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RESUMO

Himatanthus drasticus € uma planta laticifera pertencente a familia Apocynaceae
encontrada na Ameérica do Sul e conhecida popularmente como janaguba. Seu latex
€ conhecido como “leite de janaguba” e apresenta varias atividades farmacolégicas.
O presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito das proteinas isoladas do
latex de Himatanthus drasticus (HALP) em modelo de artrite experimental induzida
por zymosan (Zy). A artrite foi induzida em camundongos machos swiss (n=6)
através da administracdo de 0,1 mg Zy i.a. Os animais foram tratados com HdLP (5
e 50 mg/kg i.v.) ou Salina i.v. 1 hora apds o Zy e com HdALP (50 mg/kg v.0.) ou
Dexametasona (2 mg/kg s.c.) 1 hora antes do Zy. Seis horas apds a inducao os
animais foram eutanasiados, foi realizada a lavagem da articulacdo e o lavado
articular coletado para avaliacao do efeito de HALP sobre a migracao de leucécitos,
atividade da mieloperoxidase (MPO) e liberacdo de mediadores inflamatorios (NO,
TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10). O edema foi avaliado pela medicdo do diametro
transversal da articulacdo e pela avaliagdo da permeabilidade vascular. Além disso,
foi avaliado o efeito de HALP sobre processo inflamatdrio na membrana sinovial e
sobre a hipernocicep¢do mecanica utilizando uma versao eletronica (VonFrey). Para
as anadlises estatisticas foi utilizado o teste ANOVA/Bonferroni ou Kruskal
Wallis/Dunns; p <0,05 foi considerado significante. Este estudo foi aprovado pela
Comissao de ética em Pesquisas com Animais da UFC - CEPA (38/14). HdLP 50
mg/kg i.v. apresentou uma diminuicdo significativa na contagem de leucécitos, nos
niveis de MPO e na liberacdo de medidores inflamatérios (NO, IL-1B, e IL-6).
Também foi observado uma diminuicdo do edema e no dano a membrana sinovial.
Na hipernocicep¢cdo mecanica os grupos (HdLP 50 mg/kg i.v. e 50 mg/kg v.0.)
apresentaram um aumento no limiar nociceptivo. HdALP apresenta atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria no modelo de artrite induzida por Zy. O efeito
parece estar relacionado com a diminuicdo da migracdo de neutrofilos e da liberagcéo
de mediadores inflamatdrios, reduzindo o dano na membrana sinovial e a
hipernocicepcéao.

Palavras chaves: Artrite, Apocynaceae, Neutrofilos, Latex.



PROTEIN ISOLATED FROM Himatanthus drasticus LATEX ( MART . ) Plumel
APOCYNACEAE REDUCE INFLAMMATORY RESPONSE AND NOCICEPTIVE IN
ARTHRITIS INDUCED BY ZYMOSAN IN MICE

ABSTRACT

Himatanthus drasticus is a laticiferous plant of the family Apocynaceae found in
South America and popularly known as janaguba. Your latex is known as "janaguba
milk" and has several pharmacological activities. This work aimed to study the effect
of isolated proteins from Himatanthus drasticus latex (HALP) zymosan (Zy) induced
arthritis. Arthritis was induced in male Swiss mice (n = 6) by administering 0.1 mg Zy
intra-articular. The animals were treated with HALP (5 and 50 mg/kg i.v.) or Saline i.v.
1 hour after the Zy and HdLP (50 mg/kg v.0.) or Dexamethasone (2 mg/kg s.c.) 1
hour before Zy. After six hours of induction the animals were euthanized, the joint
washing carried, and collected for leukocyte count, determination of the
myeloperoxidase (MPO) activity and inflammatory mediators (NO, TNF-a, IL-1pB, IL-6
and IL-10). The edema was evaluated by measuring the diameter articular and the
vascular permeabilitym through extravasation. In addition, we evaluated the effect of
HdLP on synovial inflammation as well the mechanical hypernociception. For
statistical analysis we used the ANOVA/Bonferroni or Kruskal Wallis/Dunns; p <0.05
considered significant. This study was approved by the Ethics Committee on Animal
Research of the UFC - CEPA (38/14). HALP (50 mg/kg i.v.) a significant decrease on
the leukocyte count in MPO activity and levels (NO, IL-1B3, and IL-6). It was also
observed a decrease in swelling and damage to the synovial membrane. The
nociceptive threshold was increased by HALP 50 mg/kg i.v. and 50 mg/kg v.o. HALP
has antinociceptive and anti-inflammatory activity in the model of arthritis induced by
Zy. The effect seems to be related to the decreased migration of neutrophils and the
release of inflammatory mediators, reducing damage to the synovial membrane and
hypernociception.

Keywords: Arthritis. Apocynaceae, Neutrophils, Latex.
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1. INTRODUCAO
1.1 Artrite

O termo artrite € utilizado na Saude Publica para descrever mais de 100
condicbes que afetam as articulacbes e seus tecidos adjacentes. O padréo, a
gravidade dos sintomas e localizacdo pode variar, dependendo da forma especifica
da doenca. Geralmente sdo caracterizadas por dor e rigidez em torno e uma ou mais
articulacbes desenvolvendo-se gradualmente ou de repente. Estima-se que no ano
de 2003 nos EUA, os gastos com doencas reumaticas chegaram a cerca de 128
milhdes de doélares (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2014). As principais artropatias inflamatérias que sédo encontrados na pratica clinica
sdo a artrite reumatdide, artropatia psoriatica, artrite reativa e espondilite
anquilosante (FLEMMING, BERNARD, 2013).

A artrite reumatdide (AR) € a artropatia crénica inflamatéria mais
prevalente e a maior responsavel por invalidez, seja ela temporéria ou permanente
(JUNIOR e ROCHA, 2006). E uma doenca autoimune ocorrendo por uma falha no
sistema imune (sistema de defesa do corpo) acionando-o contra tecidos saudaveis,
nesse caso contra as articulagbes (AMERICAN COLLEGE OF RHEUMATHOLOGY,
2012).

Nos Estados Unidos o niumero de adultos acometidos pela doenca chega
a 50 milhdes (22%) e baseando-se nos dados atuais acredita-se que no ano de 2030
esse numero possa a chegar a 67 milhdes (25%) (Centers for Disease Control and
Prevention, 2013). No Brasil estima-se que a AR acometa cerca de 1,3 milh&do de
pessoas e que estes numeros devem aumentar com 0 crescimento da populagéo
idosa (MOTA et al., 2011). A AR é mais prevalente em mulheres numa proporgédo de

3:1 em relacdo aos homens, acomete diversos grupos populacionais e ocorre em
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todas as etnias. Geralmente os primeiros sintomas aparecem depois dos 40 anos,
no entanto nas mulheres esses sintomas podem aparecer mais precocemente (VAZ
et al., 2013).

A principal caracteristica da AR é o acometimento simétrico das pequenas
e das grandes articulaces, sendo as articulagbes das méaos e dos pés as mais
afetadas. O desenvolvimento da doenca acarreta uma importante limitacédo
funcional, podendo chegar a uma perda da capacidade laboral, além de
deformidades irreversiveis, por isso a importancia do diagndstico ser feito na fase
inicial da doenca para iniciar o tratamento e o controle da doenca, evitando o seu
avanco e uma menor sobrevida (MOTA et al.,, 2013). Entre as manifestacdes
articulares estdo: dor e entumecimento, derrames em grandes articulacoes, rigidez
matinal, atrofia muscular periarticular, deformidades. Em relacdo as manifestacées
extra articulares podem ocorrer: febre, astenia, fadiga, modificacbes cutaneas e
vasculares, linfadenopatia, esplenomegalia, manifestacbes oculares, cardiacas,
respiratérias, neuropatias reumaticas, anemia e a presenca de nédulos reumatoides
subcutaneos (FERREIRA et al., 2008).

Sabe-se que a AR inicia-se com a ativacdo dos linfécitos T CD4+ que
recrutam antigenos artritogénicos no tecido sinovial. Estes linfécitos causam uma
estimulacdo dos mondcitos, macrofagos e fibroblastos sinoviais que secretam
metaloproteinases, enzimas envolvidas na erosdo e degradacdo de 0Ssos e
cartilagens (HIRUMA-LIMA, 2012). Acredita-se também que o desenvolvimento da
AR esta relacionado a outros fatores como a influéncia de fatores genéticos e
ambientais (MACGREGOR et al.,, 2000). A hereditariedade é o fator de risco
predominante estando relacionada aos antigenos leucocitarios humanos (HLA). A

presenca dos alelos HLA-DRBL1 é o fator genético mais importante de suscetibilidade
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para a AR, sendo também um indicativo de maior gravidade da doenca (USNAYO et
al., 2011).

O tratamento da AR tem como objetivo prevenir ou controlar a leséo
articular, prevenir a perda de funcdo e diminuir a dor, com intuito de melhorar a
qualidade de vida dos pacientes (BERTOLO et al., 2007). A remissdo completa da
doenca com o tratamento raramente é alcancada, além disso, os medicamentos
utiizados atualmente causam diversos efeitos adversos e necessitam de
monitoramento cuidadoso (ARTHRITIS FOUNDATION, 2014). Atualmente, as
classes de medicamentos utilizadas s&o: analgésicos, anti-inflamatérios nao
esteroides (AINES), corticosteroides, farmacos antirreumaticos modificadores da
doenca (DMARD) e terapias com agentes biologicos, como bloqueadores de TNF,
depletores de linfocitos B e moduladores da co-estimulacédo (BRATS, 2012).

Os analgésicos sao utilizados para aliviar as dores, os anti-inflamatorios
reduzem a inflamacdo que acompanha a doenca, 0s corticosteroides tratam a
inflamacdo das articulacbes e 0Orgdos, os medicamentos antirreumaticos
modificadores da doenca sao utilizados para diminuir ou parar o desenvolvimento da
doenca e os agentes biolégicos para controlar a resposta imune (ARTHRITIS
FOUNDATION, 2014). Além disso, esses medicamentos também podem ocasionar
diversos efeitos adversos, dentre eles os mais comuns sdo anemia, neutropenia,
nauseas, diarreia, vémitos, mucosite, alteracdes das enzimas hepaticas, dor
abdominal e exantema cutdneo. J4 em relacdo aos agentes bioldgicos essas
reacoes podem ser mais graves como aumento na chance de infecgbes, disfuncdo
cardiaca, fendmenos autoimunes (producdo de auto anticorpos), vasculites

cutaneas, doenca pulmonar entre outros (MOTA et al., 2011).
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A artrite psoriatica (AP) pode ser definida como doenca inflamatoria
cronica das articulacdes sinoviais associada a psoriase, uma afeccdo cutanea
inflamatoria poligénica com fatores desencadeantes como traumas, infeccdes e
medicamentos caracterizada pela presenca de placas eritematosas e descamativas
de bordas bem definidas. Geralmente é negativa para o fator reumatoide (FR) e
encontra-se atualmente classificada no grupo das espondiloartrites e as
manifestacbes clinicas comuns sdo a artrite de articulagbes periféricas e do
esqueleto axial. A Fundacao Nacional de Psoriase nha América do Norte, estima que
a prevaléncia da AP esteja estimada em cerca de 0,25% na populacdo americana

(RUIZ, AZEVEDO, SANTOS, 2012; CHANDAN et al., 2008).

Artrite reativa, conhecida antigamente como doenca de Reiter, € uma
espondiloartrite que ocorre frequentemente em pacientes do sexo masculino apos
uma doenca infecciosa, por exemplo, doenca sexualmente transmissivel ou
diarréica. Apresenta uma forte predilecdo pelos membros inferiores e como outras
artropatias pode ser confundido com uma lesdo esportiva. E auto-limitada na maioria
dos pacientes, mas pode evoluir para a doenca incapacitante grave (FLEMMING,

BERNARD, 2013).

Espondilite anquilosante (EA) é uma doenca inflamatéria crbnica que
acomete preferencialmente a coluna vertebral, podendo evoluir com rigidez e
limitac&o funcional progressiva do esqueleto axial. Geralmente inicia a partir dos 20
anos e preferencialmente em individuos do sexo masculino. O sintoma inicial é a
lombalgia inflamatodria, com rigidez matinal prolongada e predominio dos sintomas

axiais durante sua evolucao (SAMPAIO-BARROS et al., 2007).



1.2 Inflamagao na articulagao

A articulacdo € recoberta pela cartilagem articular, ligamentos e pela
membrana sinovial que delimita a cavidade preenchida pelo liquido sinovial. Essa
membrana € constituida por sinoviocitos do tipo A, macréfagos sinoviais, e do tipo B,
fibroblastos sinoviais, vasos sanguineos e nervos sensoriais, enquanto a cartilagem
articular € composta por uma matriz extracelular (colageno, proteoglicanos e acido
hialurdnico) e pelos condrécitos (FERNANDES et al., 2007).

O desenvolvimento da inflamacdo na articulacdo ocasiona inicialmente
algumas alteracdes como danos nas células endoteliais, edema sinovial, deposicao
de fibrina, invasdo de leucdcitos polimorfonucleares e hiperplasia nas células de
revestimento (CASSIM, MODY e BHOOLA, 2002).

Em resposta a inflamacdo, a membrana sinovial sofre mudancas que
podem comprometé-la, ocorre hiperplasia do revestimento sinovial, proliferacdo de
vasos sanguineos e ativacdo de células endoteliais, as quais sdo estimuladas a
produzir moléculas de adesdo e quimiotaxinas que facilitam o influxo de células
inflamatérias adicionais (FALEIRO, ARAUJO e VARAVALLO, 2011). Os fibroblastos
sinoviais sdo ativados por citocinas proé-inflamatérias e proliferam desenvolvendo um
tecido hiperplasico. Esse tecido proliferativo cresce como um tumor benigno
invadindo a cartilagem, ativando os condrdcitos e liberando enzimas proteoliticas
que degradam a cartilagem e o0 o0sso, além disso, ocorre um aumento da
permeabilidade vascular o que gera um aumento no fluido sinovial, como resultado
desse processo inflamatorio ocorre erosao e destruicdo das articulacdes, do 0sso
subcondral, dos tendbes e ligamentos, o que leva a um quadro de dor e

incapacitacdo (FERNANDES, 2008; FILIPPIN, 2008; KHURANA e BERNEY, 2005).
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Uma articulacéo inflamada apresenta hiperplasia da sinévia, aumento do
fluido sinovial, grandes infiltrados celulares (neutréfilos, macréfagos, fibroblastos,
células T, células B e células dendriticas), levando a uma eroséo e remodelamento
do osso e da cartilagem da articulacdo (WIPKE e ALLEN, 2001).

As células T, células B e macréfagos infiltram a sindvia e formam
agregados linfoides, enquanto macréfagos e fibroblastos sinoviocitos causam
hiperplasia de enzimas secretoras degradativas. No entanto, antes desses eventos
ocorrerem, 0s neutrofilos migram para o liquido sinovial, onde eles atuam como
fagdcitos liberando proteases. Os neutréfilos fazem parte da imunidade inata e séo
importantes para a defesa patogénica. E o primeiro tipo de célula a chegar aos
locais de inflamac&o, seguido por mondcitos (CASCAO et al., 2010). Os neutrofilos
geram sinais quimiotaticos que atraem mondcitos e células dendriticas (CD), além
de influenciar na diferenciacdo de macrofagos com a producao de citocinas como o
fator de necrose tumoral (TNF-a). TNF-a também é um estimulador de linf6citos B,
ajudando na sua proliferacdo e maturacdo e juntamente com o IFN-y também atua
na diferenciacéo de células T (NATHAN, 2006).

A funcdo principal dos neutréfilos € reconhecer, fagocitar e destruir
microorganismos  invasores protegendo o0 hospedeiro de infeccdes,
consequentemente ocorre a producdo de espécies reativas de oxigénio e uma
variedade de proteases, as quais sao citotoxicas podendo causar danos teciduais
(WIPKE e ALLEN, 2001). Essas células de defesa séo atraidas até as articulacdes
por meio de quimioatraentes, onde sao expostas a uma variedade de citocinas proé-
inflamatorias como IL-1B8, TNF-a e IL-6, que alteram sua ativacéo, funcdo e processo

apoptético (DOMINICAL et al., 2010).
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As citocinas sao proteinas de baixo peso molecular, responsaveis pela
comunicagao direta entre as células, participam das respostas fisioldgicas e sao
importantes no desenvolvimento da inflamacéo e da resposta do sistema imune
(CASSIM, MODY e BHOOLA, 2002).

As citocinas provenientes de macrofagos e fibroblastos apresentam-se
em grandes quantidades na membrana sinovial, onde se observa um predominio da
atividade das células Thl e uma baixa atividade de células Th2. Portanto, na artrite
ocorre um desequilibrio na regulacdo da amplitude e duracdo da inflamacéo, as
citocinas proé-inflamatérias predominam, onde TNF-a, IL-18 e IL-6 apresentam maior
destaque. No entanto, mesmo com esse predominio de citocinas pro-inflamatorias
também se observa a presenca de mediadores anti-inflamatérios como a IL-10, mas
em niveis insuficientes para suprimir a inflamacédo (CHOY, 2012; TAYLOR, MEHTA
e TULL, 2010; FURTADO et al., 2012).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma citocina pro-inflamatdria
gue exerce efeito sobre diferentes tipos de células e desempenha papel critico na
patogénese das doencas inflamatérias crénicas como a AR. Exerce acédo citotoxica
sobre diferentes tipos de linfécitos e células endoteliais, estimulando sua apoptose
(MOTA et al.,, 2014). Esta citocina pode ser secretada por macrofagos, células
linfoides e endoteliais, adipdcitos, fibroblastos dentre outras. (AZEVEDO,
FAVRETTO e SANTOS JUNIOR, 2010). O TNF-a é capaz de induzir a secrecao de
outras citocinas inflamatérias como a IL-1 e IL-6. Além disso, a presenca do TNF-a
em altas concentragcdes no liquido sinovial induz a sua prépria producdo pelos
monaocitos e macréfagos. Esta citocina, juntamente com a IL-1, estimula fibroblastos,
condrécitos e osteoclastos a liberarem metaloproteinases da matriz que agem

diretamente na destruicdo da cartilagem articular. TNF-a também inibe a producéo
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de alguns mediadores teciduais que tém como funcéo inativar as metaloproteinases
da matriz, gerando uma maior destruicao articular (CHOY e PANAYI, 2001). Essas
duas citocinas também promovem a expressao de moléculas de adesao nas células
endoteliais do tecido sinovial levando ao recrutamento de neutrofilos para dentro das
articulacbes, onde esses neutrofilos atuam liberando uma série de enzimas que
degradam a cartilagem. Por fim, essa sequéncia de eventos resulta em um dano
articular intenso quando se soma a producdo aumentada de metaloproteinases da
matriz e o recrutamento de polimorfonucleares, os quais promovem a destruicdo da
cartilagem articular podendo levar a uma erosao 0ssea (KAY, CALABRESE, 2004).

A IL-1B8 é uma citocina proé-inflamatéria produzida principalmente por
macrofagos, sendo crucial para o desenvolvimento da artrite. Essa citocina € capaz
de ativar varios tipos de células como células T e B, fibroblastos, osteoblastos,
células endoteliais e epiteliais, além de estimular a producdo de mediadores pro-
inflamatérios como IL-6 e TNF-a. Estimula a producao das células T, levando a uma
ativacao de células B o que favorece a uma producdo de anticorpos ocasionando a
perpetuacdo da doenca. IL-1B também esta envolvida na diferenciacdo de células
Th1l7. (BURGUER et al., 2006).

A IL-6 é uma citocina que atua em diferentes células, sendo encontrada
em altos niveis em diversas doencas inflamatérias. A IL-6 atua estimulando
hepatécitos a produzirem proteinas de fase aguda, por exemplo, a proteina C
reativa, fibrinogénio e proteina amiloide A, além de atuar na diminui¢do da producao
de albumina (SOUZA et al., 2010). Possui efeitos sobre a maturagéo e ativacao de
células B e T, macréfagos, condrdcitos, osteoclastos, e células endoteliais, também
apresenta efeitos sobre a hematopoiese na medula éssea (BRENNAN e MCLNNES,

2008). Na artrite a producéo da IL-6 resulta no recrutamento de células inflamatorias
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mononucleares. Além disso, promove 0 recrutamento de células T através da
regulacdo da secrecdo de quimiocinas durante a inflamac&o e contribui para o
desenvolvimento de células B, desempenhando assim um papel importante em
varias doencas inflamatorias (CHOY, 2011).

A IL-17 é uma citocina pro-inflamatoéria e também esta relacionada com o
desenvolvimento da artrite, um estudo demonstrou que essa citocina € bastante
produzida no tecido sinovial acometido por essa doenca (CHABAUD et al., 1999). A
IL-17 atua sobre varios tipos de células incluindo células do sistema imunoldgico,
células epiteliais e fibroblastos. Essa citocina induz a producédo de outras citocinas
inflamatorias, por exemplo, IL-1B e TNF-q, levando ao recrutamento e ativacdo de
neutrofilos, linfocitos e macréfagos, resultando em uma inflamacéo local e danos nos
tecidos. A IL-17 também pode induzir diretamente uma lesdo no tecido pela hiper-
regulacdo da expressdo de metaloproteinases na matriz (BURMESTER, FEIST e
DONER, 2014).

A regulacéo da inflamacé&o ocorre predominantemente pelas citocinas pro-
inflamatodrias, no entanto essa regulacdo também pode ser influenciada pelas
citocinas anti-inflamatorias, tais como a Interleucina-4 (IL-4) e Interleucina-10 (IL-
10). Estes mediadores podem atuar inibindo a atividade de células Thl. Além disso,
eles também podem ter um efeito inibidor direto sobre a atividade de macré6fagos na
membrana sinovial (LUBBERTS e BERG, 2000). IL-4 é produzida por células Th2 e
participa da diferenciacdo de células B, enquanto a IL-10 é produzida por mondécitos,
macroéfagos, células T e B. Essas citocinas podem atuar inibindo a produgéo de IL-
18 e TNF-q, resultando na inibicdo da degradacao da cartilagem (CHOY e PANAYI,
2001). A IL-4 tem um efeito inibidor sobre a degradacdo de proteoglicanos na

cartilagem articular, inibindo a secrecdo de metaloproteinases e reduzindo a
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producado de proteoglicanos. Ja a IL-10 esta envolvida na estimulacao da sintese de
colageno do tipo Il e na inibicdo da producdo de metaloproteinases. Além disso,
tanto a IL-10 como a IL-4 inibem a apoptose dos condrécitos (PIOTR,
PONIATOWSKI e SZUKIEWICZ, 2014).

O oxido nitrico (NO) € uma molécula produzida endogenamente que
desempenha um papel critico na sinalizacao celular, e que esta envolvida em varios
processos fisiolégicos como na regulacdo do tdbnus muscular e na modulacdo do
sistema imunoldgico, além de sua acao bactericida. O NO € produzido pela enzima
oxido nitrico sintase (NOS), a qual possui trés isoformas a NOS neuronal (nNOS),
NOS induzivel (iNOS) e NOS endotelial (eNOS). Essa enzima sintetiza o NO a partir
da L-arginina e oxigénio, utilizando a nicotinamida adenina dinucleotideo-fosfato
reduzida (NADPH) (ROCHA et al., 2003; DUSSE, VIEIRA, CARVALHO, 2003).

Em artropatias inflamatérias as células residentes articulares como
sinoviocitos e condrdcitos, além dos osteoblastos sdo capazes de liberar NO, seja
pela forma constitutiva, ou por estimulo de citocinas inflamatérias como TNF e IL-1
(LEITE et al., 2009).

NO atua ativando metaloproteinases da matriz, inibindo a sintese do
colageno e proteoglicano pelos condrécitos, e promovendo a vasodilatacdo, levando
ao influxo de fluido e células para o sitio inflamatério, o que resulta em destruicao
articular, edema e dor (BINGHAM, 2002).

Na inflamacdo das articulagcdes ocorre a formacédo de espécies reativas
de oxigénio (EROS) e de radicais livres (RLs), levando ao estresse oxidativo, o qual
pode provocar fenbmenos autoimunes e destruicdo do tecido conjuntivo no interior
da sindvia (ALl et al.,, 2014). As espécies reativas de oxigénio representam 0s

mediadores e efetores da lesdo da cartilagem, pois quando produzidos em excesso
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podem levar a uma aceleracdo no dano a cartilagem articular e ativacdo de
osteoclastos (FILIPPIN et al., 2008). NO combinado com anion superoxido também
pode produzir peroxinitrito, que promove a apoptose dos condrécitos (BINGHAM,

2002).

1.3 Modelos experimentais de artrite

Os modelos de artrite em animais auxiliam na elucidacao da fisiopatologia
da doenca, além de permitir o estudo de possiveis tratamentos para reduzir ou
bloquear o processo inflamatdrio desenvolvido na artrite. Para induzir a artrite
experimentalmente sdo utilizadas algumas substancias como o adjuvante completo
de Freund (CFA), antigenos, colageno ou zymosan (CARDOSO et al., 2010).

O modelo de artrite induzida por adjuvante € um modelo que reproduz em
animais os sinais e sintomas semelhantes a artrite em humanos. O modelo imita a
patologia da doenca, incluindo alteracBes histopatologicas, infiltracéo,
hipersensibilidade e inchaco da articulacdo afetada (GOMES et al., 2014; BARTON
et al., 2007). O modelo de inducédo por antigeno (AIA) também é utilizado por
mimetizar caracteristicas da artrite em humanos, por exemplo, hiperplasia da
membrana sinovial, infiltracdo inflamatéria das articulacdes e destruicdo da
cartilagem. AIA pode ser induzida por uma imunizagao sistémica com albumina de
soro bovino metilada (mMBSA), ovalbumina (OVA), acido hialurbnico entre outros,
desencadeando uma reacao inflamatéria aguda (ROTH et. al., 2005; POHLERS et.
al., 2004). O modelo de inducdo por colageno também apresenta varios dos
parametros clinicos e imunologicos observados na doenca humana. Esse modelo &

bastante reprodutivel e tem sido utilizado para identificar os mecanismos
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patogénicos da doenca e para teste de novas terapéuticas (BRAND, LATHAM,
ROSLONIEC, 2007).

A artrite induzida por zymosan (Zy) € um modelo de baixo custo
operacional, possui inicio definido e permite a reproducdo da lesdo em um pequeno
prazo, podendo ser utilizado em modelos agudos. O modelo mimetiza a inflamacao
gue ocorre na fase aguda da doenca em humanos. O zymosan € um polissacarideo
derivado da parede celular de um fungo Saccharomyces cerevisiae, onde a [3-
glucana é seu componente estrutural principal. A B-glucana caracteriza-se por suas
propriedades de imunoestimulacdo, sendo bastante utilizada para estudar o efeito
dos leucécitos em modelos inflamatérios (JUNIOR e ROCHA, 2006; FRASNELLI et
al., 2004).

O Zy pode ser injetado em tecidos, na pele, cavidade peritoneal ou intra-
articular produzindo uma reacédo inflamatéria. Os mecanismos de ativacdo dessa
reacdo inflamatéria sdo varios podendo ativar a via alternativa do complemento,
induzir a degranulacdo de mastécitos para liberacdo de aminas vasoativas como
serotonina e histamina, capaz de gerar produtos do metabolismo do acido
araquidénico, além de estimular a liberacdo de mediadores inflamatérios por
macrofagos, neutroéfilos e células sinoviais (CHAVES et al., 2011).

A injecao intra-articular de Zy ocasiona a incapacitacdo articular e a partir
da terceira hora ap6s a administracdo do Zy pode-se observar a presenca de
hiperalgesia. A partir de sexta hora apds a administragdo do Zy ocorre o0 aumento da
permeabilidade vascular, edema e intenso influxo leucocitario na cavidade articular,
levando a uma sinovite progressiva com infiltrado celular e ativacéo de fibroblastos.

Também ocorre a participacdo do NO nesse modelo experimental, observando-se
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um aumento dos niveis de nitrato/nitrito nos exsudatos articulares (LEITE et al.,
2009; ROCHA et al., 2008).

O modelo também pode ser utilizado para estudar a fase crbénica da
artrite. JUNIOR e ROCHA (2003) evidenciaram que até o 28° dia apés a injecédo do
zymosan a sinovite persiste, havendo formacdo de células gigantes e intensa
proliferacdo linfocitaria na membrana sinovial. As células gigantes podem ser
observadas a partir do 14° dia de artrite e a inflamac&o ocasionada na articulacao
lembra o pannus reumatoide, levando a lise da cartilagem articular e do 0sso
subcondral. Inicialmente, a inflamacéo associada a inje¢cdo do zymosan foi atribuida
a ativacdo do complemento e liberacdo de enzimas lisossomiais a partir de células
inflamatdrias migradas para o local. O estudo de Frasnelli et al.,(2005) utilizando
camundongos knockout para o receptor do tipo type Il toll-like receptors (TLR2),
demonstrou uma reducéo significante da sinovite, quando comparados a animais
normais. Esse resultado sugere um importante componente de imunidade adquirida

participando na fisiopatologia da artrite induzida por zymosan.

1.4 Potencial farmacolégico de plantas laticiferas

Sao chamadas plantas laticiferas as espécies vegetais produtoras de
latex, uma suspensdo ou emulsdo de pequenas particulas de terpenos (6leos
essenciais, resinas) e ceras dispersas em uma solucdo que contém sais,
polissacarideos, acidos organicos, alcaloides entre outros. Geralmente o latex
apresenta coloracéo branca e consisténcia leitosa sendo encontrado abundante em
todas as partes da planta. Nas plantas laticiferas € ressaltada a importancia do latex
como um mecanismo de defesa do vegetal para selar lesbes e contra organismos,

por exemplo, fungos e insetos. O latex € armazenado em células ou fileiras de
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células especializadas chamadas de laticiferos (RANGEL, NASCIMENTO, 2011;
JACOMASSI, MOSCHETA, MACHADO, 2007).

No latex vegetal também podem ser encontradas proteases, enzimas
hidroliticas que catalisam a hidrolise de ligacbes peptidicas em proteinas. Essas
enzimas proteoliticas sdo de grande relevancia para o estudo dos fendmenos
bioldgicos, porque apresentam semelhancas estruturais e funcionais entre as
enzimas de plantas e animais. As proteases estdo envolvidas em uma grande
variedade de processos metabdlicos, incluindo a digestdo de proteinas de alimentos
e diversos mecanismos, por exemplo, a coagulacdo do sangue, apoptose,
diferenciacdo de tecidos, mecanismos de tumores invasivos, entre outros
mecanismos reguldores (COSTA et al., 2010).

Tem sido relatado que o latex pode ser encontrado em cerca de 12.500
espécies de plantas representando 22 familias, onde as familias Euphorbiaceae e
Apocynaceae estariam entre as maiores detentoras de espécies laticiferas (HAGEL,
YEUNG, FACCHINI, 2008; LEWINSOHN, 1991). A familia Euphorbiaceae inclui
cerca de 11000 espécies e aproximadamente 300 géneros. Estudos farmacol6gicos
realizados com extratos brutos e compostos isolados das espécies do
género Alchornea demonstram  atividades antibacteriana, anti-inflamatoria,
antiespasmadica, antitripanossébmica e antidiarreica e citotoxica (MESQUITA,
OLIVEIRA, 2010; CONEGERO et al.,2006). A familia Apocynaceae compreende
aproximadamente 250 géneros presentes em duas subfamilias, Apocynoideae e
Plumerioideae e 2000 espécies vegetais. O latex dessas espécies geralmente é
branco leitoso, mas também pode ser avermelhado ou amarelado. No latex podem-
se encontrar hidrocarbonetos poliisoprénicos (borracha), triterpenos, acidos graxos,

fitoesterdis, alcaléides entre outros. No género Himatanthus a espécie Himatanthus
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sucuuba apresenta compostos quimicos chamados iridoides, encontrados no caule e
no latex e estudos farmacolégicos evidenciam suas atividades anti-inflamatoéria e
analgésica (SANTOS, LIMA, MACHADO, 2014; DEMARCO, KINOSHITA, CASTRO,
2006).

Nesse contexto, as espécies vegetais produtoras de latex registram
grande importancia nos estudos etnobotanicos, por serem um grupo de ampla

distribuicdo e terem espécies com usos diferenciados (SANTOS et al., 2013).

1.5 Himatanthus drasticus (MART.) PLUMEL

As espécies vegetais do género Himatanthus podem ser encontradas em
alguns paises da América do Sul dentre eles no Brasil. No territorio brasileiro a
maioria dessas espécies aparece na regido amazonica, mas também podem ser
encontradas na costa e no centro oeste do pais. J& a espécie Himatanthus drasticus
apresenta uma distribuicdo mais restrita, podendo ser encontrada no cerrado,
caatinga e mata atlantica (LUCETTI et al., 2010). No Ceara essa espécie €
encontrada mais frequentemente na Chapada do Araripe, sendo chamada
popularmente de janaguba. No Rio Grande do Norte é conhecida como joanaguba,
no Piaui como pau-de-leite, na Amaz6nia como suculba e como tiborna e em Minas
Gerais e na Bahia como jasmim-manga e raivosa (SOUSA, 2009).

Himatanthus drasticus pertence a familia Apocynaceae que compreende
aproximadamente 2000 espécies, as quais estado distribuidas pelas regides tropicais
e subtropicais do planeta. Essa espécie arborea cresce até 7 metros de altura e
apresenta folhagem densa nas extremidades dos ramos (FIGURA 1A), é chamada
de planta laticifera por produzir um latex branco chamado de “leite de janaguba”

(FIGURA 1B), o qual é utilizado popularmente em diversas doengas como céncer de
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pulmdo e linfatico, vermes intestinais, febre, Ulceras gastricas, analgésico, anti-
inflamatério, (FIGURA 1B) (LUZ, 2014; BALDAUF e SANTOS, 2013; AMARO et al.,

2006).

FIGURA 1 - Himatanthus drasticus e o “leite de janaguba”

Fonte:http://www.plantaslaticiferas.ufc.br/photomadness/galleryl.html

Leite et al. (2008) demonstraram que o latex da Himatanthus drasticus
apresenta efeito gastroprotetor no modelo de Ulcera induzida por etanol em animais.
Outro estudo mostra que o acetato de lupeol isolado do latex apresenta atividade
antinociceptiva que pode ser explicada pela sua capacidade de mimetizar os
opidides endbdgenos e atividade anti-inflamatoria que pode estar relacionada com a
diminuicdo da expressdo de TNF-a e iNOS, além de diminuir as atividades da
mieloperoxidase, que resulta na inibicdo da migracdo leucocitaria para o foco da
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inflamacéo (LUCETTI et al., 2010). Lima (2011) mostrou que o extrato bruto hidro
alcoodlico apresenta atividade anti-helmintica em pequenos ruminantes, atividade
observada através da reducdo de ovos e larvas de nematdédeos gastrintestinais em
ovinos.

No estudo de Sousa et al. (2010) foi demonstrado que 0 extrato
metandlico obtido das folhas de Himatanthus drasticus possui atividade antitumoral
significativa quando administrado pela via oral, apresentando também baixa
toxicidade em animais.

Nosso grupo de estudo vem utilizando uma fracdo proteica isolada do
latex de Himatanthus drasticus denominada (HdLP) com o intuito de elucidar suas
propriedades farmacolégicas. Ja temos como resultado o estudo de Mousinho et al.,
(2011) que demonstra o efeito antitumoral das proteinas isoladas do latex em
modelos de Sarcoma 180 e Carcinoma 256 de Walker e acredita-se que esse efeito
possa estar relacionado com as suas propriedades imunoestimulatérias. Outro
estudo mostra a atividade gastroprotetora de HALP, onde essa fracdo proteica foi
eficiente em reduzir as lesGes gastricas causadas pelo etanol tendo seu o efeito
relacionado com a via NO/GMP/Kap, além de apresentar acdo antioxidante
(MARQUES, 2011). E o resultado mais recente do nosso grupo de pesquisa
demonstra o efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do latex administrado por via
oral em diferentes modelos de inflamac&o sem indicativos de toxicidade (MATOS,

2013).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A artrite € caracterizada por ser uma doenga incapacitante que afeta a
qualidade de vida dos pacientes, impedindo a realizacdo de suas atividades
habituais e profissionais com impacto econdmico significativo para o paciente e para
a sociedade (SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2002). Portanto,
tornam-se necessarios estudos sobre novas terapias que sejam eficazes, pois 0s
tratamentos disponiveis atualmente ndo proporcionam a cura apenas objetivam
diminuir a atividade da doenca, prevenir a ocorréncia de dano irreversivel nas
articulacdes, aliviar a dor e melhorar a qualidade de vida, além disso, apresentam
diversos efeitos adversos e estes influenciam negativamente a vida desses
pacientes (BRATS, 2012).

Atualmente, os produtos naturais vém recuperando espaco e
importancia na industria farmacéutica como fonte de novos padrées moleculares
Uteis para descoberta de farmacos. (VIEGAS JUNIOR, BOLZANI e BARREIRO,
2006). O uso de produtos naturais para o desenvolvimento de novos medicamentos
oferece inUmeras vantagens, por exemplo, conhecimento da biodiversidade local e
do seu potencial, favorecimento do crescimento econémico, além de proporcionar
melhora no nivel cientifico do pais (FERRO, BONACELLI e ASSAD, 2006).

Neste contexto, o estudo do efeito das proteinas laticiferas faz-se
necessario por estas serem detentoras de atividades anti-inflamatorias, inibindo a
producdo de mediadores inflamatorios, consequentemente, a migracdo de
neutrofilos para o foco inflamatorio, um dos fatores iniciais no desenvolvimento da
inflamacéo nessa doenca. O estudo desse efeito anti-inflamatério de HALP podera

tornar possivel a utilizacdo destas proteinas como agente farmacologico na
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producdo de novas terapias capazes de reduzir ou inibir a reacdo inflamatoria na

artrite, diminuindo a severidade da inflamacao e o quadro clinico.
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3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral:
Avaliar o efeito de uma fracdo proteica isolada do latex de Himatanthus

drasticus (HALP) na artrite induzida por zymosan em camundongos.

3.2 - Objetivos especificos:
o Estudar o efeito de HALP sobre o influxo celular através da contagem total de

células e atividade da mieloperoxidase (MPO);

o Estudar o efeito de HdLP sobre o edema pela medicdo do diametro

transversal da articulacéo e avaliagdo da permeabilidade vascular;

o Avaliar o envolvimento de HALP sobre a liberacdo de mediadores

inflamatorios (NO, TNF-q, IL-1B, IL-6 e IL-10);

o Avaliar o processo inflamatério através do padrao histolégico na membrana
sinovial,
o Estudar o efeito de HALP sobre a nocicepcdo mecanica;

36



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus) machos,

pesando entre 20 a 25 gramas, provenientes do Biotério Central do Campus do Pici

— UFC e mantidos no Biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia

da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC). Todos foram

acondicionados em gaiolas apropriadas, sob condicdes adequadas de luz e

temperatura, permanecendo nas mesmas condicbes ambientais durante os

experimentos. Os experimentos foram conduzidos apds aprovagdo da comissao de

ética para animais de experimentacao da Universidade Federal do Ceara (N° 38/14).

4.2 Drogas e reagentes

Anticorpo biotinilado de interleucina 1 (Dako);
Anticorpo biotinilado de TNF-a (Dako);
Anticorpo biotinilado de interleucina 6 (Dako);
Anticorpo biotinilado de interleucina 10 (Dako);
Dexametasona (Aché);

NADPH (Sigma);

Need (Sigma);

Nitrato redutase;

Nitrito de sodio;

O-dianisidine (Sigma);

Peroxido de hidrogénio, H202

Solucgéo salina — Cloreto de sodio estéril a 0,9% (Gaspar Viana S/A);
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Zymosan.

4.3 Equipamentos e materiais

Agitador para tubos de ensaio mod. TEO89 (MARCON);

Balanca analitica digital, modelo Ay220 (Shimadzu);

Balanca para pesagem dos animais, modelo SF-400 (Kitchenscale);
Banho-maria, modelo 100 (FANEN);

Centrifuga refrigerada, modelo marathon 26 KMR (Fisher Scientific)

Citocentrifuga, modelo 2000D (Cientec);

Estufa, modelo MA033 (Marconi)

Homogeinezador (Ultra Sirrer);

Microscépio 6ptico binocular, modelo 021 (Quimise);

Paquimetro digital (Digimatic Caliper, Mitsutoyo Corporation, Japao);

Von Frey eletronico (Insight).

4.4 Coleta do latex e Isolamento da fracéo proteica de Himatanthus drasticus

Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel pertencente a familia Apocynaceae
foi a espécie vegetal utilizada para a coleta do fluido laticifero. A exsicata foi
identificada com o numero 40408 pelo taxonomista Edson Paulo Nunes e esta
depositada no Herbario Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceara.

A coleta do latex foi realizada através de incisées no apice caulinar de
plantas saudaveis e gotejamento em tubos do tipo Falcon diluido em agua destilada
(1:1 v/v). Em seguida, os tubos foram levemente agitados e mantidos a temperatura

ambiente até o seu processamento (MATOS, 2013).
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O latex recém-coletado, segundo o descrito acima, foi inicialmente
submetido a centrifugacdo (8.680 x g, 25 minutos, 10 °C). Este procedimento
permitiu a precipitacéo da fracao insoltvel rica em dimeros de isopreno (borracha), a
qual foi denominada “Hdp” (Himatanthus drasticus precipitate). Tal fracdo foi
posteriormente analisada. O sobrenadante obtido foi exaustivamente dialisado
contra agua destilada por 72 horas, a 25 °C, sob suave agitacdo. Apds a primeira
hora de didlise (volume 1:1) a fracéo nao retida pela membrana de dialise (8 kDa) foi
coletada e denominada “Agua da dialise”. Esta fracdo é constituida por metabdlitos
hidrofilicos e de pequeno tamanho molecular (Mr < 8 kDa). A fracéo retida no interior
da membrana de dialise foi novamente centrifugada, nas condicbes anteriormente
descritas; o sobrenadante foi recuperado e liofilizado (MATOS, 2013). Esta frac&o foi
denominada “HdLP” (Himatanthus drasticus latex proteins) e utilizada no modelo
experimental de artrite. A caracterizacdo desta fracdo proteica foi realizada por
Matos (2010) que demonstrou a presenca de saponinas, esterdides e taninos, além
da auséncia de borracha, do triterpeno acetato de lupeol, de fendis e de flavonoides.
A quantificacdo de polissacarideos demonstrou que a fracdo apresenta 45% de

polissacarideos.

4.5 Administracao da fracdo protéica de Himatanthus drastricus (HdLP)

Os camundongos foram distribuidos em seis grupos com seis animais
cada um. Dois grupos receberam HALP nas doses de 5 mg/kg e 50 mg/kg dissolvido
em salina pela via intravenosa (i.v.) uma hora depois da administracdo do Zymosan
intra-articular (i.a.). Outro grupo recebeu HALP 50 mg/kg pela via oral (v.0.) através
da gavagem uma hora antes do Zymosan. Um grupo foi tratado com a

Dexametasona na dose de 2 mg/kg pela via subcutanea (s.c.) uma hora antes do
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Zymosan. O grupo controle recebeu apenas o Zymosan (i.a.) e 0 grupo veiculo

recebeu apenas salina (i.a.).

4.6 Inducéao da artrite por zymosan (AZy)

Camundongos foram imobilizados e, em seguida, foi induzida a artrite
através da injecao intra-articular (i.a.), no joelho direito, de 0,1 mg de zymosan
dissolvido em 10 pL de solucéo salina estéril apirogénica em cada animal, utilizando
seringa de 1mL e agulha 8 x 0,3 mm. O grupo veiculo recebeu apenas salina no

joelho direito. Apos 6 horas os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

4.7 Coleta do lavado articular

Apoés a eutanasia dos animais, as cavidades articulares foram lavadas
através de duas injecdes intra-articulares, seguidas de aspiracdo, de 10 pL de salina
estéril apirogénica, contendo EDTA 10 mM, utilizando seringa de 1mL e agulha 8 x
0,3 mm, em seguida o lavado coletado foi diluido em salina estéril apirogénica com
EDTA para a obtencéo de 100 pL. O lavado articular foi centrifugado (500 g/10 min),
0 sobrenadante aliquotado e conservado a -20° C para posterior contagem total de

leucocitos, dosagem de citocinas, mieloperoxidase (MPO) e 6xido nitrico.

4.8 Contagem total de leucocitos no lavado articular

A contagem do numero total de células no lavado articular foi feita em
camara de Neubauer utilizando 10uL do lavado articular diluido em 90uL da solugao
de Turk (diluicdo de 1:10). Em seguida, 20uL desse preparado (solugdo de Turk +
lavado articular) foi colocado na camara de Neubauer e foi realizada a contagem do

namero total de leucocitos nos quatros quadrantes da camara com auxilio de
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microscopio 6ptico (aumento de 100x) e contador manual e expressa como numero

de leucadcitos totais x 10s/ml.

4.9 Avaliacao da Atividade de Mieloperoxidase (MPO) no lavado articular

A MPO é uma enzima encontrada predominantemente em granulos
azurofilos de leucocitos polimorfonucleares e tem sido usada como indice
quantitativo para avaliar a inflamacdo em varios tecidos (SOUZA et al.,2001). Para
isso, as amostras colhidas previamente foram descongeladas e centrifugadas a
4.500 rpm, durante 10 min a uma temperatura de 4° C e o sobrenadante foi colhido.
Os niveis da atividade de MPO foram determinados por meio da técnica descrita por
Bradley e colaboradores (1982), utilizando peroxido de hidrogénio 0,0005% como
substrato para MPO. Uma unidade de MPO foi definida como a quantidade capaz de
converter 1 umol de peréxido de hidrogénio a agua em 1 min a 22° C. A variagao da
densidade 6ptica da mistura das amostras com a solu¢éo de o-dianisidina em funcao
do tempo de reacdo foi medida em um leitor de ELISA a 450nm. Os resultados

foram expressos como UMPO/pL de lavado.

4.10 Analise do Edema na Articulacédo do Joelho
4.10.1 Medicé&o do diametro transversal da articulagéo

O edema da articulacdo do joelho foi avaliado por medicdo do diametro
transversal do joelho direito, no qual foi injetado zymosan. Um paquimetro digital
(Digimatic Caliper, Mitsutoyo Corporation, Japao) foi utilizado para medir o edema. A
medicdo foi realizada antes da administracdo de zymosan (tempo zero) e nos

tempos 1h, 3h e 6h apos a administracdo. Para a medida das articulagdes, o animal
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foi cuidadosamente imobilizado por um pesquisador, e a medida do diametro do
joelho foi realizada por um segundo pesquisador.

O edema foi expresso em milimetros. Os dados foram apresentados como
a diferenca média entre os valores do diametro articular obtidos a cada hora apos a
injecdo de zymosan e o valor obtido antes da injecdo de zymosan (Variacdo do

Diametro Articular, mm).

4.10.2 Permeabilidade Vascular por Extravasamento de Azul de Evans na
Articulacao

O método de extravasamento de azul Evans, como descrito por Lam e
Ferrell (1991), foi usado para avaliar o extravasamento de proteinas plasmaticas
para a articulacdo do joelho de rato. Esse método baseia-se no fato de que o azul de
Evans tem alta afinidade de ligagdo as proteinas (albumina) do plasma.
Normalmente, as proteinas plasmaticas (albumina) ligadas ao azul de Evans nao
podem passar através das aberturas endoteliais, ficando restritas ao compartimento
vascular. No entanto, quando a aberturas endoteliais sdo ampliadas, o complexo
plasmatico albumina-azul de Evans pode escapar para o intersticio. Assim, medi¢céao
da quantidade de corante azul de Evans na capsula sinovial pode fornecer um indice
da permeabilidade vascular relativa. Azul de Evans (25mg/kg) foi administrado por
injecdo endovenosa 1 h antes da eutanasia, ou seja, na quinta hora apés o
zymosan. Apés 6 h da inje¢do de zymosan, os animais foram eutanasiados, e a
sinovia e tecidos periarticulados foram dissecados de cada joelho. Os tecidos
obtidos a partir de cada articulacdo do joelho foram pesados, e a quantidade de azul
de Evans nas amostras foi estimada utilizando uma técnica de extracdo, onde o

tecido extraido foi colocado em uma solucdo de formamida (1 ml) em tubos de vidro

42



e foi incubado a 40° C overnight para a extragdo do corante. Cada tubo foi
centrifugado durante 10 min a 2.000 rpm, e 100uL do sobrenadante foi separado
para a medicdo da absorbancia a 620 nm usando um leitor de ELISA. A quantidade
de corante recuperado foi calculada por comparacéo da absorbancia do fluido com a
de uma curva com concentracdes conhecidas de uma solucdo de azul de Evans

preparada antes da realizacdo da leitura.

4.11 Determinacao dos niveis de nitrito no lavado articular

A deteccado de nitrito nos exsudatos sinoviais foi realizada através de kit
comercial e baseada na reacdo de Griess para determinacdo indireta do Oxido
nitrico. Os niveis totais de NO2 foram determinados com o NO* nas amostras (0,08
mL) convertido a NO* pela incubacéo de 0,01 mL de nitrato redutase de espécies de
Aspergillus (1 unidade/mL) e 0,01 mL de NADPH (1 mM) por 30 minutos a 37°C. Os
niveis de NO? foram determinados por espectofotdmetro (540 nm) comparando a
absorbancia de 0,01 mL de amostra apés adi¢do de 0,1 mL do reagente de Griess
(acido sulfanilico a 1% peso/volume, N-1lnaftil-etilenodiamino 0,1% peso/volume e
acido fosforico a 5%) aquela aos padrdes de nitrito (1-100 uM). A concentragéo de

nitrito foi expressa em mM.

4.12 Dosagem de citocinas no lavado articular

Para determinagao das citocinas IL-1f3, IL-6, IL-10 e TNF-a foi utilizado o
sobrenadante coletado do lavado articular, conforme descrito anteriormente. Placas
de 96 pocos foram incubadas por 12h a 4°C com anticorpo anti-IL-1(, anti-IL-6, anti-
IL-10 e anti-TNF-a murino (kit da R&D systems- Cat. N° DY501 ou DY510,

respectivamente). Os anticorpos foram retirados e as placas foram lavadas trés
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vezes com solucdo tampao PBS/Tween-20 (0,05% SIGMA), foi adicionado 290uL de
BSA para o bloqueio das placas e estas foram incubadas por 1h a 4°C. ApdGs o
blogueio as placas foram lavadas e 100uL das amostras foram adicionadas, a curva
padrao foi adicionada em varias diluicdes e incubada por 2h a 4°C. As placas foram
lavadas e incubadas com anticorpo monoclonal biotinilado anti-IL-1B, anti-IL-6, anti-
IL-10 e anti-TNF-a diluidos (1:1000 com BSA/Tween 1%). Apos o periodo de
incubacdo a 4°C por 2h, as placas foram lavadas e 100 pL do complexo HRP-
avidina diluido 1:5000 foram adicionados. Decorridos 20 minutos, o reagente de cor
o-fenilenodiamina (OPD, 100uL) foi adicionado e as placas foram incubadas na
auséncia de luz a temperatura ambiente por 20 min. A reacdo enzimatica foi
interrompida com 50uL de H2S0O4 (1M) e a densidade Optica medida a 450 nm no
ELISA. As concentracdes de citocinas contidas nas amostras foram calculadas a
partir de uma curva obtida por uma diluicdo seriada. Os resultados foram expressos

em picograma de citocinas/mL de sobrenadante.

4.13 Histopatologia — Método H&E

Apés o sacrificio dos animais, as membranas sinoviais foram retiradas
cirurgicamente, fixadas em formol a 10% e inclusas em parafina. Laminas foram
confeccionadas e coradas por hematoxilina-eosina e avaliadas ao microscopio
optico. A analise histopatoldgica foi avaliada por uma professora do Departamento
de Histologia da Universidade Federal do Ceara baseada em um grau de escores
que variou de 0 a 3 (0 — ausente; 1 - suave; 2 - moderado; 3 - severo), sem 0O
conhecimento dos grupos experimentais, considerando: influxo celular, hiperplasia

sinovial, estagio e fibrose (ROCHA et al., 2008).
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4.14 Avaliacao do efeito antinociceptivo de HALP

A andlise comportamental do efeito nociceptivo acarretado pelo Zymosan
foi realizada pelo método de determinacédo da hipernocicepc¢éao articular, utilizando-
se o teste de Von Frey eletronico, como descrito por Pinto et al., (2010). Para a
realizacdo do teste, os animais foram colocados em gaiolas plasticas, com fundo de
arame, para permitir acesso as patas. Os animais foram colocados nestas gaiolas 30
minutos antes do inicio dos testes, para adaptacdo comportamental. Neste
experimento, uma medida de pressao eletrbnica foi mensurada através de um
transdutor de pressdo adaptado por um cabo a um contador digital de forca (em
gramas) (Insight Equipamentos Ltda., Ribeirdo Preto, Brasil). O contato do
transdutor de pressao a pata foi realizado por meio de uma ponteira descartavel de
polipropileno com area de 4.15 mm2 que permite avaliar a hipernocicepcéao articular.
Uma forca perpendicular crescente foi aplicada na area central da superficie plantar
do membro posterior direito dos animais, para inducdo da regido fémur-tibial,
seguida da retirada da pata. O aparelho de medida de pressédo eletronica registra
automaticamente a intensidade da forca aplicada quando o membro é retirado. O
teste foi repetido até a obtencdo de trés medidas subsequentes. Os animais foram
submetidos a analise da sensibilidade dolorosa nos tempos 1, 3 e 6 horas apés a

administragao intra-articular de zymosan.

4.15 Anédlises Estatisticas

Os dados experimentais foram apresentados como média + erro padrao
da média (EPM). Diferencas estatisticamente significantes foram determinadas
utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste corretivo de Bonferroni.

Valores de p<0,05 foram considerados significantes.
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Os resultados das analises histopatologicas foram expressos em
medianas e comparados utilizando o teste de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn’s.

Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 HALP reduz o influxo celular na artrite induzida por zymosan (Zy) em
camundongos

Os animais do grupo controle que receberam apenas o zymosan (Zy),
apresentaram um aumento no influxo celular na sexta hora apés administracdo do
Zy (14794 x 10%/ml + 1330). Foi possivel verificar uma diminuicdo desse influxo
celular no grupo que recebeu o tratamento com HdLP 50 mg/kg (i.v.) (2260 x 10%/ml
+ 514,8) uma hora ap6s a administracdo do Zy. Também foi observada uma
diminuicdo no influxo celular no grupo tratado com Dexametasona 2 mg/kg (s.c.)
(2260 x 10%/ml + 274,6) tratado uma hora antes do Zy. Os grupos HALP 5 mg/kg (i.v.)
(12130 x 10%ml + 3143) e HALP 50 mg/kg (v.0) (14530 x 10%/ml + 1443) nao

apresentaram diferenca significativa quando comparados ao grupo Zy. (FIGURA 2).
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Figura 2 — HALP reduz o influxo celular na artrite induzida por zymosan (Zy) em
camundongos
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O influxo celular foi avaliado através da contagem total de leucécitos no lavado articular em
animais tratados com HALP 5 e 50 mg/kg (i.v.), HALP 5mg/kg (v.0.), Dexametasona 2 mg/kg
ou Salina na sexta hora apés a administragdo do Zy. Grupo salina recebeu apenas salina
(i.a.). Os resultados representam a média £ e.p.m. dos leucdcitos totais em x 10%/ml de
lavado articular (n=6 animais por grupo). ). *p<0,05 em relagdo ao grupo Zy **p<0,0001 em
relagdo ao grupo Zy #p<0,05 em relacdo ao grupo Salina ##p<0,0001 em relagdo ao grupo
Salina (ANOVA, seguido do teste de Bonferroni).
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5.1.2 HALP reduz a atividade da mieloperoxidase (MPO) na artrite induzida por
zymosan (Zy) em camundongos

Foi avaliada a atividade da mieloperoxidase (MPO), enzima presente nos
neutrofilos utilizada para determinar a presenca dos neutréfilos no lavado articular.
No grupo zymosan foi observado um aumento da atividade da MPO (133 UMPO/ml
+ 10,5). Observou-se que o tratamento com HALP 50 mg/kg i.v. diminuiu a atividade
da mieloperoxidase (MPO) no lavado articular (29,2 UMPO/ml + 6,9) quando
comparado ao grupo que recebeu apenas Zy. Essa diminuicdo também foi
observada no grupo tratado com Dexametasona (46,91 UMPO/ml + 5,9) (FIGURA

3).
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Figura 3 — HALP reduz a atividade da mieloperoxidase (MPO) na artrite induzida

por zymosan (Zy) em camundongos
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Foi avaliada a atividade da MPO para determinagdo de neutrofilos no lavado articular de
camundongos tratados com HdALP 50 mg/kg, Dexametasona 2 mg/kg ou salina na artrite em
camundongos induzida por Zy. Os resultados representam a média + e.p.m. de UMPO/uL
de lavado articular (n=6 animais por grupo). *p<0,05 em relac&o ao grupo Zy **p<0,0001 em
relacdo ao grupo Zy #p<0,05 em relagdo ao grupo Salina ##p<0,0001 em relagdo ao grupo
Salina (ANOVA, seguido do teste de Bonferroni).
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5.2 HdLP reduz o edema na artrite induzida por zymosan (Zy) em
camundongos

O edema foi avaliado através da medicao da articulacéo e pelo método de
extravasamento de Azul de Evans. No modelo da medicao da articulacdo o grupo Zy
apresentou um aumento nas medi¢bes do edema na terceira (2,2 mm = 0,2) e na
sexta hora (2,28 mm + 0,02). O grupo tratado com HdLP 50 mg/kg apresentou uma
reducdo na medi¢cdo do edema na terceira (0,07 mm £ 0,05) e na sexta hora (0,3 mm
+ 0,07) quando comparado ao grupo que recebeu apenas Zy. Foi observado que o
grupo tratado com Dexametasona também apresentou uma reducdo na medicao do
edema na terceira (0,27 mm * 0,02) e na sexta hora (0,48 mm %= 0,05) quando
comparado ao grupo Zy (FIGURA 4A). Também foi avaliado o efeito de HJLP sobre
a permeabilidade vascular no modelo de Extravasamento de Azul de Evans. Todos
0s grupos receberam Azul de Evans na dose de 25mg/kg uma hora antes do
sacrificio. No grupo Zy foi observado um aumento na permeabilidade vascular (123,6
ug/g £ 5,2) quando comparado ao grupo que recebeu apenas salina. No grupo
tratado com HALP ocorreu uma diminui¢cdo na permeabilidade vascular (78,19 ug/g +
8,6) quando comparado aos animais que receberam apenas Zy. Da mesma forma o
grupo tratado com Dexametasona também apresentou uma diminuicdo da
permeabilidade vascular (75,5 ug/g £ 3,7) quando comparado ao grupo Zy (FIGURA

4B).
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Figura 4 — HALP reduz o edema na artrite induzida por zymosan (Zy) em
camundongos
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Foi avaliado o edema na articulagdo dos camundongos no modelo de artrite induzida por Zy
em animais tratados com HALP 50 mg/kg i.v., Dexametasona 2 mg/kg ou Salina antes e
ap6s administragdo do Zy nos tempos 1, 3 e 6 horas. Os resultados representam a média +
e.p.m. do didmetro da articulagdo em mm (n=6 animais por grupo). *p<0,05 em relacdo ao
grupo Zy **p<0,0001 em relagcdo ao grupo Zy #p<0,05 em relagdo ao grupo Salina

##p<0,0001 em relacdo ao grupo Salina (ANOVA, seguido do teste de Bonferroni).
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Foi avaliado o edema na articulagdo dos camundongos no modelo de artrite induzida por Zy
em animais tratados com HdLP 50 mg/kg i.v., Dexametasona 2 mg/kg ou Salina 6 horas
ap6s a administragcdo do Zy. Os resultados representam a média + e.p.m. da concentragédo
de Azul de Evans em pg/g de articulacdo (n=6 animais por grupo). *p<0,05 em relagdo ao
grupo Zy **p<0,0001 em relagdo ao grupo Zy #p<0,05 em relacdo ao grupo Salina
##p<0,0001 em relacdo ao grupo Salina (ANOVA, seguido do teste de Bonferroni).
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5.3 HALP reduz o nivel de 6xido nitrico na artrite induzida por zymosan (Zy) em
camundongos

Foi verificada a participagdo do Oxido nitrico (NO) no processo
inflamatorio induzido por Zy na articulagdo de camundongos. Essa participacdo foi
avaliada indiretamente pela determinacdo do nitrito/nitrato no lavado articular dos
camundongos. No grupo Zy foi observado um aumento nos niveis de nitrito/nitrato
(18 mM + 2,5). O grupo tratado com HdLP 50 mg/kg apresentou uma diminui¢cdo no
nivel de nitrito/nitrato (4,4 mM + 1,0) quando comparado ao grupo Zy. Da mesma
forma ocorreu essa diminuicdo nos animais tratados com Dexametasona 2 mg/kg
(7,3 mM = 1,0) que apresentaram uma diminuicdo desses niveis quando comparado

ao grupo Zy (FIGURA 5).
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Figura 5 — HALP reduz o nivel de nitrito na artrite induzida por zymosan (Zy) em

camundongos
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Foram avaliados os niveis de nitrito para determinacdo indireta do Oxido nitrico em
camundongos tratados com HALP 50 mg/kg i.v., Dexametasona 2 mg/kg ou Salina. Os
resultados representam a média = e.p.m. de nitrato/nitrito em mM no lavado articular (n=6
animais por grupo). *p<0,05 em relacdo ao grupo Zy **p<0,0001 em relagdo ao grupo Zy
#p<0,05 em relacdo ao grupo Salina ##p<0,0001 em relacdo ao grupo Salina (ANOVA,

seguido do teste de Bonferroni).
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5.4 HALP modula a liberacdo de citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10) na artrite
induzida por zymosan (Zy) em camundongos

Foi avaliado o efeito de HALP na liberacdo das citocinas TNF-a, IL-18, IL-
6 e IL-10 na sexta hora apds a inducéo da artrite. Os resultados mostraram que o
grupo Zymosan apresentou um aumento nos niveis de IL-13 (13803 pg/mL + 1561) e
IL-6 (2017 pg/mL £ 441) na sexta hora apods a inducdo da artrite, nesse grupo os
niveis de IL-10 e TNF-a nao foram diferentes significativamente do grupo salina. O
grupo tratado com HdLP apresentou uma diminuicdo das citocinas inflamatorias IL-
18 (1146 pg/mL = 201) e IL-6 (357 pg/mL £ 150), em relacdo a IL-10 e ao TNF-a nao

foi observado diferenca significativa quando comparado ao grupo Zy.
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Figura 6 - HALP modula a liberacdo de citocinas (TNF-a, IL-18, IL-6 e IL-10) na

artrite induzida por zymosan (Zy) em camundongos
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A liberagéo de citocinas foi avaliada no lavado articular em animais tratados com HALP 50

mg/kg (i.v.) ou Salina na sexta hora apés a administracdo do Zy. Grupo salina recebeu

apenas salina (i.a.). Os resultados representam a média + e.p.m. citocinas em pg/mL lavado

articular (n=6 animais por grupo). *p<0,05 em relacdo ao grupo Zy **p<0,0001 em relacdo

ao grupo Zy #p<0,05 em relagéo ao grupo Salina ##p<0,0001 em relacdo ao grupo Salina
(ANOVA, seguido do teste de Bonferroni).
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5.5 HALP reduz o processo inflamatério da membrana sinovial na artrite
induzida por zymosan (Zy) em camundongos

Os animais do grupo controle que receberam apenas o0 zymosan (Zy),
apresentaram um aumento intenso processo inflamatério apresentando mediana e
variacdes de 2 (2-3) no influxo celular, 2 (1-3) na proliferacéo sinovial e 2,5 (2-3) no
comprometimento da membrana sinovial. Foi possivel verificar uma diminuicdo do
processo inflamatorio no grupo que recebeu o tratamento com HALP 50 mg/kg (i.v.)
apresentando mediana e variacbes de 0 (0-1) no influxo celular, 1 (0-1) na
proliferacéo sinovial e 1 (0-1) no comprometimento da membrana sinovial na sexta
hora apds a administracdo do Zy. Também foi observada uma diminuicdo desses
parametros no grupo tratado com Dexametasona 2 mg/kg (s.c.) apresentando
mediana e variacdes de 1 (1-1) no influxo celular, 1 (0-1) na proliferacao sinovial e 1
(1-1) no comprometimento da membrana sinovial na sexta hora apdés a

administracdo do Zy. (FIGURAS 7,8 e 9).
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FIGURA 7 - HALP reduz o processo inflamatério da membrana sinovial na
artrite induzida por zymosan (Zy) em camundongos

Infiltrado Salina Dexa Zy HdLP50mg/kg
celular 0 1 2 0
1 1 2 1
2 1 2 0
1 1 3 1
1 1 3 1

Proliferacéo da Salina Dexa VAY HdLP50mg/kg
membrana 0 1 1 1
sinovial 0 0 2 1
0 0 3 1
0 0 2 0
0 0 3 0

Estagio Salina Dexa zy HALP50mg/kg
0 1 2 1
1 1 2 1
1 1 3 0
1 1 3 1
1 1 3 1

O padrao histolégico da membrana sinovial foi avaliado através da andlise histolégica na
membrana sinovial em animais tratados com HdLP 50 mg/kg (i.v.), Dexametasona 2 mg/kg
ou Salina na sexta hora apés a administracdo do Zy. Grupo salina recebeu apenas salina
(i.a.). Os resultados foram expressos através de escores utilizando um grau de escala com

variacdo de 0 a 3. (n=5 animais por grupo).
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Figura 8 - Representacdo histolégica da proliferacdo sinovial e

comprometimento da membrana sinovial

Fotomicrografias de l|aminas histologicas coradas pelo método Hematoxilina-Eosina

representando a proliferacdo sinovial e o comprometimento da membrana sinovial em
animais tratados com HdLP 50 mg/kg, Dexametasona 2 mg/g ou Salina. Aumento de 200
vezes. A (Salina); B (Zymosan); C (Dexametasona); D (Zymosan).
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Figura 9 - Representacdo histolégica do infiltrado celular na membrana

sinovial

Fotomicrografias de l|aminas histoloégicas coradas pelo método Hematoxilina-Eosina

representando o infiltrado celular na membrana sinovial em animais tratados com HdALP 50
mg/kg, Dexametasona 2 mg/g ou Salina. Aumento de 400 vezes. A (Salina); B (Zymosan); C
(Dexametasona); D (Zymosan).
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5.6 HALP reduz a hipernocicepc¢cdo na artrite induzida por zymosan (Zy) em
camundongos

Nos animais que receberam apenas o Zy foi observado um aumento na
hipernocicepcdo mecanica na terceira (5,4 = 0,3) e na sexta hora (8,3 £ 0,4) quando
comparado ao grupo salina. Os grupos que receberam HdALP apresentaram uma
diminuicdo na hipernocicep¢cdo mecanica induzida pelo Zy. O grupo HdALP 5 mg/kg
I.v apresentou uma reducg&o na terceira hora (4,6 £ 0,7), mas na sexta hora esse
resultado néo foi significativo, o grupo HALP 50 mg/kg i.v apresentou uma reducao
na terceira (1,2 + 0,5) e na sexta hora (2 £ 0,5) e o grupo HdLP 50 mg/kg v.o.
também apresentou uma reducédo na terceira (1,9 £ 0,2) e na sexta hora (4,6 = 0,2)
respectivamente quando comparados ao grupo Zy. Foi observado comportamento
semelhante no grupo tratado com Dexametasona na dose de 2 mg/kg, o qual
apresentou uma reducao tanto na terceira (1,4 = 0,3) como na sexta hora (3,7 = 0,4)
na hipernocicepcdo mecanica quando comparado aos animais do grupo Zy (FIGURA

10).
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Figura 10 — HALP reduz a hipernocicepc¢do na artrite induzida por zymosan
(Zy) em camundongos
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A intensidade da hipernocicepcéao foi avaliada em animais tratados com HdLP 5 mg/kg e 50
mg/kg i.v., HALP 50 mg/kg v.0., Dexametasona 2 mg/kg ou Salina antes da injecdo do Zy e
ap6s nos tempos 1, 3, e 6 horas. O grupo salina recebeu apenas salina intra-articular. Os
resultados representam a média £ e.p.m. do limiar de retirada da pata. (n=6 animais por
grupo). *p<0,05 em relacdo ao grupo Zy **p<0,0001 em relagdo ao grupo Zy #p<0,05 em
relagdo ao grupo Salina ##p<0,0001 em relacdo ao grupo Salina (ANOVA, seguido do teste

de Bonferroni).
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que HALP demonstrou
efeito anti-inflamatério diminuindo o influxo de neutrofilos, o edema e os
mediadores inflamatérios NO, IL-18 e IL-6 na articulacdo. HALP também
demonstrou uma diminuicdo no influxo celular na membrana sinovial, na
proliferacdo sinovial e no seu comprometimento. Além disso, HALP demonstrou
efeito antinocieptivo reduzindo a hipernocicep¢cdo mecéanica causada pelo Zy

Modelos em animais de artrite sdo utilizados em pesquisas para
elucidacdo da patogénese da doenca e para o teste de futuros agentes
antiartriticos. A maioria dos agentes atualmente em uso no tratamento da artrite
tem efeitos colaterais e toxicidade consideravel que impedem o seu uso a longo
prazo. Portanto, o uso de modelos animais tem contribuido para o conhecimento
dos processos e mediadores importantes na geracdo da inflamacdo, na
destruicdo da cartlagem e na reabsorcdo do o0sso, levando a avancos
importantes na intervencao terapéutica desta doenca destrutiva. O modelo de
inducdo da artrite com o zymosan é relativamente fécil de executar, tem boa
reprodutibilidade dos dados e permite a obtencédo de resultados em um curto
periodo (PATCH, 2001).

As proteinas podem ser consideradas farmacos ideais porque
intervém, essencialmente, em todos 0s processos biolégicos e reacoes,
caracterizando-se por elevada eficiéncia e poténcia, ou seja, atuam
especificamente e em baixas concentra¢des. Os desenvolvimentos mais recentes
na biotecnologia tornaram possivel a producdo em larga escala de grande

variedade de proteinas. Encontram-se, atualmente, comercializadas ou em
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ensaios clinicos centenas de proteinas com acao terapéutica, incluindo
anticorpos monoclonais, enzimas, agentes antimicrobianos, inibidores
enzimaticos, vacinas, agentes imunomoduladores, fatores de crescimento,
citocinas e hormoénios (SILVA et al., 2002; FU, KLIBANOV, LANGER, 2000).

O estudo com a espécie vegetal Himatanthus drasticus tem se
mostrado promissor pelos inumeros efeitos farmacolégicos que vem
apresentando, onde estudos relatam suas atividades anti-inflamatoria e
antinociceptiva, importantes efeitos para o tratamento de doencas inflamatérias
como a artrite.

As doses e a via de administracdo de HALP foram determinadas
baseando-se em trabalhos do nosso laboratério com uma espécie vegetal da
mesma familia Apocynaceae a Calotropis procera. Luz (2012) demonstrou que a
fracao protéica de Calotropis procera nas doses de 5 e 50 mg/kg i.v. apresentou
efeito anti-inflamatério e antinociceptivo em camundongos. Nesse estudo a
frac@o proteica foi administrada pela via intravenosa, no entanto esta via ndo é
preferivel para utilizacéo na clinica, pois acarreta diversos inconvenientes como a
necessidade de repetidas injecbes devido ao reduzido tempo de meia-vida de
proteinas, a via oral € mais aceita pela maior comodidade dos pacientes (FU,
KLIBANOV, LANGER, 2000). Por este motivo também fizemos um grupo que
recebeu HALP 50 mg/kg pela via oral, a fim de verificar se HALP poderia
demonstrar efeito anti-inflamatério e antinociceptivo por essa via. Para o controle
positivo foi utilizado um grupo tratado com Dexametasona na dose de 2 mg/kg,
esse medicamento foi escolhido por ser da classe dos glicocorticoides que séao
utilizados no tratamento dessa doenca por terem efeitos anti-inflamatorios,

prevenindo a destruicdo da cartilagem e diminuindo os primeiros sinais de
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inflamacg&o no modelo de artrite induzida por zymosan (GEGOUT et al., 1995). A
dose de 2 mg/kg foi determinada baseando-se na literatura (LUZ, 2012).

Foi observado que o grupo que recebeu apenas o Zy intra-articular
apresentou um aumento no influxo celular na sexta hora, enquanto os grupos
tratados com HALP 50 mg/kg i.v. e Dexametasona apresentaram uma diminui¢cao
desse influxo na sexta hora quando comparados ao grupo Zy. Os grupos HdALP 5
mg/kg i.v. e 50 mg/kg v.0. ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao
grupo Zy.

A partir desse resultado a dose escolhida de HdLP foi 50 mg/kg i.v.
para as analises posteriores. Foi feita a determinacao da atividade de MPO, com
intuito de elucidar se as células que migraram para a articulacdo seriam
neutrofilos. MPO é uma enzima presente nos neutréfilos que serve como
indicador inflamatoério, podendo ser relacionada com a migracdo de neutrofilos
para o local da inflamacdo (BUSS, 2012). A partir dos resultados obtidos foi
observado que o grupo HdALP 50 mg/kg i.v. apresentou uma diminuicdo da
atividade de MPO indicando uma inibicao do influxo de neutréfilos, da mesma
forma ocorreu essa inibicdo no grupo tratado com Dexametasona quando
comparados ao grupo Zy que mostrou uma alta atividade da MPO.

A administracdo intra-articular do zymosan € caracterizada pela
presenca de edema e pela infiltracao de células inflamatérias, inicia-se com o
influxo de neutrofilos, seguindo-se as células mononucleares e a hiperplasia
sinovial. Os neutrdéfilos estdo envolvidos na patogénese de lesdes teciduais na
artrite, sdo predominantes no exsudato sinovial e atuam como fonte de
substancias, tais como citocinas, espécies reativas de oxigénio e espécies de

nitrogénio, enzimas lisossomais e metaloproteases, que atuam na degradacéo da

66



cartilagem e na reabsorcdo 6ssea em episédios agudos de artrite (GUERRERO
et al., 2008).

Neutroéfilos séo as primeiras células recrutadas para o sitio inflamatorio
e por isso sdo importantes na regulacdo de outras células do sistema
imunologico. Os neutréfilos possuem o maior potencial citotoxico devido a sua
capacidade de libertacdo de enzimas degradativas e espécies reativas de
oxigénio. Os neutrofilos também contribuem na regulacdo de citocinas e
guimiocinas cascatas que acompanham a inflamacdo (WRIGHT, MOOTS,
EDWARDS, 2014).

Cavalcante (2007) demonstrou que uma fracdo nédo dialisavel do latex
de Calotropis procera (APOCYNACEAE) foi capaz de diminuir a migragédo de
neutrofilos na sexta hora apds a inducdo da artrite com zymosan.

Ramos et al., (2009) demonstraram que administracao intravascular
de fracOes proteicas de Calotropis procera no modelo de peritonite induzida por
carragenina foram capazes de reduzir significativamente o influxo de neutréfilos
no local da inflamagéo, através da inibicAo do rolamento e aderéncia de
neutréfilos. Acredita-se que esse efeito ocorreu por inibicdo competitiva das
fragcbes com as selectinas.

Concordando com a literatura o grupo Zy apresentou um aumento no
influxo leucocitario na sexta hora mimetizando a fase aguda da artrite, 0 que nao
foi observado no grupo tratado com HdLP. Esse resultado também foi confirmado
na analise histopatolégica demonstrando que no grupo tratado com HdLP foi
observado um menor influxo de células na membrana sinovial. Sugerimos que

HdALP possa estar interferindo na interagdo leucdcito/células endoteliais, etapa

67



inicial para o recrutamento de neutréfilos para o foco inflamatério, resultando na
inibicdo desse influxo.

O desenvolvimento do processo inflamatério na membrana sinovial
ocorre devido a resposta das células inflamatérias que aumentam a producédo de
citocinas e a formacdo de radicais livres conduzindo ao stress oxidativo que
amplifica a inflamagé&o e ocasiona a destruicao articular, dor e edema (PAIVA et
al., 2011). O tecido envolvido responde ao estimulo e alguns eventos vasculares
ocorrem iniciando-se com uma vasoconstricAo seguida de vasodilatacao,
também ocorre aumento da permeabilidade vascular ocasionando
extravasamento de fluido e proteinas para o intersticio levando a formacgédo do
edema (MORAIS, 2008). Estudos de CONTE et al. (2010) e (2008)
demonstraram que as endotelinas enddgenas também sdo mediadores
inflamatorios que desempenham um papel pro-inflamatério importante na
regulacdo da inflamacgéo articular e estdo relacionadas com a formacdo do
edema, modulam a expressao de moléculas de adesao nas células endoteliais e
nas células sinoviais, induzem a formacéo do edema pela exsudacédo de plasma,
estimulam a producao de citocinas, regulam a migracao e adesao dos neutroéfilos
e a producdo de mediadores inflamatorios.

A artrite induzida por Zy provoca aumento da permeabilidade vascular
levando ao desenvolvimento de edema sinovial e influxo leucocitario com
predominio de polimorfonucleares (NONOSE, 2011).

Alencar et al., (2004) demonstraram que uma fragdo proteica nao
dialisavel do latex de Calotropis procera foi capaz de inibir o edema causado por
carragenina, efeito ndo observado quando o edema foi induzido por dextran.

Esses resultados mostram que essa fragcdo nao dialisavel provavelmente deve
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inibir o aumento da permeabilidade mediado por células, pois o edema por
carragenina depende da migracao celular para o foco inflamatorio.

Neste trabalho observa-se que HdLP foi capaz de diminuir o edema
provocado pelo Zy, o qual ocasiona um aumento na permeabilidade vascular.
Este resultado indica que a diminuicdo do edema pode estar relacionada com a
diminuicdo na permeabilidade vascular mediada por células, ja que também foi
observado um menor influxo leucécitario na articulacdo nos animais tratados com
HALP.

As citocinas regulam os processos inflamatérios que estdo envolvidos
na patogénese da inflamacao articular. Nas articulacfes inflamadas ocorre um
desequilibrio entre as atividades de citocinas pré e anti-inflamatérias, onde as
citocinas pro-inflamatérias encontram-se de forma majoritaria, dentre elas
destacam-se IL-1B, TNF-a e IL-6 (AGARWAL e MAVIYA, 2005). As citocinas pro-
inflamatérias sdo encontradas no fluido e no tecido sinovial tendo papel
fundamental na perpetuacédo da inflamacgéo, na destruicdo da cartilagem e no
remodelamento  caracteristicos da artrite  (BURSKA, BOISSINOT e
PONCHEL,2014). Estudos em modelos animais mostram que o TNF-a esta
envolvido com o inchaco das articulagbes presente no inicio da inflamacao
(BERG, 2000). IL-1 pode ser produzida por condrdcitos e por osteoblastos,
podendo ser associada aos eventos que iniciam o ciclo de destruicdo da
cartilagem e Ossea (JOOSTEN et al., 1999). IL-1 também estd envolvida na
inducdo da ativagcdo de metaloproteinases da matriz e angiogénese nha
membrana sinovial (AGARWAL e MAVIYA, 2005). Além disso, essa citocina esta

envolvida com ativacdo dos osteoclastos, aumento da expressdo de moléculas
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de adesédo pelas células sinoviais e aumento da liberacdo de éxido nitrico e
prostaglandina (MCLNESS e SCHETT, 2007; ABRAMSON e AMIN, 2002).

A IL-6 também é uma citocina proé-inflamatéria potente relacionada
com a destruicdo articular e manifestacdes sistémicas (YUSOF e EMERY, 2013;
PARK, PILLINGER, 2007). No liquido sinovial a IL-6 encontra-se
abundantemente expressa sendo relacionada com a infiltracdo celular e com o
fator de crescimento vascular endotelial, o qual promove a migracdo e
crescimento de células endoteliais, além de induzir a permeabilidade vascular.
Essa citocina também aumenta o recrutamento de osteoclastos que promovem a
reabsorcéo gerando a erosao 0ssea (SRIRANGAN e CHOY, 2010).

Oliveira (2013) demonstrou que o 0Oleo extraido dos frutos de Caryocar
coriaceum apresenta efeito anti-inflamatoério na artrite induzida por Zy em ratos,
podendo ser associado com a inibicdo da producédo de citocinas pro-inflamatérias
(TNF-a e IL-1B).

Marinho et al., (2011) demonstraram que o latex de Hancornia
speciosa (APOCYNACEAE) diminui a producdo das citocinas IL-6 e TNF-a em
modelo inflamat6rio com carragenina, onde esse efeito anti-inflamatério parece
estar relacionado com a inibicdo da sintese de prostaglandinas (PG).

Os resultados desse estudo mostraram que no grupo tratado com
HdLP os niveis das citocinas inflamatérias IL-1B e IL-6 foram menores quando
comparados ao grupo Zy, no entanto os niveis de TNF-a ndo foram alterados.

Rocha et al. (2008) demonstraram que o extrato do helminto Ascaris
suum apresentou efeito anti-inflamatério na artrite induzida por Zy, no entanto
esse extrato ndo alterou a liberagédo de TNF-a. Pinto et al. (2013) demonstraram

gue o extrato do fungo Coccidioides posadasii apresentou efeito anti-inflamatorio
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e imunomodulador na artrite induzida por zymosan e também nao alterou a
liberacdo de TNF-a. Os estudos ressaltam que essa citocina esta envolvida no
desenvolvimento da lesdo articular, no entanto sugerem que o efeito anti-
inflamatorio desses extratos seria independente da liberacdo de TNF-a.

Os resultados demonstram que HdLP foi eficiente em reduzir a
liberacdo das citocinas inflamatérias IL-1B e IL-6, o que pode explicar a
diminuicdo da migracdo de leucécitos e a reducdo do edema na articulacéo,
levando a uma menor inflamacdo articular. Essa diminuicdo no processo
inflamatorio também foi observada na analise histopatolégica, onde foi
demonstrado uma menor proliferacdo sinovial no grupo tratado com HALP e um
menor comprometimento da membrana sinovial.

Nossos dados também mostram que HALP néo foi capaz de alterar os
niveis de TNF-a. Sugerimos que o efeito anti-inflamatério demonstrado estaria
envolvido com a inibicdo de outros mediadores inflamatérios como IL-1B e IL-
6. Para justificar nosso resultado podemos relaciona-lo com o fato de muitos
pacientes ndo responderem a terapia com anticorpos anti-TNF-a ou receptores
solaveis de TNF-a, demonstrando que a progressdao da artrite ndo se deve
unicamente a liberacdo de TNF-a, mas também dependeria da liberagdo de
outros agentes inflamatorios (LEITE, 2009).

A citocina IL-10 é considerada anti-inflamatéria desempenhando
importante papel na prevenc¢éo de patologias inflamatérias e autoimunes. IL-10 &
produzida por diversos tipos de células, principalmente por mondcitos e células B
(OPAL e DEPALO, 2000). A deficiéncia ou a expressao diminuida de IL-10 pode

aumentar os agentes patogénicos durante uma infeccdo aguda, podendo
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exacerbar a resposta inflamatéria, que resulta em danos teciduais (SALIM e
XAVIER, 2014).

VALE et al. (2002) demonstraram que a liberacdo endogena de
algumas citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 apresenta papel na limitacao
do desenvolvimento da resposta nociceptiva durante as reacdes inflamatérias da
dor. Sugerindo que esta atividade antinociceptiva esta relacionada com a inibicao
da liberacdo de COX-2 e de citocinas proé-inflamatérias como IL-1B. Além disso,
também podem exercer efeito analgésico relacionado a regulacdo da liberacao
dos eicosanoides.

Tem sido demonstrado que a IL-10 inibe a producédo de citocinas pro-
inflamatorias. Essa resposta supressora foi demonstrada quando camundongos
deficientes na producéo de IL-10 desenvolveram a artrite induzida por colageno
mais grave (VERRI JUNIOR et al., 2006).

Tanaka et al., (1996) demonstraram que no modelo de artrite induzida
por coldgeno a administracao intraperitoneal de IL-10 mostrou-se como um
agente profilatico de grande utilidade suprimindo a progressdo e o
desenvolvimento da artrite induzida por colageno em camundongos, sugerindo
gue o aumento da IL-10 poderia exercer um mecanismo compensatorio em
relacdo a exacerbada producédo de citocinas inflamatérias produzidas na artrite.

Entretanto o presente estudo demonstra que HALP nao foi capaz de
aumentar significativamente os niveis de IL-10 quando comparado ao grupo Zy.
Acredita-se que essa citocina anti-inflamatoria ndo esteja envolvida de forma
significativa no inicio da artrite induzida por Zy, o que justificaria os resultados
obtidos nesse modelo agudo (ROCHA et al., 2008). Nossos dados indicam que o

efeito anti-inflamatério de HALP nao se deve ao aumento de IL-10.
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Além da participacdo das citocinas também foi investigado a
participacédo do oxido nitrico no desenvolvimento da inflamacgéo induzida por Zy.

Existem evidéncias que revelam que o NO na artrite esta envolvido na
degradacéao da cartilagem e dentre as diversas acdes biologicas estaria envolvido
na ativacdo de metaloproteinases da matriz, inibicdo da sintese de colageno e
proteoglicano por condrécitos e como promotor da vasodilatacdo, o que leva ao
influxo de fluido e células para o foco inflamatério. NO também pode se combinar
com espécies reativas de oxigénio produzindo peroxinitrito, que promove a
apoptose de condrocitos (BINGHAM, 2002). No entanto existem controvérsias
sobre o papel do NO, enquanto estudos sugerem que o NO apresenta efeito pré-
inflamatoério estando envolvido em mecanismos de dor, ROCHA et al. (2003)
indicaram que NO pode ter um efeito anti-inflamatorio, sugerindo que os
inibidores da NOS reduzem a hiperalgesia inflamatéria e o influxo celular quando
utilizados de forma profilatica promovendo analgesia na artrite induzida por Zy via
GMPc, independentemente de NO exdgeno ou de PGE2 (ROCHA et al., 2003). O
estudo de BEZERRA et al. (2004) sugerem gque o tratamento com inibidores da
NOS apresentam efeito anti-inflamatério, protegendo o metabolismo da
cartilagem na articulacdo inflamada contra a degradacéo, no entanto as espécies
reativas de oxigénio geradas atuariam promovendo o dano articular na artrite
experimental. GIRAO (2006) demonstra que o NO enddgeno participa da
modulacdo da dor e que a administracdo de NO exdégeno pode ter efeito
antinociceptivo em baixas doses e produzir hipernocicep¢cdo em altas doses. A
partir desses estudos acredita-se que o efeito de NO depende do modelo
experimental e do nivel de estimulo, ja que pode exercer tanto efeito pré como

antinociceptivo (ARAUJO, 2012).
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Nossos dados demonstram que o0s animais tratados com HdLP
apresentaram uma diminuicdo dos niveis de nitrato/nitrito, indicando uma
diminuicdo na producdo de NO que mostrou sr benéfica na reducdo da
inflamacéao da articulacdo. Além disso, a diminuicdo da inflamacéo também levou
a uma diminuicdo da migracdo de neutrdfilos para a articulagcdo corroborando na
inibicdo no desenvolvimento da inflamac&o, jA que os neutréfilos sdo células
produtoras de NO.

A fim de verificar um possivel efeito analgésico de HdALP foi feita a
avaliacao da hipernocicep¢do mecanica utilizando o método eletrénico Von Frey.

A hipernocicepcdo é descrita como um estado de hiperalgesia e/ou
alodinia em modelos com animais devido a sensibilizacdo de nociceptores, Em
pacientes portadores de artrite sintomas como hiperalgesia e rigidez das
articulagbes sdo muito frequentes, podendo causar limitacdo do movimento
articular. A hipernocicepcao é induzida pela acdo direta dos mediadores finais
nos nociceptores provocando a liberagcdo de citocinas. Os neutrofilos apresentam
acOes hipernociceptivas que ocorrem pelos efeitos de citocinas e pela libertacédo
de mediadores de acdo direta como PGE2 e aminas simpaticas, que atuam
diretamente nos nociceptores (CUNHA et al., 2008a; CUNHA et al., 2008b;
BEZERRA et al., 2007).

IL-1B atua diretamente sobre receptores especificos dos neurdnios
sensitivos levando a sintese de outras citocinas, quimiocinas, prostandides,
neurotrofinas, 6xido nitrico, cininas, lipideos, trifosfato de adenosina (ATP) e
membros da via do complemento, que ocasionam a proliferacdo e hipertrofia de
células gliais no sistema nervoso central com a liberacdo de citocinas pro-

inflamatorias (OLIVEIRA et al., 2011).
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Nesse estudo foi observado que o grupo tratado com HALP 5 mg/kg
i.v. ndo apresentou efeito antinociceptivo significativo quando comparado ao
grupo Zy na sexta hora, resultado ja esperado concordando com os dados do
influxo de leucécitos que néo foi diminuido nessa dose. Ja o grupo tratado com
50 mg/kg v.o. foi observado efeito antinociceptivo, no entanto esse efeito foi
menor quando comparado ao grupo HALP 50 mg/kg i.v. que apresentou um
aumento do limiar nociceptivo mais significativo. Sugerimos que esse menor
efeito da fracédo proteica pela via oral possa ser explicado pelo fato das proteinas
geralmente ndo serem ativas por via oral. A biodisponibilidade oral é reduzida,
devido principalmente pela rapida e intensa degradacéo por enzimas proteoliticas
e pela fraca permeabilidade intestinal ocasionada pela sua elevada massa
molecular e hidrofilicidade. As baixas biodisponibilidades conduzem a uma
elevada variabilidade inter e intraindividual na sua administragdo (SILVA et al.,
2002).

Tem sido demonstrado que a administracao intra-articular de zymosan
induz a libertacdo de prostandides na articulacéo do joelho de camudongos, esse
agente flogistico induz a sintese das prostaglandinas pelos macrofagos. De
acordo com essas informacBes Guerrero et al.,, (2006) demonstraram que a
administracao de indometacina (inibidor da ciclooxigenase néo seletivo) reduziu a
hipernocicepg¢éao induzida por zymosan na inflamagéao articular, ressaltando que a
prostaglandina E2 um dos principais metabdlitos da COX.

Cunha et. al, (2005) demonstraram que a hipernocicepcao
inflamatoria mecanica induzida por carragenina depende da liberacdo de
citocinas como a IL1-B e IL-6, sendo que a IL-1 3 estaria envolvida na liberacao

de prostaglandinas (PG).
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Luz (2012) demonstrou que uma fracdo proteica isolada do latex de
Calotorpis procera apresentou efeito antinociceptivo na hiperalgesia inflamatéria
e que este efeito pode estar relacionado com a diminuicdo da liberacdo de
citocinas proé-inflamatérias e da PGE2 que podem sensibilizar os nociceptores
levando a hiperalgesia.

HdLP demonstrou ser eficaz na reducdo do processo inflamatorio,
diminuindo a migracéo de leucécitos e a liberacdo de mediadores como IL1-B e
IL-6. A reducéo de IL1-B poderia explicar o efeito antinociceptivo de HdALP, onde
a reducdo dessa citocina poderia levar a reducdo da liberacdo das
prostaglandinas que sdo mediadores finais e podem sensibilizar os nociceptores,
portanto uma menor sensibilizacdo desses nociceptores ocasionam um aumento
no limiar de hipernocicepcéo justificando o efeito antinociceptivo de HdALP.

Baseando-se nos dados obtidos nesse trabalho podemos observar
que HALP apresenta efeito anti-inflamatério, ocasionando a diminuicdo da
migracdo de leucOcitos para a articulagdo e dos niveis de mediadores
inflamatérios. HALP também demonstrou efeito antinociceptivo e este parece
estar relacionado a diminuicdo dos mediadores finais que sensibilizam os

nociceptores.
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7. CONCLUSAO

Os resultados desse estudo demonstram o efeito antinociceptivo e
anti-inflamatério de uma fracdo proteica isolada do latex de Himatanthus
drasticus no modelo de artrite induzida por zymosan em camundongos. Esses
efeitos de HALP parecem estar relacionados com a diminuicdo da migracdo de
neutrofilos e reducao dos mediadores inflamatoérios (NO, IL-18 e IL-6), diminuindo
assim o dano na membrana sinovial. No entanto sdo necessarios mais estudos

para uma melhor elucidacédo do seu mecanismo de acao.
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