/ noite
alternados de 7 as 19 h, comida e agua ad libitum). Divididos em:

Grupo [: controle negativo — sem inducéo e sem tratamento (n=6).

Grupo llI: controle positivo — com inducdo e sem tratamento (n=6).

Grupo Ill: com inducdo de AA e expostos ao tratamento com metotrexato (MTX)

(n=6).

Grupo IV: com inducéo de AA e expostos ao extrato aquoso de P. nuda (n=6).

14



3.3 ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE (AA)

Apos a anestesia dos animais com Isoflurano a 3% (inalacao por 2-3 min) (Sauzen et
al., 2009; Waynforth e Flecknell, 1991), a area que recebeu a injecdo foi tricotomizada
e degermada com alcool iodado (1%). A inducédo da artrite foi feita mediante injecdo de
0,1mL de adjuvante completo de Freud (Difco®) em dose Unica contendo 1lupg de
Mycobacterium tuberculosis (H37RA, ATCC25177) na base da cauda (Zhang et al.,

2009), com uma seringa de 1 mL e agulha 13 x 4,5 mm.

3.4 VIA E DOSE DE ADMINISTRACAO DO EXTRATO DE Pouteria nuda E
METOTREXATO

Seguindo metodologias de trabalhos anteriores (McPhee et al., 2010; Okamoto et
al.,, 2010), optou-se pela via de administracdo intraperitoneal (IP) tanto para o
metrotrexato (droga controle) 150mg/kg/semana quanto para 0 extrato aquoso de P.
nuda 300mg/kg/semana diluido em solucéo salina administrados nos dias 15 e 22 do

experimento.
3.5 AVALIACAO MACROSCOPICA POR EDEMA DE PATA

O edema das patas foi avaliado por observador treinado o qual ndo participou do
planejamento do experimento (avaliacdo cega). O volume das patas traseiras foi
medido nos dias 0, 7, 14, 21 de experimento através de pletismémetro digital
(Insight®). Os valores foram medidos em mL correspondente ao deslocamento de
liquido na cuba do aparelho, apresentados em marcador digital. O percentual do
1- 2100

edema foi calculado através da férmula: v , onde Vt corresponde ao volume de

uma pata tratada e Vc o volume da pata controle.
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3.6 PUNCAO SANGUINEA E EUTANASIA

As amostras de sangue para a analise de citocinas por citometria de fluxo,
hemograma e bioquimica foram obtidas através de puncédo cardiaca (Waynforth e
Flecknell, 1991). A eutanasia foi realizada pelo método de exsanguinacao, seguindo

orientacées dos mesmos autores.

3.7 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS TNF-a E IL1- a

A dosagem de citocinas TNF-a e IL1- a no soro foi realizada por Citometria de
Fluxo CBA (Cytometric Bead Array), usando-se os kits CBA flex rat (code 558309, BD®
Biosciences) seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. Foi utilizado o Citbmetro de
Fluxo FACScalibur® da Becton Dickinson (BD) para leitura das amostras. Para o
calculo das concentracdes e intensidade média de fluorescéncia de cada citocina foi
utilizado o software FCAP arrayTM verséo 1.0.1.

Seis populacdes de beads com diferentes intensidades de fluorescéncia foram
conjugadas com um anticorpo de captura especifico para cada citocina, misturadas
para formar o CBA e lidas no canal FL-3 do citdbmetro de fluxo. As populagdes de beads
foram visualizadas de acordo com as respectivas intensidades de fluorescéncia. As
beads de captura das citocinas foram misturadas com o anticorpo de deteccdo
conjugado com o fluorocromo PE, e depois encubadas com as amostras para formar o
ensaio “sanduiche”. Os tubos para aquisicdo foram preparados com 50 ul da amostra
de sangue, 50 pl da amostra de beads e 50 pl do reagente de deteccédo Th1l/Th2 PE.
Os tubos foram homogeneizados e incubados por trés horas, em temperatura

ambiente, no escuro.

3.8 ESTATISTICA

Os resultados foram testados quanto a sua normalidade, independéncia e
homocedacidade através de testes estatisticos. Para os resultados que apresentaram

comportamento aceitavel para estes pressupostos, uma ANOVA e poés-teste t de Tukey
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para comparacao entre grupos foi aplicada. Testes para a diferenca entre as meédias
foram feitos nos caso em que houve rejeicdo da hipétese nula, isto €, onde confirmou-
se estatisticamente diferenga entre as médias. Para dados que ndo satisfizeram estes
pressupostos, testes ndo parameétricos foram aplicados.

O nivel de significancia adotado para todas as analises foi de 5%. As analises
estatisticas foram realizadas através de programa GraphPad Prism Package (San
Diego, CA, USA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 EFEITO DA TERAPIA COM EXTRATO AQUOSO DE P.nuda

A pletismometria das patas traseiras foi realizada dos dias 0 ao 21 do experimento
terapéutico (grafico 3). Observou-se o surgimento de artrite nos animais induzidos,
constatada visualmente pelo aumento do volume das articulacdes das patas traseiras
(figuras 8 e 9) e pelo reflexo de defesa dos animais ao protegerem as patas afetadas

do contato com a superficie da gaiola.

Figura 2. Edema das patas traseiras Figura 3. Patas traseiras grupo controle
negativo

A cinética da média dos volumes das patas traseiras dos animais demonstra uma
reducdo nos grupos tratados tanto com o MTX quanto com o extrato da P. nuda, se
comparados ao grupo néo tratado — controle positivo — 0 qual permaneceu com edema

progressivo até o ultimo dia do experimento (gréfico 3).
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Grafico 1. Curva de artrite para os diferentes grupos medidos nos dias 0, 7, 14
e 21. Grupo tratado com P. nuda mostrou reducdo do edema (ml) no 21° dia.

ApoOs Analise de variancia (ANOVA) e pos-teste com teste t de Tukey para
comparacao das médias, comparando-se 0 grupo tratado com extrato de P. nuda com
0 grupo controle negativo (sem tratamento), foi verificado desaparecimento da
diferenca entre os grupos observada no dia 07 do experimento (p<0,05), quando era
notavel a artrite nos grupos em tratamento. No fim do experimento (dia 24), nao foi
observada diferenca estatistica entre o volume das patas do grupo saudavel e o tratado
com o extrato (p=0,209), sugerindo reducao do inflamacéao local neste ultimo.

Dia 21 - Controle Positivo x MTX Dia 21 - Controle positivo x P. nuda
2.01 2.01

= -

é 1.54 é 1.54

b g

© G

% 1.04 % 1.0

kel kel

(0] (4]

E 0.5 E 0.5

s s
0.0- 0.0

Grupos Grupos

Grafico 2. Médias dos volumes das Grafico 3. Médias dos volumes das
patas traseiras. Grupos Controle patas traseiras. Grupos Controle
positvo e MTX. Sem diferenca positivo e P. nuda. Sem diferenca 19
estatistica (p=0,940) estatistica (p=0,216)




Por outro lado, comparando-se o grupo com artrite e ndo tratado (controle
positivo) com o grupo tratado com MTX e o que recebeu o extrato de P. nuda, néo
houve diferenca estatistica que pudesse denotar melhora significativa da artrite no
tempo em que se deu o experimento (p= 0,940 e p=0,216, respectivamente). Também
ndo houve diferenca de efeito entre 0 MTX e o0 extrato da P. nuda quanto a reducéo do
volume articular no ultimo dia (p=0,07). Tais observacbes podem ter diferentes
significados. O tempo e dose dos tratamentos podem ter sido insuficientes, admitindo-
se que foram iniciados no dia 15, com dose semanal (baseado na administracéo
semanal do MTX intra-peritonealmente), havendo 10 dias para a acdo da primeira
dose, porém, apenas 3 dias para a acdo da segunda dose, considerando-se que a
eutanasia ocorreu logo apds este Ultimo periodo. No entanto, é possivel também que
doses diarias da medicacdo do grupo controle e do grupo teste pudessem evidenciar
maior e significativo efeito anti-artritico, como no trabalho de McPhee et al. (2009), que
analisou o efeito anti-inflamatério de &cidos graxos do molusco Mittilus edulis na artrite
induzida por adjuvante em ratos. O grupo tratado com a droga controle recebeu
Piroxicam 2,5 mg/Kg via oral, diariamente, por 7 dias antes da eutandsia com
significativo efeito de reducdo do edema de pata (p<0,05), tendo a terapia com 0s
acidos graxos do mexilhdo seguido o mesmo protocolo de tempo e via de

administracdo com equivalente efeito anti-inflamatorio.

4.1.2 INDICES HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Foi realizado Hemograma completo e avaliados os indices (WBC - leucécitos:
total e diferencial, RBC - hemécias, HG - hemoglobina, HCT - hematdcrito, VCM -
volume corpuscular médio, HCM - hemoglobina corpuscular média, CHCM -
concetragdo de hemoglobina corpuscular média, RDW - indice que avalia adiferenca de
tamanhoentre das hemacias, CP - contagem de plaguetas). Entre os parametros
bioquimicos foram determinadas as concetracdes das enzimas hepaticas dentre elas:
AST - aspartatoaminotransferase, ALT - alanina aminotransferase, FAL - fosfatase

alcalina, GGT - gama glutamil tranferase, BT - Bilirrubina total.
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Ao assumir que os parametros hematologicos e bioquimicos dos animais do
experimento apresentam distribuicdo normal, foi aplicada andlise de variancia (ANOVA)
e pos-teste com teste t de Tukey para comparacao das médias entre os grupos. Nao
observou-se influéncia da dose de 150ug/semana de MTX sobre o padrao leucocitario
(p=1,0), valores séricos de ALT (p=0,803), uréia (p=0,690) e creatinina (p=0,174), o que
evidenciou auséncia de toxicidade hepatica e renal. Todavia, a dose de 300mg/kg IP do
extrato de P. nuda apresentou maior toxicidade hepatica e renal (p<0.05),

comparativamente aos outros grupos (figuras).
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Grafico 4. Elevagdo de leucocitos. Grafico 5. Toxicidade hepéatica. Dose do
Importante leucocitose no grupo tratado extrato aquoso de P. nuda 300mg/kg IP
com extrato aquoso de P. nuda com importante elevacdo de ALT
300mg/kg IP (p<0,05). Auséncia de (p<0,05)
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Grafico 6. Toxicidade renal. Elevacao de uréia e creatinina no grupo tratado com extrato
aquoso de P. nuda 300mg/kg IP (p<0,05). Auséncia de influéncia da dose de MTX
150ug/semana (p=0,690; p=0,174, respectivamente)
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A leucocitose marcante no grupo tratado com extrato aquoso de P. nuda
300mg/dL IP, comparativamente aos outros grupos, em especial ao grupo saudavel
(controle negativo), chama atencgdo para a possivel inflamacdo na cavidade peritoneal
(peritonite) promovida pela presenca de substancias ainda nao identificadas na
composicdo do extrato bruto da planta, apesar de ter sido diluido em salina para a
administracao.

Quanto a toxicidade hepatica e renal, € importante observar que, ao administrar
IP as doses das terapias, a quase totalidade das substancias presentes nessas doses
sofreu o metabolismo de primeira passagem pelo figado, ap6s a absorcédo pela rede
dos vasos mesentéricos, aumentando as chances de efeitos danosos ao organismo
diante a formacdo de metabdlitos ativos pelo sistema enzimético deste 6rgao
(Waynforth e Flecknell, 1992; Rang et al., 2008). Essa perspectiva aponta para
possibilidade de resultados no minimo diferentes, ou até mais promissores, na ocasiao
de ser executado novo experimento em que os testes terapéuticos sejam realizados
com administracdo por via intragastrica, tal como em trabalhos semelhantes publicados
por MchPhee et al., (2010) e Zhang et al., (2009).

4.1.3 PERFIL DE CITOCINAS

A analise de citocinas pré-inflamatérias TNF- a e IL1-a com frequéncia é tomada
como parametro para avaliagcdo do efeito de intervencdes terapéuticas em modelos
animais de artrite (McPhee et al., 2010; Okamoto et al., 2010; Durai et al., 2009). A
interpretacdo dos resultados dessa analise baseia-se na classificagdo dos animais em
altos produtores de citocinas, se concentracdes séricas estiverem acima da média, ou
baixos produtores, se concentracdes estiverem abaixo da meédia (Zarife et al., 2011;
Ferreira et al., 2012).

A figura (ass individual) mostra a assinatura individual das citocinas TNF- a e
IL1-a. Nas tabelas, representando 4 animais de cada grupo, cada célula foi pintada de
branco (se o animal for baixo produtor) ou de preto (se alto produtor). Ao assumir que

os dados séo néo-paramétricos, foi realizada anélise de variancia pelo método Kruskal-
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Wallis e pés-teste com Dunnet para a analise estatistica, considerando p<0,05 para
valores significantes. Observou-se importante producdo de citocinas inflamatorias no
grupo controle positivo (ndo tratado), com 75% de animais altos produtores e no grupo
tratado com o extrato aquoso de P. nuda. O grupo tratado com MTX apresentou mais
de 75% de animais classificados como baixos produtores, assemelhando-se, quanto ao

padréo de citocinas, ao grupo saudavel ao fim do experimento (p<0,05).

Assinatura Individual de Altos Produtoresdas
Citocinas IL-1a e TNF-a entres os grupos

Controle Controle

Negativo MTX E. nuda Positivo
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Grafico 7. Padrdes de altos e baixos produtores de citocinas entre 0s grupos

Com base no perfil de citocinas, portanto, ndo foi possivel observar efeito anti-
inflamatério significativo no grupo tratado com o extrato aquoso da P. nuda,
considerando que este grupo apresentou quantidade de animais altos produtores de
TNF- a e IL1-a muito maior em relacdo ao grupo tratado com MTX, e que néo teve
diferenca estatistica entre o grupo tratado com o extrato e o grupo controle positivo
(p>0,05).

Este resultado, associado a observacdo de maior nivel de toxicidade hepatica e
renal evidenciado no grupo tratado com o extrato aquoso da P. nuda, corrobora a
hipotese de influéncia da via de administracdo utilizada (intra-peritoneal) ndo apenas

sobre a maior toxicidade do extrato mas também, agora, sobre o maior grau de
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inflamac&o nos animais deste grupo. A possivel peritonite decorrente do contato das
substancias do extrato bruto (estéril) com o peritbneo pode ter sido fator preponderante

para comportamento de perfil de citocinas como o observado.
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5. CONCLUSAO

A toxicidade hepatica e renal da dose de 300mg/Kg IP do extrato de P. nuda e
os altos indices de citocinas no grupo com este tratamento apontam para o
guestionamento sobre que resultados seriam obtidos na ocasidao de um experimento
gue avalie o0 mesmo objetivo do presente trabalho, porém com administracdo das
terapias por via oral, uma importante diferenca metodolégica, com possiveis desfechos
adversos dos evidenciados atraves deste experimento.

Sobre o objetivo de avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato, nédo foi
observada eficacia nos animais do grupo tratado através da metodologia adotada no
presente trabalho. Excluindo discussdes sobre a possibilidade de efeito positivo
demonstrado através de outras metodologias, é aceitavel concluir que, no minimo,
resultados diferentes possam ser obtidos ndo apenas quanto aos efeitos negativos da
administracdo IP do extrato evidenciados neste projeto, mas também quanto a uma
melhor observacdo do efeito do extrato sobre o edema de patas e sobre o perfil de
citocinas. Este possivel novo comportamento dos dados poderia ser observado com
mudanca da administracdo das terapias de via intra-peritoneal para intra-gastrica
(absorcdo intestinal), maior frequéncia e introducdo precoce da intervencao
trerapéutica, além da inclusdo de um grupo teste com uso profilatico do extrato e droga

controle.
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