UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE APOIO A PESQUISA
PROGRAMA INSTITUCIONAL DE INICIACAO CIENTIFICA - 2012/2013

ANALISE RADIOLOGICA DE PATAS DE RATOS LEWIS COM ARTRITE
INDUZIDA POR ADJUVANTE E TRATADOS COM
EXTRATO DE Pouteria nuda.

Bolsista: Jaime Ribas Galvao Junior, CNPq

MANAUS - AM
2013



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE APOIO A PESQUISA
PROGRAMA INSTITUCIONAL DE INICIACAO CIENTIFICA - 2012/2013

RELATORIO FINAL
PIB-S-0149/2012

ANALISE RADIOLOGICA DE PATAS DE RATOS LEWIS COM ARTRITE
INDUZIDA POR ADJUVANTE E TRATADOS COM
EXTRATO DE Pouteria nuda.

Bolsista: Jaime Ribas Galvao Junior, CNPq
Orientador: José Fernando Margues Barcellos

MANAUS - AM
2013



RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga inflamatéria sistémica crénica, de etiologia desconhecida
gue diminui a sobrevida e afeta significativamente a qualidade de vida na maioria dos pacientes por
acometer o tecido sinovial resultando em producgéo excessiva de liquido, destruicdo da cartilagem, eroséo
Ossea adjacente e dano aos tenddes e ligamentos. Para aprimorar os conhecimentos acerca desta doenga
foi utilizado um modelo experimental consagrado na literatura desde a década de 50, conhecido como artrite
induzida por adjuvante (AlA), utilizando-se uma emulsdo agua-em-0leo para inocular em diferentes
linhagens de ratos. Neste modelo é possivel observar as manifestacées clinicas, histologicas, radiologicas e
imuno-inflamatérias que cursam com a doenca. A Floresta Amazonica é a maior floresta tropical do mundo,
centro de diversidade bioldgica, e possui um grande reservatorio de novas moléculas bioativas e agentes
fitoterapéuticos. Algumas espécies de plantas desta regido vém demonstrando ac¢do antiinflamatoria,
antibacteriana e antifingica. Dentro deste contexto, o extrato de Pouteria nuda, da familia Sapotaceae foi
usado para testar in vivo a acao fitoterapica desta planta. Esta espécie ndo tem uso medicinal conhecido,
porém estudos recentes indicaram atividades antimicrobiana e antiinflamatéria. O objetivo do trabalho foi
avaliar o potencial terapéutico do extrato utilizado e quantificar a severidade da doenca experimental animal,
por meio de uma avaliagdo macroscépica pormenorizada das condigfes dsteo-articulares nos animais. O
estudo foi realizado em duas etapas, das quais a primeira consistiu no tratamento dos animais
experimentais com o extrato de P. nuda (por via oral) e na segunda etapa (constituinte deste projeto de
PIBIC), as patas dos animais foram retiradas e processadas para analise. As radiografias foram obtidas de
ambas as patas traseiras apés o sacrificio dos animais, utilizando-se um aparelho de Raios X odontolégico e
também um aparelho de imagens mamograficas (mamodgrafo). As imagens foram avaliadas para as
alteracdes radiograficas por um profissional que desconhecia o tipo de tratamento em cada grupo (estudo
duplo-cego). Cada imagem foi avaliada quanto aos seguintes critérios: deformidade, cistos subcondrais,
esclerose subcondral e irregularidades na superficie. Cada critério teve um escore gradual de 0 (sem
alteracdes) a 3 (alteracbes graves). 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 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 fazendo com que o escore radiolégico fosse
superior neste grupo. Estes achados sugerem que o extrato metandlico de P. nuda por via oral na dose de
150mg/kg/semana nédo apresentou acdo imunomoduladora na Artrite Induzida por Adjuvante nas condi¢cfes
locais. O projeto contou com cooperacdo técnica da Faculdade de Odontologia da UFAM (FAO) para
viabilizar a execucédo dos procedimentos radiolégicos. Entretanto em analises posteriores ficou comprovado
a necessidade de um estudo complementar histopatolégico para corroborar com os dados imagenoldgicos
resultando no pleito de renovacdo deste projeto de PIBIC, j4 aprovado. Este projeto € uma vertente do
Projeto CNPQ universal: ACAO DO EXTRATO DE Pouteria nuda INDUZIDA POR ADJUVANTE EM
RATOS LEWIS (Doutorado em conclusdo) e ACAO DO GEL DE Pouteria nuda APLICADO PELA
FONORESE EM ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE EM RATOS LEWIS (Mestrado-concluido).
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1. Introducéo

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatdria sistémica crénica, de etiologia desconhecida,
gue acomete primariamente o tecido sinovial. A AR diminui a sobrevida e afeta significativamente a
gualidade 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, erosao o6ssea
adjacente e dano aos tenddes e ligamentos (1). Suas repercussdes sao potencialmente graves, nédo sé pela
morbidade associada a dor, a limitagdo funcional e a repercussédo na qualidade de vida dos pacientes, mas
por mortalidade maior em relacéo a populacdo em geral (2).

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 entédo, a AIA
tem sido extensamente utilizada como um modelo experimental para o estudo de processos imuno-
inflamatoérios de doencas inflamatérias articulares em humanos, em particular a artrite reumatoéide, assim
como o rastreio e teste de novos agentes anti-artrite (3); (4).

Os trabalhos sobre estudos terapéuticos experimentais contra a AR, segundo Okamoto et al. (2010)
(5) e Durai et al. (2009) (6) , ttm em comum a indu¢do de uma inflamacé&o crbnica nas articulagdes 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 (5).

Substancias quimicas derivadas de animais, plantas e microrganismos, como bactérias e fungos,
tém sido utilizadas para tratar doengas humanas desde o inicio da medicina (7). Extratos vegetais
(bioprospecc¢éo) de produtos da Amazbdnia tém sido estudados com boas estimativas para aplicacdo na
saude humana. Algumas espécies de plantas desta regido vém demonstrando ac¢do antiinflamatéria,
antibacteriana, antifingica e hemolitica (8); (9); (10); (11). Dentro deste contexto, o extrato de Pouteria nuda
Sapotaceae foi utilizado para testar in vivo a agéo fitoterapica desta planta. Esta espécie ndo tem uso
medicinal conhecido, porém estudos recentes indicaram atividade antimicrobiana (9) e hemolitica (11).

O estudo radiolégico de ratos com artrite induzida por adjuvante (AlA) constitui um método
diagnostico com respaldo na literatura. O envolvimento articular das patas dos ratos na AlA pode ser
avaliado por imagens radioldgicas, utilizando-se uma pelicula de radiografia odontoldgica. Segundo Cai e
colaboradores (12), leva-se em consideracdo a reabsorcdo da matriz 6ssea, a formacdo de novo periésteo,
a erosao articular e a erosdo 6ssea.

Considerando o estudo da acéo in vivo do extrato de Pouteria nuda no tratamento da artrite
reumatoide induzida por adjuvante, foi proposto o estudo radiolégico das patas dos animais em questéo,
como um meio de andlise dos resultados obtidos a partir do uso do fitoterdpico. Avaliando-se assim as
seguintes alteragfes: reabsorcdo da matriz 6ssea, formacao de novo periésteo, erosdo articular e erosao

Ossea.



2. Revisao de literatura

2.1 Artrite Reumatoide

Historicamente Artrite Reumatoide é entendida como uma condi¢céo clinica potencialmente grave,
pela morbidade associada a dor, a limitacdo funcional e a repercussao na qualidade de vida dos pacientes
(2). Ao longo dos anos a AR vem sendo estudada a fim de elucidar seus mecanismos imunopatoldgicos e
ambientais.

A partir de pesquisas sobre AR, da Silva Junior e Rocha (2006) (13) definem-na como uma
artropatia cronica inflamatéria de maior prevaléncia e que mais causa invalidez, quer temporaria, 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 articulagbes

por erosédo do osso e cartilagem.
2.1.1Diagndstico

A importancia do diagndstico precoce baseia-se no fato de ser uma doenca bastante limitante e por
acometer inimeras articulagbes levando a diminuicdo de funcionalidade ao longo da sua evolugcdo. O
diagnéstico deve ser baseado na associagdo de uma série de sintomas e sinais clinicos, bem como
marcadores soroldgicos, fator reumatoide e o Anti-CCP (peptideo ciclico citrulinado) (14); (15). Entre os
antigenos citrulinados reconhecidos por auto-anticorpos estdo a profilagrina, a filagrina e a vimentina
servindo como base de diagndstico (16).

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 Classificagdo da AR séo (17):

CRITERIOS DE CLASSIFICACAO DA ARTRITE REUMATOIDE

Dominios Pontos*

Envolvimento articular

1 articulagdo média grande

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

> 10 articulagBes pequenas

G wWN k-

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

Duracéo da Sinovite
< 6 semanas
< 6 semanas

= O

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

= O

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



Os niveis de Proteina C reativa e Velocidade de Hemossedimentacdo s&o 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 (18). Porém, o FR ndo é especifico, estando
presente também em uma série de outras condi¢8es 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), o resultado
positivo de sua dosagem possui alta especificidade (> 96%) para o diagnostico de AR. Atualmente é
considerado por muitos investigadores o marcador mais especifico para o diagnéstico de AR, como
demonstrado recentemente pelo estudo de Zhao etal (20).

2.1.2Epidemiologia

A prevaléncia da AR é estimada em 1% da populag¢édo adulta e a maior incidéncia ocorre entre 0s
35-65 anos. Esta associada aos genes HLA-DR4 e HLA-DR1 (presente em 60% dos pacientes) (18) e
apesar de ndo haver risco de vida, € uma doenca que causa diminui¢cdo da qualidade de vida do paciente e
leva a graves danos econdmicos para a sociedade (21). No Brasil, um estudo multicéntrico verificou
prevaléncia de AR do adulto variando de 0,2% a 1% (22).

Segundo Abbas (23), a AR acomete mais mulheres do que 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 (21, 24).

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 articulagbes mais frequentemente envolvidas séo:
punhos, metacarpofalangeanas (MCFs), interfalangeanas proximais das maos (IFPs), metatarsofalangeanas
(MTFs), ombros, e joelhos. Com a evolugcdo do quadro, outras articulacdes 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 (1).

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

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

2.1.4Tratamento 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 diminuicdo da dor,

maximizando a qualidade de vida desses pacientes (15).



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 relacéo 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 (25).

2.1.5 Fitoterapia

Drogas anti-inflamatérias convencionais (alopaticas) sdo a base do tratamento para uma variedade
de distdrbios imunolégicos, inclusive a artrite reumatoide (26, 27), assim como os anti-inflamatoérios nao
esteroidais e também as drogas de terapia biolégica (como o anticorpo anti-TNF-a). No entanto, 0 uso
destas drogas esta associado a efeitos adversos graves, incluindo hemorragias gastrointestinais e
cardiovasculares (28). Devido aos efeitos colaterais e ao alto custo dos medicamentos anti-inflamatorios
usados convencionalmente, os pacientes com artrite estdo cada vez mais usando a medicina complementar
e alternativa com base em plantas medicinais (29, 30). No entanto, apesar do crescente uso e popularidade
dos produtos a base de plantas medicinais no mundo ocidental (30, 31), uma das principais limitagbes do
seu uso é a informacgéo escassa sobre seus mecanismos de acao e objetividade na avaliacdo da eficacia
(32). Isso também é umas das principais razdes para o ceticismo em relacdo a medicina alternativa e
complementar tanto por parte de leigos quanto por parte de profissionais (28).

Diferentes espécies de plantas tém ac¢éo antimicrobiana (9), efeito leishmanicida, efeito analgésico,
anti-inflamatério e antifungico. Estudos com plantas como Harpagophytum procumbens (Garra do Diabo),
Salix spp (Salgueiro), Copaifera L. (Copaiba) dentre outras, demonstraram a¢do antiinflamatéria (8); (33)

assim como a espécie do género Pouteria, Pouteria campechiana, mostrou atividade antiinflamatoria (34).

2.1.5.1 Indicios etnofarmacoldgicos da Pouteria nuda

O género Pouteria possui aproximadamente 80 espécies. Quanto ao uso popular pode-se citar 0 uso
como desinfetante, purgativo, vermifugo, afrodisiaco, na hemorragia e na disenteria (35).

Carneiro, et al. (2008) (9) estudou a atividade antimicrobiana in vitro e hemolitica de 12 espécies de
plantas da biodiversidade Amazbnica, entre elas, a Pouteria nuda (Elaeoluma nuda). Os compostos
qguimicos dessas espécies apresentaram substancias bioativas de alto interesse biofarmacoldgico como os
terpenoides, flavonoides e saponinas.

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

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%) (9).



Para estabelecer a concentracdo inibitéria minima (MIC) foram testadas diferentes diluicbes de
extratos de Pouteria nuda em sangue humano e estes, apresentaram atividade inibitéria de agregacao

plaguetaria de 97% em relagéo ao controle de aspirina (9).

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 (36).

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 (37).

O processo de erosdo da cartilagem na AR permanece dificil de avaliar em pacientes. A biépsia
sinovial é realizada na artrite precoce, mas amostras de lesdo 6ssea e da cartilagem ficam disponiveis
apenas no final da doenca, ap6s a substituicdo da articulagdo. Modelos, portanto, fornecem ferramentas

valiosas.

2.1.6 Artrite induzida por adjuvante (AlA)

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 articulacdes e estabelece uma
infeccéo local possivelmente devido a um sitio especifico de adesdo molecular (38).

O Modelo de Artrite Induzida por Adjuvante (AIA) 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 citacdes da publicagdo original de Pearson atingiu a marca de
700 na literatura cientifica (4); (39).

Desde entédo varios modelos animais para o estudo de artrite tem sido desenvolvidos, sendo um dos
mais aplicados o Modelo de Artrite Induzida pelo Coldgeno (Collagen-Induced Arthritis-CIA), que mimetiza
diversos aspectos da doenca humana, mantendo ainda o uso do adjuvante Completo de Freund em seu
protocolo de indugéo (36); (37).

Além disso, conforme observou Bevaart e colaboradores (40), quando a efichcia de vérios
compostos € testada frente a modelos AIA e/ou CIA, o valor preditivo de eficacia clinica em humanos com
Artrite Reumatoide € maior do que qualguer outro modelo isoladamente.

A AIA é um modelo que promove o desenvolvimento de poliartrite simétrica, destruicdo articular,
infiltrado inflamatdrio com envolvimento de células T, hiperplasia sinovial. O dano cartilaginoso € menos
severo que na AR, apresenta mais destruicdo 6ssea, ndo ha producao de fator reumat6ide como na doenga
humana e, eventualmente, a pele e o tubo digestivo sdo afetados (40).

A artrite induzida por adjuvante é iniciada pela inoculagdo 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 dleo

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



pelo calor e liofilizados (41); (42). A cepa H37Ra do M. tuberculosis é amplamente utilizada no preparo do

ACF, embora outras cepas tenham sido utilizadas com sucesso (43).

2.1.7 Imagenologia das patas de ratos com artrite induzida por adjuvante

Em estudo realizado por Talwar e colaboradores (44), 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-ampliacdo de todos os espacos articulares.

Segundo Esser e colaboradores (45), em seu estudo por imagem da andlise quantitativa de
alteracdes em ratos com artrite induzida por adjuvante, foram evidenciadas alteracdes significativas como
diminuicdo da densidade justa-articular éssea, seguida por aumentos progressivos da variacéo do valor de
cinza devido a perda Ossea e formacgdo 6ssea. Enfim, a formagdo 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 alteragbes como
inflamacg&@o periarticular com sinovite evidenciada e distensdo da cépsula articular no tecido ao redor.
Também foi evidenciada periostite com ostedlise, e a formacdo de novo 0sso periosteal progredindo para
um estado de anquilose completa (46). Assim demonstrando uma possibilidade nédo invasiva de acesso/

monitoramento ao dano articular e ou diminui¢cdo deste em animais ou pacientes em processo artritico.

2.2 Vantagens com a utilizacdo da Radiologia

Aproveitando uma das propriedades dos raios X, que é seu poder de penetracdo, eles tém sido
empregados em varios segmentos do campo cientifico. Além de ser aplicado em muitas especialidades da
clinica médica, veterinaria e odontolégica, e nas varias outras areas do campo da saude, também pode-se
exemplificar outros tipos de aplicagbes tais como radioterapia (tratamento das alteragbes neoplasicas),
radiologia espectroscopica (identificacdo dos elementos quimicos, no tocante ao seu nimero atbmico e
estrutura), radiologia fotoquimica (estudo do fenémeno da ionizacdo das substancias quimicas),
radiobiologia (alteragdo da biologia celular e tecidos), radiologia cristalografica (anélise das estruturas
moleculares) e radiologia industrial (esterilizacdo de alimentos e controle de qualidade de pecas metalicas,
motores, equipamentos industriais) (47).

As principais vantagens obtidas com os aparelhos de radiologia sdo: melhor qualidade de imagem,
técnica € instrumental, ndo invasiva e ndo destrutiva, e além disso, permite a andalise de varios elementos
simultaneamente de modo rapido e de baixo custo (48);(49). Os aparelhos de raios X usados em
odontologia sdo equipados com tubos do tipo autorretificador, os quais podem operar com alimentacdo de
corrente alternada e por isto, podem ter uma constru¢gdo mais simples e se ndo portateis, pelo menos

moveis (48).



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

e Verificar alteracdes da matriz 6ssea das patas traseiras dos ratos com AlA
e Identificar a formagédo de novo periosteo nas patas traseiras dos ratos com AIA
e Caracterizar as erosdes articular e 6ssea das patas comprometidas dos ratos com AlA

e Calcular a medida do espaco articular das patas traseiras dos ratos com AlA



4. Materiais e Métodos

4.1. Fases do experimento

Este trabalho foi realizado em duas fases distintas. Uma primeira fase integrante ao trabalho de
mestrado no curso de Pos graduacdo em Imunologia Basica e Aplicada — PPGIBA — UFAM, e uma segunda
etapa que consistiu neste trabalho de iniciagdo cientifica. Importante frizar que o académico bolsista PIBIC
participou efetivamente em toda esta primeira etapa.

Na primeira etapa os animais experimentais foram submetidos ao tratamento conforme descrito no
texto e na segunda etapa (constituinte deste projeto de PIBIC), as patas dos animais foram retiradas e

processadas para analise.

4.2. Estudo radiolégico

As radiografias foram obtidas de ambas as patas traseiras apés o sacrificio dos animais, utilizando-
se um aparelho de Raios X odontoldgico e também um aparelho de imagens mamograficas (sugestédo
incluida a posteriori pelo Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia do Rio de Janeiro — INTO).

As radiografias das patas dos animais foram obtidas utilizando-se inicialmente um aparelho de Raios
X (Odontoldgico), que operava a 70kV, com uma distancia foco-osso de no minimo 20 cm. O aparelho era
da marca Philips, modelo CP 1000 e foi fornecido pela Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
do Amazonas, que apoiou o projeto. Foram utilizadas peliculas odontoldgicas (do tipo periapical), de medida
3x4cm. O operador utilizou equipamentos de protecéo individual como luvas, mascara, jaleco impermeavel
de manga longa, além de avental de chumbo com protetor de tireoide.

As imagens mamograficas das patas traseiras foram obtidas utilizando-se um Mamégrafo GE
Hungary zrt®, modelo MGF-101, que operava a 27kV e 63 mAs. Foram utilizados cassetes radiogréaficos
Fujifilm Type CH, de medida 24x30 cm (subespecificacdo HR-V), e tempo de revelagdo de 59 segundos.
Para a revelacéo e digitalizacdo das imagens, foi utilizado um sistema de mamografia digital Fujifim FCR
Capsula XL I, modelo CR-IR 359.

4.3. Analise radioldgica

As imagens das patas traseiras dos ratos foram avaliadas para as altera¢des radiograficas por um
profissional que desconhecia o tipo de tratamento em cada grupo. O responsavel por essa avaliagédo 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 o0 método de Clark (50). Cada critério teve
um escore de 0 a 3 (51) sendo:

» 0=Normal

» 1 = Alteracdes leves

» 2= Alteragdes Moderadas
>

3 = Alteracbes Graves



4.4, 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 Amazdnia) (9). O extrato bruto foi administrado
por via oral nos animais (gavagem), na dose de 150mg/kg/semana.

4 5. 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 a serem 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 indugéo de artrite e sem tratamento, n=04

» Grupo 3, teste com MTX: com inducéo de artrite e tratado com injecédo intra-peritoneal de
metotrexate, 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
Experimenta¢do 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%.

4.6. 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 investigagdo de novas terapias para artropatias inflamatdrias crénicas, como a artrite
reumatoide (52). Nesse modelo, a artrite é induzida através da inje¢&o intradérmica na base da cauda de
uma suspenséo de Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium butyricum em parafina liquida (41); (53);
(54). O CFA atua como estimulo de respostas imunoldgicas 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 (55).

A primeira etapa do trabalho consistiu na evolugcdo dos animais experimentais como descrito a
seguir: apds a sedacgdo dos animais com halotano a 3% (inalacéo por 2-3 min) (56), a area foi tricotomizada
e uma solugdo de alcool iodado (1%) foi aplicada nessa superficie. A inducao da artrite foi feita mediante
injec@o subcutanea de 200uL (0,2 ml) da solugdo de CFA (5mg/ml de Mbt) na base da cauda (56), 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 apds a inoculagéo.



5. Resultados e Discussao

Foram feitas as radiografias com o aparelho de Raios X odontologico obtendo-se imagens de boa
qualidade, porém, quando comparadas com imagens obtidas com um mamaografo foram consideradas de

gualidade inferior.

Figura 1 —Imagem de uma pata traseira direita obtida com Raio X odontoldgico.

Foi realizado um experimento piloto, com uma metodologia alternativa, sugerida pela Doutora Maria
Eugénia Leite Duarte, médica patologista do Instituto Nacional de traumatologia e Ortopedia do Rio de
Janeiro (INTO), no qual utilizou-se um mamografo para captar as imagens radiogréaficas, possibilitando a
posterior comparacéo da qualidade de resolugcdo da imagem com a radiografia odontolégica.

No filme obtido através do aparelho mamogréfico tem-se a possibilidade de visualizar e analisar
vérias patas de uma sé vez, além de eliminar o viés de distancia, presente na tomada das radiografias com

o aparelho odontoldgico.

Figura 2 — Patas Fixadas e acondicionadas em recipiente plastico de forma organizada, separadas
em 4 grupos



Figura 3 — Ajuste para a tomada da Radiografia utilizando o mamadgrafo

Figura 4 — Tomada da Radiografia utilizando o mamégrafo
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Figura 6 — Filme radiografico obtido através do mamégrafo no experimento piloto.



Apés a realizacdo do projeto piloto utilizando-se o mamdgrafo, chegou-se a conclusdo que somente
0 seu uso seria suficiente para a continuidade do estudo, visto que as imagens obtidas com o Raio X
odontolégico apresentaram qualidade visivelmente inferior. Em um segundo momento foi feita entdo a
radiografia dos quatro grupos estudados, utilizando-se a mesma metodologia do projeto piloto com o
mamaografo.

GRUPO C ()

Figura 7 — Patas traseiras de ratos Lewis sem inducéo da artrite e sem tratamento (Grupo controle
Negativo). O lado esquerdo é identificado pela microesfera metalica.



GRUPO C (+)

Figura 8 — Patas traseiras de ratos Lewis com artrite induzida por adjuvante e sem tratamento (Grupo
controle positivo). O lado esquerdo € identificado pela microesfera metalica.




e GRUPO MTX

Figura 9 — Patas traseiras de ratos Lewis com artrite induzida por adjuvante e tratados com
Metotrexato (Grupo MTX). O lado esquerdo é identificado pela microesfera metalica.



GRUPO P.NUDA

Figura 10 — Patas traseiras de 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 11 - Imagem radiolégica das articulag6es 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. nuda



Apbs a analise dos dados obtidos com as imagens, os resultados foram os seguintes para cada

grupo e critérios analisados (Tabela 1):

Tabela 1 - Alterac8es radiograficas encontradas

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

0 — Normal 08 patas 06 patas 08 patas 08 patas
Deformidade L-Leve 0 0 0 0
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

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

e 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;

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

e No grupo tratado com extrato de P. nuda, nenhum animal apresentou altera¢fes quanto a
presenca de deformidades e irregularidades na superficie. Porém, 02 (dois) animais
apresentaram alteracfes leves quanto a presenca de cistos subcondrais em suas patas
traseiras. Ainda nesse grupo, 03 (trés) animais apresentaram altera¢cfes leves quando

avaliados em relacao a esclerose subcondral.



Para a montagem do grafico com a analise estatistica, cada grupo estudado acumulou as
pontuagBes traduzidas pela gravidade das alteracdes encontradas, ou seja, foi feita a soma direta dos
pontos em cada grupo, sendo a interpretagéo direta e quantitativa. Para cada item avaliado, o escore de 0 a
3, citado anteriormente foi multiplicado pelo nimero de animais acometidos em cada grupo.

A andlise estatistica dos resultados, feita de forma direta e quantitativa, revelou o seguinte:

e Grupo Controle Negativo (CN) = 0 ponto

e Grupo Controle Positivo (CP) = 12 pontos

e Grupo tratado com Metotrexato (MTX) = 10 pontos

e Grupo tratado com Extrato de P. nuda (PN) = 24 pontos
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Grafico 1 - Escore Radioldgico obtido a partir das patas traseiras direita e esquerda dos ratos do
experimento. N = 4 por grupo. CN = Grupo Controle Negativo; CP = Grupo Controle
Positivo; MTX = Grupo tratado com MTX; PN = Grupo tratado com extrato de P. nuda;

Os achados radiograficos 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 (metotrexato). O tempo curto de experimentacéo pode ser uma explicagdo para esses resultados
assim como também o ndimero de animais utilizados no experimento. Também deve ser lembrado que
existem fases diversas da doenca (aguda, pés-aguda, crénica e de remissdo) e algumas dessas alteracdes
nao seguem a mesma sequéncia de desenvolvimento vista em humanos, sendo algumas delas observadas
somente em estagios mais desenvolvidos (estagios finais) (57).

Estes resultados, embora ndo muito significativos, ndo nos permitem descartar a acdo anti-
inflamatdria 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
observacdo dos resultados, assim como também um estudo histopatolégico das patas dos animais em

tratamento.



6. Concluséo e Perspectivas Futuras

Os resultados do presente estudo demonstraram gque nos animais do grupo tratado por via oral com
extrato de Pouteria nuda os achados radiolégicos foram semelhantes ao grupo controle positivo (animais
com artrite induzida por adjuvante sem tratamento), ou seja, o tratamento ndo surtiu o efeito esperado, visto
gue foi observada a 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.

Contudo, ha a necessidade de estudos complementares para se testar pardmetros quimicos e
imunol6gicos com marcadores especificos para verificar acdo antioxidante, utilizando outras doses (curva
dose-resposta) e esquema terapéutico diferenciado (dose diéria).

E importante considerar que os extratos s&o misturas complexas e, deste modo, a substancia ativa
pode estar presente em baixa concentracdo. Portanto, é necessaria a realizacdo de fracionamento

biomonitorado e identificacdo da fracao ou substancia ativa para determinar o seu potencial terapéutico.
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CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS )
EM ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE: UMA REVISAO DA ACAO
IMUNOMODULADORA DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS'

Merini, L. R.?; Furtado, S. C.*; Guimaraes, M. R*: Galvido, J. R.*; Barcellos, J. F. M.

Resumo

As citocinas dividem-se em trés familias: as Interleucinas (IL), os Interferons (INF) e¢ Fatores de Necrose
Tumoral (TNF). As citocinas pro-inflamatorias IL1-f ¢ TNF-o estdo presentes em niveis elevados nas
articulagdes artriticas tanto em humanos como em animais ¢ desempenham papel fundamental nos processos
inflamatdrios. O efeito antiartritico de substancias bioativas, de origem vegetal ou sintética, tem sido testado
em modelos animais de artrite induzida ¢ a expressdo de mediadores pré-inflamatdrios constitui o0 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 supressio de citocinas
pro-inflamatérias em AIA, por substancias bioativas, ¢ uma preocupagio da comunidade cientifica a fim de
desenvolver novos farmacos com maximo de eficiéncia ¢ 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-B and TNF-a 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-1p 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 proinflammatory 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, rheumatoid arthritis.
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