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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
deformacgédo das articulacées. Apesar do avanco na compreensdo sobre a AR ter
possibilitado uma melhor apreciacao dos reais mediadores da leséo articular, o que tem
embasado a busca de terapias que suprimam essas moléculas pro-inflamatorias, como
as que inibem o TNF-alpha, uma proporcdo significativa de pacientes com AR
apresenta falha na resposta ou intolerancia aos farmacos inibidores dessas moléculas,
sendo ainda relatados muitos casos de toxicidade no uso dessas terapias, 0 que
demonstra a necessidade de novas abordagens. Alternativas terapéuticas cada vez
mais populares por sua eficacia no tratamento de diversas doencas sao 0s
fitoterapicos. Varias espécies de Pouteria (Familia Sapotaceae) tém sido utilizadas na
medicina popular para tratar febre, inflamacéo, dores nas costas, erupcdes da pele,
Ulceras e até diabetes. A espécie Pouteria nuda, apesar de possuir poucos estudos ao
seu respeito, em trabalhos in vitro tem demonstrado acdo anti-tumoral, aumento da
atividade bactericida e da atividade hemolitica. Diante do bom desempenho de vérias
espécies da familia Sapotaceae contra inUmeros distirbios entre o0s quais 0s
inflamatorios, e considerando o grande papel dos modelos experimentais como
ferramentas indispensaveis para estudos terapéuticos, propde-se a avaliacdo do efeito
in vivo dos extratos da folha de Pouteria nuda sobre a artrite adjuvante, através do

consagrado modelo de artrite adjuvante induzida em ratos Lewis.
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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 cenério, 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 langcam 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, o0 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, o 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 DE LITERATURA

1.1 ARTRITE REUMATOIDE
1.1.1 CONCEITO E PREVALENCIA

A artrite reumatoide (AR) é a artropatia crénica 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 Junior; Rocha,
2006). Sabe-se que AR € uma doenca auto-imune, apresenta inflamacéo crénica
principalmente nas articulacdes periféricas de modo simétrico, resultando em
destruicdo da cartilagem, erosdo 6ssea e deformacdo das articulacbes (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 populacéo normal, implicando na reducdo em dez anos
da expectativa de vida (Symmons et al., 1998). Cerca de 50% dos pacientes séo
considerados incapacitados para o trabalho neste periodo de evolugdo (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 ativacdo 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 —, erosédo 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. Caracterizacdo da artrite reumatoéide. Oliveira (2008).

1.1.3 TRATAMENTOS NA ARTRITE REUMATOIDE

Segundo Kumar et al. (2005), talvez o principal avango na compreenséao sobre a AR
tenha sido uma melhor apreciagéo dos reais mediadores da lesao articular, o que tem
embasado a busca de terapias que suprimam essas moléculas pré-inflamatérias, como
as que inibem o TNF-a. No entanto, uma proporc¢ao significativa de pacientes com AR e
gue apresentam falha na resposta ou intolerancia aos farmacos inibidores de TNF-a
tem indicado que outras moléculas inflamatérias ou vias imunol6égicas conduzem a
sindrome clinica nessa populacdo (Finger; Schneinberg, 2007). E devido a esse
mosaico fisiopatogenético da doenca e desconhecimento de meios para a cura ou
prevencao, que instituicdes como o Colégio Americano de Reumatologia recomendam
um possivel diagnéstico precoce e tratamento com agentes anti-reumaticos, a fim de
diminuir o avanco da doenca para um estagio de dano articular irreversivel. A
problematica encontrada na maioria dos casos, mesmo com o diagnostico precoce, é

gue as medicacbes disponiveis séo limitadas em eficacia, pois s6 ha supressdo do



processo inflamatorio, seja de forma imediata, mas fulgaz (esteréides e anti-
inflamatorios ndo hormonais), ou pela modificacéo, 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 tratamento da AR deve ser iniciado o mais rapido possivel, a fim de induzir o
controle da doenca e, preferencialmente, sua remissédo (Fries et al., 1996). Varios
estudos tém demonstrado melhor resposta terapéutica, menor destruicdo articular e
menor perda funcional nos pacientes tratados mais precocemente, no primeiro ano dos
sintomas (Emery, 1994; Van Der Horst-Bruinsma et al., 1998).

O metotrexato, um imunossupressor largamente utilizado a partir dos anos 80, &
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 progressédo radiolégica (Choi et al., 2002). Foi também
demonstrada a sua capacidade de intervir com o0 prognostico da doenca, sendo
implicado na reducdo da mortalidade cardiovascular associada a AR (Carette, 2007).

As recentes terapias bioldgicas 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 0s mais recentes agentes
aprovados para uso comercial no Brasil entre 2006-2007, os quais tém diferentes
mecanismos de ac¢éo (Oslen, 2004).

A citocina TNF, pro-inflamatoria, € liberada por mondcitos ativados, macréfagos,
linfécitos T, fibroblastos, células endoteliais e estd profundamente envolvida na
patogénese da AR. Vérios inibidores de TNF foram e estdo sendo desenvolvidos para o
tratamento da AR. 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 por¢ao Fc de uma imunoglobulina humana)
(Oslen, 2004).



Terapéuticas biolégicas que nao tém o TNF como alvo, como o Rituximab e
Abatacepte, ja foram aprovados para o tratamento da AR (Edwards, 2004; Kremer et
al., 2006).

O Rituximab, anticorpo monoclonal quimérico anti-CD20, antigeno presente na
superficie dos linfécitos B, foi liberado para uso em pacientes com artrite reumatoéide
refrataria as drogas modificadoras de curso da doenca habituais e aos agentes anti-
TNF. Sua eficacia destacou o papel do linfocito B na AR, quer como precursor dos
plasmécitos produtores de anticorpos e, portanto, capaz de formagdo de complexos
imunes e ativacdo de complemento, quer como produtor de citocinas, apresentador de
antigenos para o linfocito T e capaz de expressar sinais co-estimulatorios (Kremer et
al., 2006; Cohen et al., 2006).

No entanto, essas terapias ainda apresentam efeitos adversos significativos e
devem ser mantidas por longo prazo, pois ndo sdo curativas da doenca (Guidelines,
2002). Pacientes com AR tém risco aumentado de infeccdo, incluindo infeccbes
granulomatosas como a tuberculose, particularmente de pulméo, ossos/articulacdes e
pele com o uso de terapias biologicas (Doran et al., 2002). Parece haver risco adicional
guando administradas em combinacdo com outras terapias tradicionais para AR
(Genovese et al., 2004). Também ha 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 o0s
agentes anti-TNF incluem descompensacao de insuficiéncia cardiaca, desenvolvimento
de auto-anticorpos, e anticorpos anti-DNA, citopenias, elevacdo de enzimas hepéticas,
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 publicagBes séo os fitoterapicos.
Populares como preparacbes de plantas medicinais com histérico de eficacia

comprovada — e tema de varios estudos em pacientes com doencas reumaticas (Rosa;
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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.,
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, erupcdes da pele, Ulceras, diabetes (Ma et al.,
2004; Montenegro et al.,, 2006), diarréias (Perfeito et al., 2005), naduseas, vomitos,
dores nas costas, além de estimular a lactacdo em méaes 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 o0 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

O surgimento e aprimoramento de diversas condutas terapéuticas para
enfermidades que acometem o ser humano tiveram como uma etapa para 0 seu
desenvolvimento a experimentacdo animal. S&o alguns exemplos a criacdo de vacinas
contra muitas doencas, técnicas para transplante de 6rgdos e métodos para o uso de
farmacos anestésicos, antidepressivos, além da descoberta da insulina, entre
incontaveis outras contribuicbes que o uso de animais de laboratério trouxe para o

avanco do conhecimento tecnoldgico e cientifico (Chorilli et al., 2007). No ambito da
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AR, encontram-se trabalhos recentemente publicados como o estudo dos efeitos
profilaticos e terapéuticos dos &cidos graxos do mexilhdo australiano Mytilus edulis na
artrite adjuvante induzida em ratos Wistar (McPhee et al., 2010), a inibicdo da via de
sinalizacdo do NF-kB por Fusadil como uma potencial estratégia terapéutica para a
artrite reumatoide, testada em fémeas de ratos Lewis (Okamoto et al., 2010), e o papel
protetor da regulacdo mediada por proteinas hsp65 na artrite autoimune, um trabalho
também realizado com ratos Lewis (Durai et al., 2009).

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

1.3.1 MODELO MURINO DE ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE

O modelo de artrite induzida por adjuvante (AA) foi o primeiro modelo
experimental de artrite descrito em 1956 (Pearson, 1956; Waksman, 1962), em um
tempo em que as doencas auto-imunes afetavam o0 sistema nervoso central, sistema
nervoso periférico, tiredide e olhos, e a auto-imunidade comecou a ser considerada um
mecanismo significante na patogénese da doenca inflamatoria especifica do 6rgao
(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-inflamatérias e imunomoduladoras (Pearson,
1956). Embora a etiologia da AA nao seja totalmente conhecida, estudos indicam que

os linfacitos T, macrofagos e células sinoviais proliferantes desempenham os principais
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papéis no desenvolvimento e manutencdo da doenca (Bersani-Amado et al., 1990). 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 ativacdo de células T e B, proliferacdo sinovial e a destruicdo da
cartilagem e erosao 6ssea (Choy et al., 2001; Anderson et al., 1996).

A artrite induzida por adjuvante é um processo subagudo desencadeado apos
uma injecdo intradérmica de micobactéria ou organismo similar emulsificado em dleo
adjuvante na base da cauda de ratos Lewis (Pearson, 1956). E uma doenca
poliarticular que afeta, primariamente, os tornozelos, punhos e pequenas articulacées,
incluindo as articulacfes interfalangeanas terminais. A primeira lesdo é uma sinovite
severa, seguida por periartrite, peritendinite e periostite, formacdo de pannus (tecido
sinovial proliferativo com caracteristicas invasivas locais), com destruicdo da
cartilagem, destruicdo Ossea e, finalmente, fibrose ou anquilose 6Ossea. As lesbes
iniciam-se com infiltracdo de linfocitos e histidcitos sobre pequenos vasos e as
mudancas secundarias incluem edema, deposicéo de fibrina e focos de necrose com
presenca de varios granulécitos acompanhados pela proliferacdo de sinovidcitos e
fibroblastos, ativacdo de osteoblastos e osteoclastos e destruicdo 6ssea (Van Eden et
al., 1985).

Deste modo, o modelo de artrite induzida por adjuvante permite avaliar
pardmetros da resposta inflamatoria 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 reumatoéide (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 € muito empregado na investigacdo de novas terapias para artropatias
inflamatorias crénicas, como a artrite reumatoide (Joe; Wilder, 1999). Nesse modelo, a
artrite é induzida através da injecdo intradérmica na base da cauda de uma suspenséao

de Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium butyricum em parafina liquida
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(Knight et al., 1992; Mia et al., 2008; Banik et al., 2002). O CFA atua como estimulo de
respostas imunoldgicas a antigenos, incluindo imunidade celular e aumento da
produgéo de certas imunoglobulinas, levando ao desenvolvimento de uma reagéo
articular inflamatoria intensa dependente de células T. H4 aumento persistente da
producédo local e sisttmica de TNF, IL-1 beta, e IL-6. O desenvolvimento da artrite
induzida por CFA inicia-se 4 a 7 dias ap0s a inoculacdo. Por apresentar caracteristicas
inflamatérias, incluindo elevacdo de citocinas e resposta variavel a diferentes drogas
imunossupressoras, esse modelo tem-se demonstrado util no estudo de mecanismos
imunopatogénicos da artrite reumatéide e no estudo pré-clinico de novas terapias
(Inglis et al., 2005).

Um ponto crucial na escolha do modelo experimental € a suscetibilidade do
animal a inducéo, que varia de acordo com a linhagem de rato utilizada e o antigeno
indutor. InGmeras publicacdes tém demonstrado uma tendéncia por parte dos
pesquisadores a inducdo de AA em ratos Wistars com M. tuberculosis e em Lewis com
M. butyricum (Duplet al., 2006; Oliveira, 2008; Sauzen et al., 2009; Wilson et al., 2006).
Ao estudar a susceptibilidade a AA entre essas duas linhagens, foi detectada uma
incidéncia de artrite de 100% em ratos Lewis e de 64% em Wistars, induzidos com M.
butyricum (Banik et al., 2002). A explicacéo para a grande incidéncia em Lewis estaria
na caracteristica inata desta linhagem de superproducédo de citocinas pré-inflamatérias
como IL-1 e TNF-a, enquanto os Wistars apresentam os mesmos mediadores em
resposta ao mesmo estresse inflamatério, porém em niveis séricos mais baixos (Banik
et al, 2002).

2. JUSTIFICATIVA

A justificativa do presente estudo é advinda da necessidade de novas
estratégias terapéuticas para o tratamento da artrite reumatéide (AR), as quais, quando
propostas, devem ser testadas em modelos animais. Estes precisam ter facilidade de
implementagdo, animais acessiveis, boa reprodutibilidade e as condigbes mais
préximas possiveis da artrite reumatdide humana. Um modelo que atende muito bem a

esses requisitos € a artrite induzida por adjuvante completo de Freund em ratos Lewis,
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cujo indutor pode ter como antigeno Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium
butyricum. Prop&e-se 0 estudo da atividade anti-inflamatéria da Pouteria nuda na AR
in-vivo, por ndo haver trabalhos com esta espécie nessa vertente e devido ao potencial
terapéutico no tratamento da inflamacdo detectado em outras espécies da familia

Sapotaceae.

2.1 JUSTIFICATIVA DE RENOVACAO DO PROJETO

Justifica-se a renovacao do projeto para o proximo periodo 2011/2012, tendo em
vista que o mesmo esta vinculado ao Projeto DINTER No. 482672/2010-2 — Edital
MCT/CNPQ 14/2010 — Universal, com verba liberada em dezembro de 2010, material
de consumo dependente de importacdo disponibilizado somente em abril de 2011 e a
confeccdo das laminas das articulagbes, microscopia para estudo histopatologico,
tabulacdo e andlise dos resultados levarem 8 meses para serem concluidos. Deste
modo, de posse dos dados dos experimentos pilotos realizados até o momento, a
avaliacao terapéutica esta prevista para o segundo semestre de 2011, estabelecendo-
se tempo habil para preparacdo do biotério e aclimatacdo dos animais. Ficando o

primeiro semestre de 2012 destinado a tabulacdo, analise e divulgacdo dos resultados.

3. OBJETIVOS

3.1 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.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
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A) Reproduzir o modelo de artrite por adjuvante completo de Freund

(CFA) em ratos Lewis.

B) Padronizar a dose de metotrexato a ser usada no grupo controle.

C) 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.

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

cronica articular através de histopatologia.

4. METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

O extrato aquoso da Pouteria nuda, planta coletada na Reserva Adolpho Ducke,
no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia (INPA), sera 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 ndo
possui ainda nome popular. Foi coletada e processada para obtencdo dos extratos
utilizando-se agua, metanol e cloroférmio 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 aquoso das folhas (32,15%) (Carneiro,
2007).
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4.2 ANIMAIS

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

Os experimentos serao realizados com ratos Lewis machos, com idade entre 5 a 6
semanas (190-210g), mantidos sob condi¢bes 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). Colocar-se-4 1 animal por gaiola e todos serdo devidamente aclimatados
uma semana antes dos experimentos. Os assoalhos das gaiolas serdo forrados com
pedacos de papel para minimizar a possibilidade de contato doloroso com a superficie
dura (Zhang et al., 2009).

Os grupos terdo os seguintes tamanhos amostrais:

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

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

Grupo lll: com inducéo de AA e expostos ao tratamento com metotrexato (n=6).

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

43 O METODO ANESTESICO COM HALOTANO E COMPOSTO DE
XILASINA E CETAMINA

O Halotano é um anestésico inalatério potente, de facil vaporizacdo, nao-
inflamavel e n&do-explosivo. Por nao irritar as vias respiratérias, € um excelente
anestésico para uso em ratos (Waynforth e Flecknell, 1991). De acordo com trabalhos
ja publicados a respeito da concentracao adequada para ratos, pode ser feita a indugéo
com concentragdo de 3%, durante um periodo de 2 a 3 min (Waynforth e Flecknell,
1991; Sauzen et al., 2009). Como ndo serdo realizados atos cirargicos longos, o
método anestésico serd limitado a inducdo, ndo sendo necessaria a etapa de
manutencao anestésica.

Para a inducao, sera utilizado o modelo de aparelho experimental para anestesia

de animais de pequeno porte, desenvolvido por professores do departamento de
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cirurgia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (Vivas et al., 2007). O dispositivo de
facil fabricacdo consiste dos seguintes materiais: uma camara de inducéo (vol. 3.880
mL) (1) com valvula unidirecional (2), um cilindro de vidro parcialmente preenchido com
agua (3), um compressor (4), um tubo direcionador de fluxo em forma de Y conectado a
dois reguladores de fluxo (5), um frasco de plastico (6) e um tubo de ensaio contendo
uma agulha, onde o anestésico sera colocado (7). O aparato permite a inducao
anestésica atraves da regulacdo do fluxo de anestésico para a camara de indugcdo com
grandes ou pequenas bolhas.

Segundo (Waynforth e Flecknell, 1991), a associacdo de xilasina e cetamina
(razdo 3:2, respectivamente) também se demonstra como 6timo anestésico, de
administracao pratica (injecao intramuscular, sem necessidade de aparatos) e com boa

duracéo — aproximadamente, 50 min.

4.4 ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE (AA)

O CFA sera preparado com 100 mg de Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Difco
Laboratories, Detroit, MI, USA) mortos pelo calor e liofilizados, emulsificados em 20 ml
de 6leo mineral . O Mycobacterium deve ser macerado com 2 ml de 6leo mineral em
grau e pistilo por dois minutos e em seguida emulsificado nos 18 ml restantes, através
de seringas conectadas por tempo superior a 10 minutos (Best, 1984).

ApGs a anestesia dos animais com halotano a 3% (inalacéo por 2-3 min) (Sauzen et
al., 2009; Waynforth e Flecknell, 1991), a area que recebera a injecdo sera depilada e
uma solucéo de alcool iodado (1%) sera aplicada nessa superficie para antissepsia. A
inducgéo da artrite sera feita mediante injecdo subcutanea de 200uL (0,2 ml) da solucéo
de CFA (5mg/ml de Mtb) na base da cauda (Zhang et al., 2009), com uma seringa de 1
mL e agulha 13 x 4,5 mm. Esse dia sera chamado de dia 0 (zero). De acordo com
experiéncias semelhantes quanto a linhagem de ratos e perfil do indutor (McPhee et al.,
2010; Wilson et al., 2006; Zhang et al., 2009) os primeiros sinais da artrite devem

aparecer entre 8 a 11 dias apos a injecéo.
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4.5 VIA DE ADMINISTRACAO DOS EXTRATOS DA Pouteria nuda

O extrato de P. nuda sera administrado por via oral, através de gavagem (intubacéo
gastrica)(Chengelis, 2008). A dosagem administrada do extrato aquoso para todos os

animais sera de 10 mL/Kg (Chengelis, 2008).

4.6 AVALIACAO MACROSCOPICA

A evolucdo do edema de pata sera avaliada através do paquimetro digital
MITUTOYO Série 500 “Absolut” (precisdo de 0,02 mm). (Lima, 2008; Rodrigues et al.,
2007).

4.7 EUTANASIA

Seguindo as orientacdes de Waynforth e Flecknell (1991), a eutandsia sera realizada
através de overdose anestésica de pentobarbital (120 mg/Kg) administrado
intraperitonealmente, o que levara os animais ao 6bito devido a paralisia do musculo
diafragmético e do coracdo, ap6s um estagio de sonoléncia. Para assegurar o
procedimento, deverd ser feito o deslocamento cervical subsequente.

Serdo submetidos ao método os 24 animais, dois de cada vez.

4.8 AVALIACAO HISTOLOGICA

Apoés a eutandsia, a pata com artrite induzida sera excisada e fixada em formol a
10% para preservagdo tecidual. Os pelos das patas serdo cortados e a pele sera
mantida. As patas serdo descalcificadas em solucdo de acido nitrico a 10 % durante 27
horas (Oliveira, 2008). Em seguida as pecas serdo preparadas para histologia

convencional (inclusédo em parafina).
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Os blocos de parafina serdo cortados em série com a utilizacdo de um microtomo
American Optical Spencer 820 para confeccdo das laminas histoldgicas. As laminas
preparadas serdo contra-coradas com Hematoxilina-Eosina e Alcian Blue pH 2.5.

As laminas coradas serdo analisadas e descritas e 0s melhores campos serao
fotografados utilizando-se um microscéopio Olympus BX41 acoplado a uma camera
fotografica C35DX.

Sera utilizado o protocolo descrito por Brenner et al. (2005) para avaliar os seguintes

parametros da articulagéo tibio-talar:

Histopatologia da Articulagdo — Protocolo de Interpretacéo

Animal:

Infiltrado Inflamatério Mononuclear
Hiperplasia Sinovial

Extensdo da Formacao de Pannus
Fibrose Sinovial

Angiogénese Sinovial

Erosao da Cartilagem

N o o M 0w bdhd P

Erosdo Ossea

4.8.1 ESTEREOLOGIA

Para a gquantificacado dos parametros histoldégicos descritos no protocolo de
Brenner et al. (2005) propbe-se o uso da estereologia. Estudos estereoldgicos sdo
cada vez mais frequentes na literatura, particularmente nos campos do
desenvolvimento/ evolucdo, patologia e neurociéncias. O desafio da estereologia é
interpretar o arranjo estrutural tridimensional interno com base na analise de cortes da
estrutura que mostram apenas uma informacdo bidimensional. S&o utilizados os
meétodos de avaliacdo de volume de Cavalieri e de Scherle. Um conjunto de acoes é

necessario para quantificar estruturas morfolégicas adequadamente (sem viés e de
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modo reprodutivel): amostragem correta, cortes aleatdrios e uniformemente isotropicos
(principio de Delesse), ferramentas estereoldgicas atualizadas (disector, fractionator,
nucleator, etc). Usando corretamente a estereologia pode-se realizar estudos
guantitativos com pouco esfor¢co. Eficiéncia em estereologia significa contar uma
amostra de cortes minima (pouco trabalho), gastando pouco (para preparar 0s cortes
para analise), mas com boa acuréacia (Lacerda, 2003).

@) estudo estereologico serd feito utilizando-se um sistema digital de
processamento e analise de imagens em computador. O sistema consiste de
Microscopio Leica, ao qual sera acoplada uma microcamera de video Sony, que capta
as imagens das laminas histologicas. Cada componente histolégico de interesse na
articulacdo sera analisado através dos principios mencionados acima no programa
para analise morfométrica Axio Visio, considerando o peso do animal. Serdo gerados
resultados quantitativos sobre a densidade volumétrica da sindvia, da cartilagem
articular, vasos sanguineos, macroéfagos, linfécitos e 0sso, 0 que permitira avaliar o

efeito das terapias em teste de modo reprodutivel.

4.9 ESTATISTICA

Para a andlise descritiva dos dados serdo utilizadas ferramentas de estatistica
basica que serdo expostas através de tabelas e graficos variados.

Os resultados serdo testados quanto a sua normalidade, independéncia e
homocedacidade através de testes estatisticos. Caso o0s resultados apresentem
comportamento aceitavel para estes pressupostos, uma ANOVA para comparagdo
entre grupos sera aplicada. Testes para a diferenca entre as médias seréo feitos caso
haja rejeicdo da hipétese nula, isto €, se confirme estatisticamente diferenca entre as
meédias. Se 0s mesmo ndo satisfizerem estes pressupostos, testes ndo paramétricos
serdo aplicados.

O nivel de significAncia adotado para todas as andlises sera de 5%. As analises

estatisticas serao realizadas nos pacotes estatisticos R e/ ou Minitab.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PROTOCOLO PARA PADRONIZACAO DO MODELO LOCAL DE ARTRITE
INDUZIDA POR ADJUVANTE

O primeiro experimento piloto objetivou a reproducédo do modelo experimental de
artrite induzida por adjuvante completo de Freund (CFA), a fim de estabelecer o pico da
artrite, considerando que o experimento sera realizado na regido amazoénica, 0 que
sugere a possibilidade de que a evolucdo natural da AA ndo obedeca fielmente o curso
padronizado pela literatura.

O padrao evolutivo da AA mais descrito é caracterizado pelo surgimento dos
primeiros sinais artriticos 7 dias apos a inoculacdo do adjuvante de Freund (CFA) na
base da cauda, com alteracdes histologicas articulares e edema de pata. O quadro
progride com o agravamento das alteragbes e do edema por mais 7 dias. Em torno de
14 a 20 dias ap0s a inoculacédo do CFA, o estado patolégico € maximo, com as maiores
alteracdes inflamatérias macro e microscopicas, fase chamada de pico. A partir deste
ponto, o quadro involui naturalmente, o edema desaparece, restando apenas as
modificacdes histologicas.

Por isso, é importante estabelecer muito bem esses momentos cruciais do
modelo na linha do tempo, dado que a doenca produzida no rato é auto-limitada, o que
inspira cuidados para saber exatamente quando instituir as terapias e quando coletar
as amostras para avaliar os efeitos, a fim de excluir do experimento a fase de involucdo
natural da artrite, de modo que essa nao seja falsamente confundida com um possivel
efeito positivo da terapia em teste.

Animais. Foram utilizadas 16 ratos Lewis, pesando entre 175 e 220g, mantidos
aclimatados sob temperatura 18-24°C, com oferta de agua e racdo ad libitum. Os
animais foram divididos em grupos de quatro ratos e mantidos em gaiolas apropriadas
na sala de experimentacdo do Biotério Central da Universidade Federal do Amazonas -
UFAM.
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Avaliacdo da Severidade de Artrite. A severidade de artrite foi avaliada pela
medida do didametro das patas dianteiras e traseiras ao nivel das metacarpo e
metatarsofalangeanas, utilizando-se um paquimetro digital Starret® (Figura 1), sendo o
didmetro expresso em milimetros. Também foi obtido o Escore de Severidade de Artrite
(ESA), segundo os graus: Grau Zero — sem artrite ou eritema; Grau 1 - leve eritema ou
edema de um dedo; Grau 2 - eritema e edema em mais de um dedo; Grau 3 - eritema e
edema de tornozelo ou punho; Grau 4 - completo edema e eritema dos dedos a
tornozelo ou punho, além de incapacidade de dobrar o punho ou tornozelo. O escore
foi obtido para as quatro patas de cada animal, num escore total de 16/animal. O
Escore Total de Severidade (ETS) representa a soma dos escores totais dos animais
gue foram anotados nos dias 0, 7, 22, 29 e 40, podendo-se atingir um ETS 256 quando
se considera que foram utilizados 16 animais neste experimento. As duas formas de
avaliacao de severidade de artrite, o diametro das patas e escore visual de severidade,
foram obtidas por observadores diferentes nos mesmos dias. A partir dos Escores
Totais de Severidade foi obtida a curva de cinética de artrite para este protocolo
(Gréfico 1).

y - -
¥ o W

Figura 2. Medida de Diametro de Pata Dianteira com edema Grau 2. O paquimetro é

posicionado junto as metacarpofalangeanas e ndo deve exercer pressao suficiente para

deformar a articulacao.
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Figura 3. A seta indica a papula do inoculado apds 14 dias de inoculacao, indicando que o
procedimento foi realizado corretamente induzindo inflamacéo. Adicionalmente é possivel
visualizar o aspecto violaceo das patas traseiras com edema até o joelho, sem anquilose,

caracterizando artrite Grau 3 (14° dia).

Andélise Estatistica: Os diametros das patas expressos em milimetros foram
analisados por Analise de Variancia (ANOVA) e através do teste de Tukey para
comparacao das médias. Para a obtencdo da curva padrdo de cinética da artrite, foi
aplicada analise de regressdo com modelo polinomial. As andlises foram realizadas no
software Minitab.

O Gréfico 1 mostra a Curva Cinética de Artrite no modelo em estudo. A linha em
azul mostra a curva obtida e a linha preta o resultado da regressao polinomial com
R?=0,7161. O grafico mostra o inicio do edema em torno do 20° dia de experimento,
com um pico maximo no escore de artrite no dia 29 de experimento, seguida de
recuperagdo total no 45° dia. Aplicando-se o modelo (y = 0,0004x4 - 0,0487x3 +
1,603x2 - 11,32x + 4,2466) o pico maximo de edema previsto situa-se entre o 25 e 30°
dia de experimento (Tabela 1). Esses dados estdo em contraste com as observagdes
de outros autores que situam o pico de artrite em torno do 14° ao 20° dia de
experimentacdo (Figura 3). Resultados semelhantes podem ser observados na analise
da cinética de artrite através do Diametro das Patas (Grafico 2), com a diferenca que
por este método de afericdo de severidade, a artrite s6 € notada a partir do 20° dia com
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significancia estatistica apenas entre o 7° e 40° dia de experimento (Nivel de Confianca
99,25% e p=0,001) .

250

200

150

100

50

Escore de Artrite

Cinética de Artrite - Modelo AIA

y =0,0004x*- 0,0487x3+ 1,603x2- 11,32x+ 4,2466
R2=0,7161

10 20 30 40

Dias

50

Gréfico 1. Cinética de Artrite (Linha Azul) e Curva Padrao apos Andlise de Regressdo. O

Pico de Artrite encontra-se descolado a direita em contraste com dados da literatura.

daily inspection, scoring, and weighing
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Figura 4. Cinética de Artrite a em Modelo AIA mostrando pico maximo de artrite em torno

do 20° dia de experimento. Extraido de Van Eden et al. (2001).

Alguns fatores podem estar relacionados a este comportamento atipico. Sabe-se

gue animais mais jovens e de menor peso tem maior resisténcia ao desenvolvimento

de artrite em contraste com os mais pesados (Van Eden, Wagenaar-Hilbers et al.,

2001). Foi observado que os animais de maior peso (em torno de 200g) desenvolveram
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artrite mais precoce e mais severa. Também houve artrite precoce nos animais que
desenvolveram ulceras na cauda, no local de inoculacao (Figura 6).

Por outro lado, Van Eden et al. (2001) consideram que o uso de CFA preparados
pelo fabricante e estocados por longos periodos ndo se constituem bons indutores de
AA. Este trabalho fez uso do CFA (Difco) preparado pelo fabricante (vide metodologia).
Cabe ressaltar que um numero diversificado de Micobactérias pode ser utilizado na
inducao de artrite (Whitehouse, 2007).

Figura 5. A seta indica Ulcera no local de inoculacdo relacionada a edema precoce e

severidade.

Variacbes de medida de diametro nas patas durante os procedimentos de
afericdo com paquimetro (dependente do pesquisador), a grande amplitude do peso
dos ratos (175 a 2209) pode ter influenciado as medidas dos dias 7, 14 e 29 de modo a
diferenca estatistica entre estes dias ndo ser significativa (Grafico 2). Ratas de maior
peso iniciando artrite mais precoce também podem ter contribuido com estas

variacoes.

26
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Gréfico 2. Boxplot individual do didametro das patas traseiras em grupos de quatro animais,

mostrando a ampla variagdo de medidas, quando feitas nas metacarpofalangeanas.

Cerca de 100% dos animais desenvolveram algum grau de artrite, sem os graus
3 e 4 (mais severos) mais prevalentes entre as ratas, sobretudo as de maior peso
(Figura 4). A comparacdo dos resultados de avaliacdo de severidade de artrite por
diferentes observadores e métodos demonstra que houve artrite e ambos os métodos
detectaram (com diferencas) o fenémeno de edema.

De conformidade com os objetivos deste trabalho, na Tabela 1 estédo
relacionados os procedimentos adotados neste projeto, seus resultados, bem como as
modificacdes de protocolo a fim de otimizar resultados em outros experimentos. Em
relacdo a mensuracao de artrite, pode-se destacar como procedimentos alternativos

adotados a afericdo de didmetro de edema nos joelhos.
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Tabela 1. Principais resultados observados neste trabalho e sugestdo de padrdes para o

modelo AA.
Item Padrdes Utilizados e Resultados Padrdes Adotados
Niumero de Amimais 16 Grupo Minimo — 8 animais
Sexo Fémeas A Critério do Pesquisador
Peso 175-220g 200-220g
Adjuvante Completo de Freud Difco — M. tuberculosis cepa Alternativa: M. bovis (Butantd)

H37Ra

Incidéncia de Artrite 98 — 100% -
Pico de Artrite (dias) 29 dias 27%a 35° dias (Curva Padrio)

Didmetro Dianteiro Maximo (Média/Mediana)
Didmetro Trazeiro Maximo (Média/Mediana)
Escore Maximo,/animal

Escore Total Maximo

Recuperacao Total

Periodo ldeal para Experimentacdo de Farmacos
Dias |deais para Avaliacdo de Severidade

Locais Ideais para Medida de Didmetro

Dias de Sacrificio para Analise Histopatologica

36,27 / 36,47 no 29° dia -
43,63 /43,16 no 29° dia -

11,62 -
198 no 29° dia 122 no 27 e 35 “dias
45 dias 45 dias
0e 7° dias 0-10°dias
0,7°, 14° 28-32°, 40°, 45° dias -
Metatarsofalangeanas Joelho Posterior

14°, 25°, 35° e 40° dias -

Figura 6. Fotodocumentagdo para demonstracdo dos Escores de Artrite. A esquerda as setas pretas

indicam edema de metacarpo falangeanas em dois dedos, com auséncia de edema em alguns (seta

vermelha), edema de punho, sem anquilose caracterizando Grau 2 de severidade. A seta laranja (a

direita) anquilose de joelho, com marcado edema (Grau4). Abaixo a edema acentuado dos dedos das

patas dianteiras, no detalhe auséncia de edema do punho (seta branca).
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5.2 EXPERIMENTO PILOTO PARA PADRONIZACAO DA DOSE CONTROLE DE
METOTREXATO

Para padronizar a dose do metotrexato foram utilizados 24 ratos Lewis, machos
adultos, com peso entre 190g e 220g, divididos em seis grupos de 4 animais, sendo um
grupo Controle negativo (sem inducédo e sem tratamento); um grupo Controle positivo
(com inducédo e sem tratamento), e 4 grupos Testes (com inducdo e tratamento com
metotrexato), sendo estes grupos separados nas doses semanais de 25ug, 75ug,
150ug e 250ug. Essas doses foram calculadas a partir de doses usadas em humanos
entre 0,1mg e 2mg/Kg/Semana. Os animais foram inoculados com adjuvante de Freund
na base da cauda no dia zero, além de receber duas doses de MTX, correspondentes,
nos dia 14 e 21 do experimento. No dia 28 foram realizadas a pesagem, coleta de
sangue e eutanasia. O edema da pata direita dos ratos de diferentes grupos foi medido
por paquimetria (mm). A partir das amostras de sangue foram realizados hemograma e
bioquimica. Os resultados foram analisados estatisticamente através de Analise de
Variancia (ANOVA) para comparacao de médias (assumindo p<0,05) e Teste de Tukey
para andlise pos-hoc. A Curva Dose-Resposta mostrou que doses acima de
150ug/semana nao produzem efeito adicional para redugdo de edema. Além disso, a
comparacao da leucometria dos diferentes grupos mostrou que nao houve influéncia do
metotrexato sobre a contagem de células nas doses selecionadas (p=0,308). O estudo
da funcido hepatica revelou que a dose de 250ug/semana foi a mais hepatotdxica
(p=0,040).
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Efeito do MTX Sobre Edema de Pata em 28 Dias
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3,9 . =
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3,74
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Dose de Methotrexate

Figura 7. Melhor efeito terapéutico esteve entre 75 e 150ug/ semana.

Curva Dose-Resposta de MTX Sobre Modelo AIA
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Figura 8. A Curva Dose-Resposta mostrou que doses acima de 150ug/semana nao produzem
efeito adicional para reducéo de edema.

Os resultados deste experimento piloto foram apresentados na VI Reuniédo
Regional da Federacdo de Sociedade de Biologia Experimental — FeSBE, realizada no
Centro de Convencgdes do Studio 5, de 26 a 28 de maio de 2011, na forma de péster ,
sob o titulo PADRONIZAQAO DA DOSE DE METOTREXATO EM MODELO
EXPERIMENTAL DE ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE EM RATOS LEWIS
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6. CONCLUSAO

O modelo experimental de artrite induzida por adjuvante para avaliacdes
terapéuticas pode ser reproduzido de modo eficiente nas condi¢des locais. Os dados
experimentais como a Curva Padrdo para Cinética de Artrite e a Curva Dose-Resposta
do metotrexato permitiram o delineamento dos padrdes a serem adotados no futuro
experimento para a avaliacdo da eficacia terapéutica do extrato aquoso da Pouteria
nuda, a ser realizado no segundo semestre de 2011. A andlise histoldgica, onde
antigamente era comum o0 uso de protocolos geradores de dados observador-
dependente, com o auxilio da estereologia, possibilitara uma avaliacdo confiavel da
influéncia do extrato no dano articular, ao combinar métodos sistematizados e
randomizados de coleta de amostras com a analise de programas de computador

especificos. Sem duvida, os resultados serdo muito mais confiaveis e reprodutiveis.
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Experimento piloto X [ X |X
Experimento X X
Coleta de dados X X X X
Avaliacdo e tabulacdo dos X X
resultados
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