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RESUMO

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO E ANTINOCICEPTIVO DE PROTEINAS ISOLADAS
DO LATEX DE Plumeria rubra L. EM MODELO EXPERIMENTAL DE ARTRITE
INDUZIDA POR ZYMOSAN EM CAMUNDONGOS.

INTRODUGCAO: Plumeria rubra L. é uma planta laticifera que pertence a familia
Apocynaceae. Conhecida popularmente como jasmim, jasmim-manga, frangipani ou
arvore-pagode, é originaria da América Central e encontra-se amplamente
distribuida pelas regides de clima tropical do mundo, inclusive no Brasil. Estudos
com a fracéo do latex de Plumeria rubra demonstraram apresentar efeito antiulcera
géastrica, antioxidante e atividade vasodilatadora. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito da fracao proteica isolada do latex de Plumeria rubra (PrLP)
na artrite induzida por zymosan (Zy) em camundongos.

METODOLOGIA: Esse estudo foi aprovado na comissdo de ética em pesquisa
animal da Universidade Federal do Ceara (n°82/2014). A artrite foi induzida em
camundongos fémeas swiss (n=6) através da administracdo de 0,1 mg Zymosan
(Zy) i.a. Os animais foram tratados com salina ou dexametasona (2 mg/kg e.v.) meia
hora antes ou com PrLP (12,5; 25, 50 e 100mg/kg e.v.) 1 hora apés o Zy. Seis horas
apos a inducdo os animais foram eutanasiados e foi feita a coleta do lavado articular
para contagem total e diferencial de leucdcitos, atividade da mieloperoxidase (MPO)
e concentracdo de mediadores inflamatérios (NO, TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10). O
edema foi avaliado pela medicdo do didametro transversal da articulacdo e pela
avaliacdo da permeabilidade vascular com azul de evans. Adicionalmente foi
avaliado o efeito de PrLP sobre processo inflamatdrio na membrana sinovial e sobre
a expressao de NOSi, COX, NFkB e TNF- a no tecido. A hipernocicepgao mecanica
foi estudada utilizando uma verséo eletronica (VonFrey) e foi investigada tanto na
hipernocicepcdo articular induzida por zymosan quanto na plantar induzida por
carragenina e prostaglandina. O mecanismo do efeito antinociceptivo de PrLP foi
investigado fazendo uma modulacdo com Naloxona (1 mg/kg; e.v.) ou L-arginina
(1g/kg; i.p.) 30 minutos antes da administracdo de PrLP. Para as analises estatisticas
foi utilizado o teste ANOVA/Newman Keuls ou Kruskal Wallis/Dunns; p <0,05 foi
considerado significante.

RESULTADOS: O tratamento com PrLP nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg e.v.
reduziu de forma significativa a contagem de leucécitos (899,8 x 10%/ml + 148; 1225
x 10%ml + 89,59; 890 x 10%ml + 165,7, respectivamente), a contagem de neutréfilos
(860,3+97,57; 1108+127,6 e 908,7+£159,9, respectivamente) e a concentracdo de
MPO (12,1+1,3; 14,3+0,6; 8,9+3,5 UMPO/mIl respectivamente). PrLP na dose de
25mg/kg reduziu as concentracbes de mediadores inflamatorios tais como NO, IL-
18, TNF-a e IL-6 (71,84+9,1 mM,; 4569+712,5; 1409+221,6 e 847,3+260,4 pg/ml
respectivamente) quando comparados ao grupo controle. Também foi observado
uma reducdo do edema pela administracdo de PrLP 25 mg/kg, esse tratamento
reduziu de forma significativa o diametro articular na terceira (0,89 + 0,001 mm) e na
sexta hora (0,99+0,02 mm) e também reduziu o extravasamento de azul de evans
para a articulacédo (40,46+3,6 pg/g). No ensaio histopatoldgico do tecido observou-se
reducdo significativa do infiltrado inflamatério (com reducdo na contagem de
neutrofilos), edema, comprometimento da membrana sinovial e hemorragia nos
animais que receberam PrLP (25 mg/kg) e na imunohistoquimica houve reducao
significativa na expressao de COX-2, NOSi, TNF-a e NFkB. Na hipernocicepcéo
mecanica articular o tratamento com PrLP (25 mg/kg) reduziu de forma significativa



tanto na terceira (0,86 + 1,3) como na sexta hora (1,08t2,3) e esse efeito foi
revertido pela administragcéo prévia de L-arginina (1g/kg, i.p.) e de naloxona (1mg/kg;
e.v.). Adicionalmente, PrLP (25 mg/kg) reduziu de forma significativa a
hipernocicepgao plantar induzida por carragenina na terceira (1,74+0,4) e na quinta
hora (1,5+0,4) e a hipernocicepcdo induzida por prostaglandina na terceira hora
(1,4+0,4).

CONCLUSAO: PrLP apresenta atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria no
modelo de artrite induzida por zymosan. O efeito parece estar relacionado com a
diminuicdo da migracdo de neutréfilos e da liberacdo de mediadores inflamatorios,
reduzindo o dano na membrana sinovial e a hipernocicepcéo.

Palavras chaves: Artrite. Plumeria rubra. Hipernocicepg¢ao. Zymosan.



ABSTRACT

Anti-inflammatory and antinociceptive effect of isolated proteins of Plumeria
rubra l. latex in experimental model of arthritis induced by zymosan in mice.

INTRODUCTION: The Plumeria rubra is a laticifer plant of family Apocynaceae,
popularly known as “Jasmim”. It is widely distributed in tropical and subtropical
regions, including Brazil. Some studies show that the latex of P. rubra has gastric
antiulcer effect,antioxidant and vasodilator activity. The aim of this study was to
evaluate the effect of isolated proteins from Plumeria rubra latex (PrLP) in arthritis
induced by zymosan (Zy).

METHODOLOGY: This study was approved by the Ethics Committee on Animal
Research of the UFC-CEPA (82/14). Arthritis was induced in female Swiss mice (n =
6) by injection of 0.1 mg Zy intra-articular. After 1 hour of Zy injecton, the animals
were treated with saline or PrLP (12.5, 25, 50 and 100 mg/kg i.v.); the
dexamethasone (2 mg/kg i.v.) was administered thirty minutes before Zy treatment.
After six hours of arthritis 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-qa, IL-1B, IL-6 and IL-10). The
edema was evaluated by measuring the diameter articular and the vascular
permeability through extravasation evans blue. In addition, immunohistochemistry
was performed for cyclooxygenase 2 (COX-2), NOSi, NfkB e TNF- a in the
tissue.The mechanical hypernociception was induced by intra-articular injecton of Zy
or intra-plantar injection of carrageenan or prostaglandin E2.The effect
antinociceptive of PrLP was evaluated in the absence and in the presence of
Naloxone (1 mg / kg; i.v.) and L-arginine (1g / kg; i.p.), which were administered 30
minutes before of the administration of PrLP. The statistical analysis were performed
using the ANOVA/ Newman Keuls or Kruskal Wallis/Dunn post hoc test. Values of p
<0.05 was considered statistically significant.

RESULTS PrLP at doses of 25, 50 and 100 mg /kg iv reduced the leukocyte count
(899.8 x 10° / ml + 148; 1225 x 10° / ml + 89.59 and 890 x 10° / ml + 165.7,
respectively), the neutrophil count (860.3 + 97.57; 1108 + 127.6 and 908.7 + 159.9,
respectively) and the MPO activity (12.1 £ 1.3;14.3 = 0.6 and 8.9 + 3.5 UMPO / ml,
respectively). PrLP (25 mg/kg) modulated the concentrations of the inflammatory
mediators such as NO, IL-1B, TNF-a and IL-6 (71.84 £ 9.1 mM;, 4569 + 712.5;, 1409
+ 221.6 and 847.3 = 260.4 pg/ml respectively) when compared to the saline group.
PrLP (25 mg/kg). Reduced the edema, which significantly reduced joint diameter in
the third (0.89 £ 0.001 mm) and in the sixth hour (0.99 + 0.02 mm) and also reduced
the extravasation of evans blue to the joint (40.46 + 3.6 ug/g). In the tissue
histopathological study, PrLP (25 mg / kg) significantly reduced the inflammatory
infiltrate (with reduction in the neutrophil count), edema, synovial membrane
involvement and haemorrhage. PrLP (25 mg / kg) was also able to reduces the
immunohistochemistry labeling for COX-2, NOSi, TNF-a and NFkB.

In mechanical hypernociception, PrLP (25 mg / kg) significantly reduced both the
third (0.86 + 1.3) and the sixth hour (1.08 + 2.3), and this effect was reversed by the
administration of L-arginine (1g / kg, ip) and naloxone (1mg / kg, iv). In addition, PrLP
(25 mg / kg) significantly reduced carrageenin-induced plantar hypernociception in
the third (1.74 = 0.4) and fifth hour (1.5 + 0.4) and prostaglandin-induced
hypernociception in the third hour (1.4 + 0.4).



CONCLUSION: PrLP 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. Plumeria rubra. Hypernociception. Zymosan.
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1. INTRODUCAO

1.1 Artrite reumatoide

Artrite € um termo genérico para varias doencas articulares que envolve a
inflamacdo de uma ou mais articulagbes ou do sistema musculoesquelético. A
inflamacé&o intra-articular é o principal sintoma encontrado nessas doencas e existem
mais de 150 tipos de doencas reumaticas e musculoesqueléticas categorizadas
como artrite sejam agudas ou cronicas, as principais séo artrite reumatoide (AR),
artrite psoratica, artrite reativa, artrite gotosa e espondilite anquilosante (CONTE et
al., 2015; CROSS et al., 2014).

A AR é uma doenca auto imune que se caracteriza por uma poliartrite crénica
que atinge principalmente as articulacbes e se manifestam como fadiga dor,
anorexia, astenia e sintomas musculoesqueléticos vagos até o aparecimento da
rigidez e inflamacdo da membrana sinovial (sinovite), levando a destruicdo articular
(DARREN et al., 2009; MOTA et al., 2011). O desenvolvimento da doenca leva a um
processo inflamatério crénico que induz mudancas na composi¢do celular e
expressdo génica dos sinoviocitos, promovendo hiperplasia dos fibroblastos
sinoviais e dano a cartilagem, osso e ligamentos (KLIPPEL et al., 2001). Na AR, a
lise da cartilagem articular e a erosdo do osso subcondral (fina placa de o0sso
localizada diretamente sob a cartilagem articular, juntamente com 0 0SSO esSponjoso
que d& sustentacdo a esta placa 6ssea) parecem ser os fenbmenos mais precoces
responsaveis pelas deformidades articulares e incapacitacdo funcional. E a
compreensao da fisiopatologia dos mecanismos envolvidos na lise da cartilagem
articular e do osso subcondral é necesséria para se buscar tratamentos que possam
alterar o curso evolutivo da doencga.

As articulagbes sao conexdes entre dois 0ssos que s&o recobertas por
cartilagem, ligamentos e pela membrana sinovial que delimita a cavidade preenchida
pelo liquido sinovial. Essa membrana é constituida por sinovidcitos do tipo A e do
tipo B e por macrofagos sinoviais, fibroblastos sinoviais, vasos sanguineos e nervos
sensoriais, enquanto a cartilagem articular € composta por uma matriz extracelular
(colageno, proteoglicanos e acido hialurénico) e pelos condrdcitos (FERNANDES et

al., 2007).
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Os sinovidcitos tipo A tem grande semelhanca funcional e estrutural com os
macréfagos e compdem entre 20 e 30% das células da membrana. Os sinoviécitos
do tipo B sdo conhecidos como sinovidcitos semelhantes a fibroblastos (FLS)
formam cerca de 70% das células do tecido sinovial. Parecem ter um papel-chave
ndo somente no desencadeamento da sinovite, como também nos mecanismos que
levam a perda 0ssea e destruicdo de cartilagens, que sdo complicacfes frequentes
da artrite reumatoide (SWEENEY e FIRESTEIN, 2004).

A membrana sinovial que reveste as articulacdes tem uma espessura de duas
a cinco camadas de células, dispondo de uma rica vascularizagcdo. Apresenta-se
como um tecido composto por duas camadas: uma camada superficial, de
revestimento, denominada camada intima ou camada de revestimento sinovial, e
uma camada subintima, localizada abaixo do revestimento e composta,
principalmente, por tecido conjuntivo. A camada intima apresenta uma espessura de
normalmente uma a trés células, sendo uma camada avascular e sem a presenca de
lamina basal (ABRAMSON e PILLINGER, 2005).

A AR tem uma prevaléncia mundial em torno de 0,5 a 1,0% da populacdo
adulta, sendo que as mulheres sado de duas a trés vezes mais acometidas que 0s
homens, ocorrendo em todas as regides do mundo e em todas as etnias. A doenca
inicia-se geralmente em torno de 30 a 50 anos e cerca de 20% a 30% dos pacientes
gue nao recebem tratamento tornam-se incapacitados para o trabalho de dois a trés
anos apos o diagnostico. No Brasil, a prevaléncia é similar a da populacdo mundial,
predominando na populagédo do género feminino, com inicio ap6s os 40 anos e com
maior incidéncia na faixa dos 50 anos (GIBOFSKY, 2012; BLAY et al.,, 2012;
VOGELPOEL et al., 2015).

A poliartrite visualizada na AR ocorre devido a uma sinovite mediada por
respostas imunoldgicas (celular e humoral), e o distdrbio afeta, principalmente, as
articulacbes periféricas de modo simétrico, iniciando pelas articulagcbes dos dedos,
maos e pés, evoluindo para articulagbes maiores, como ombros e joelhos (ABBAS;
LICHTMAN e PILLAI, 2008; KOURILOVITCH; GALARZA-MALDONADO e ORTIZ-
PRADO, 2014).

Essa doenca representa um importante impacto econémico e social uma vez

qgue por ter um carater progressivo leva ao desenvolvimento das deformidades e ao

19



comprometimento da capacidade funcional dos pacientes perturbando a saude fisica
e mental dos mesmos. Seu curso clinico pode se estender de algumas semanas a
meses de desconforto até anos de incapacitacdo. O diagndstico inicial pode ser
confundido com outras doencas como espondilite, artrite psoratica e lUpus
(HOCHBERG et al., 2003).

A patogenia da AR ainda é intensamente estudada devido a doenca ser de
origem multifatorial. Fatores hormonais, ambientais e imunolégicos atuam em
conjunto sobre individuos geneticamente suscetiveis, com manifestacdes
ocasionadas a partir de diversos mecanismos inflamatorios (BALSA et al., 2010).
Acredita-se que a AR tem influéncias de fatores genéticos e ambientais
(MACGREGOR et al.,, 2000). Diversos genes ja foram relacionados com o
desenvolvimento da AR, sendo o sistema de histocompatibilidade humano (HLA:
human leukocyte antigens) no locci DRB1 — que codifica as moléculas de
histocompatibilidade presentes na superficie das células apresentadoras de
antigenos — a principal associacdo genética, estando também associados ao
desenvolvimento de formas mais graves da doencga (STAHL et al., 2010; USNAYO et
al., 2011).

A expectativa de vida desses pacientes pode decrescer cerca de trés a dez
anos dependendo da gravidade e da idade do paciente no inicio da doenca. As
causas mais comuns relacionadas com as mortes desses pacientes sdo doencas
infecciosas e renais, as doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer (AVINA-
ZUBIETA et al.,, 2008; GABRIEL e MICHAUD, 2009; HOOTMAN; HELMICK e
BRADY, 2012; ZHANG et al., 2010).

A fisiopatologia da AR é bastante complexa e parece ser iniciada quando o
sistema imunoldgico adaptativo, tanto celular como humoral, reconhece antigenos
que resultam em uma série de mecanismos inflamatorios efetuadores distintos,
incluindo o recrutamento de leucécitos (SILVA-JUNIOR e ROCHA, 2006; PINTO et
al., 2010). O espago sinovial normalmente é acelular, no entanto em pacientes com
AR, este fica infiltrado de células inflamatorias que liberam citocinas, sendo estas as
principais responsaveis pela continuidade da resposta imune nessa condi¢ao
(HARRIS, 1990).
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A inflamacéao articular resulta em mudancas na membrana sinovial que podem
comprometé-la, ha hiperplasia do revestimento sinovial, ativagdo das células
endoteliais e proliferacdo dos vasos sanguineos que sédo estimulados a produzir
moléculas de adesdo e quimiotaxinas que facilitam o influxo de mais células
inflamatorias (FALEIRO, ARAUJO e VARAVALLO, 2011).

Em seguida se inicia a ativacdo dos linfécitos T CD4+ que sdo células
recrutadoras de antigenos indutores da artrite no tecido sinovial. Estes linfécitos
liberam citocinas que resultam na ativacdo dos mondcitos, macrofagos e fibroblastos
sinoviais que por sua vez secretam enzimas metaloproteinases (MMP) que estao
envolvidas na eroséo e degradacgao de ossos e cartilagens (HIRUMA-LIMA, 2012).

Os fibroblastos sinoviais ativados se proliferam desenvolvendo um tecido
hiperplasico (pannus). Esse tecido proliferativo cresce invadindo a cartilagem,
ativando os condrdcitos e liberando enzimas proteoliticas que degradam o 0sso e a
cartilagem. Adicionalmente h4& um aumento da permeabilidade vascular gerando
aumento no fluido sinovial que resultam em eroséo e destruicdo da articulacdo, do
0sso subcondral, dos tenddes e ligamentos, levando a um quadro de dor e
incapacitacdo (FERNANDES, 2008; FILIPPIN, 2008; KHURANA e BERNEY, 2005).

As células inflamatérias ativadas localmente liberam citocinas pro-
inflamatérias (IL-1, IL-8, TNF-q, IL-6 e IL-17) e prostaglandinas que sdo importantes
autacoides e eicosanoides. A partir de neutréfilos e macréfagos, ocorre também
aumento na liberacdo de mediadores como o éxido nitrico (NO) e espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNs) (SWEENEY & FIRESTEIN, 2004).

As citocinas sao peptideos regulatérios que sao produzidos potencialmente
por todas as células, e somente algumas delas sdo constitutivamente expressas,
como fator de necrose tumoral (TNF-a) em mastdcitos (MAURER et al., 2003). Na
presenca de estimulos inflamatoérios a expresséao génica dessas moléculas aumenta,
e consequentemente, a producdo de citocinas ocorre, 0 que leva a iniciagdo e
amplificacdo da resposta inflamatoria. Esses mediadores tém um importante papel
na ativacdo das células sinoviais que resultam em inflamagéo e destruicdo Ossea

observada na artrite.
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O TNF-a e a IL-1 s&o as principais citocinas envolvidas na inflamagéo e, uma
vez liberadas, induzem a sintese de outras citocinas inflamatérias, de moléculas de
adesao, ativacdo do metabolismo do AA, inducdo da resposta de fase aguda e
ativacdo de células polimorfonucleares (AREND, 2001; THOMSON; LOTZE, 2003).
Evidéncias sugerem que essas citocinas inflamatorias induzem a expressdo de
oxido nitrico sintase induzivel (NOSI) e ciclo-oxigenase 2 (COX 2), resultando na
producéo de NO e de prostaglandina (PELLETIER et al., 2000). A expresséo dessas
citocinas e enzimas sao reguladas pela ativacdo do fator transcricional NFkB que
esta envolvido na patogenia da artrite reumatoide e outras doencas inflamatorias
cronicas (ABRAMSON et al., 2001).

A IL-1 é ainda responsavel pela reabsorcao 6ssea, pela inibicdo da sintese de
colageno e estimulacdo da proliferacdo de osteoclastos e fibroblastos (KLEIN &
RAIZ, 1970; LORENZO, 1991; BOYCE et al., 1989). O TNF- a também estimula os
osteoclastos, induzindo a reabsorcdo 6ssea (BERTOLINI et al., 1986; ABU-AMER et
al., 2000) e a liberacado de citocinas pré-inflamatorias (IL-1 e IL-6) que continuam a
cascata da inflamacéo (BRENNAN et al., 1989).

A IL-17 é uma citocina pro-inflamatéria encontrada no liquido sinovial
inflamado em grandes quantidades. Esta citocina promove inflamagé&o estimulando a
producdo de outras citocinas inflamatérias (por exemplo, IL-6, TNF-a e IL-1B),
estimula fibroblastos, células endoteliais, células epiteliais e macréfagos a produzir
outros mediadores inflamatorios envolvidos com a migracdo neutrofilica, erosao
0ssea e destruicao tecidual (BEZERRA et al., 2008; KELCHTERMANS et al., 2009).

O o6xido nitrico também parece estar envolvido na fisiopatologia da artrite, é
um gas sintetizado a partir da L-arginina pela enzima éxido nitrico sintase (NOS) e
penetra livremente nas membranas agindo como sinalizador e efetor molecular. A
NOS pode estar expressa de forma constitutiva ou induzivel. A forma constitutiva
esta expressa no neurdnio e endotélio e produz pequenas quantidades de NO e
essa producgédo esta envolvida com a homeostase, como por exemplo a regulacdo da
pressao arterial. Ja a induzivel est4 ativa principalmente em condi¢des patoldgicas e
possui papel importante na defesa do hospedeiro contra microrganismos e em
processos tumorais. Através dessa enzima grandes quantidades de NO sao
produzidas (MONCADA et al., 1991 e ROCHA et al.,, 2002). Em pequenas
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qguantidades, o NO possui atividade protetora, mas em grandes quantidades na
sindvia inflamada ocorre a degradacdo da matriz cartilaginosa, apoptose de
condrocitos e diminuicdo da proliferacdo 6ssea que contribuem para lesdo articular
(MOLLACE et al., 2005).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) séo definidas
como qualquer espécie quimica altamente reativa que contém um ou mais elétrons
desemparelhados (HALLIWELL & GUTRIDGE, 2006).

A formacdo de ERO e ERN é um evento constante nas células, acontece em
decorréncia do metabolismo normal e parecem ter papel fisiolégico ou fisiopatoldgico
a depender em parte da concentracdo e da espécie gerada (CNUBBEN, 2001;
VALKO et al., 2006). O estresse oxidativo é resultado de uma producdo aumentada
de ERO/ERN concomitante com uma reducdo de mecanismos antioxidantes
celulares e isso ocasiona um desequilibrio que leva essas moléculas a reagirem com
lipidios, proteinas e com o DNA das células podendo ocasionar a um dano
irreversivel.

Em reacdes intensas e prolongadas como a AR, ocorre a formacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) e de radicais livres (RLs), levando ao estresse
oxidativo, o qual pode provocar fendbmenos autoimunes e destruicdo do tecido
conjuntivo no interior da sindvia (ALl et al., 2014). As espécies reativas de oxigénio
representam os mediadores e efetores da lesdo da cartilagem, pois quando
produzidos em excesso podem levar a uma aceleracdo do dano e ativacdo de
osteoclastos (FILIPPIN et al., 2008). O NO combinado com anion superoxido
também pode produzir peroxinitrito, que promove a apoptose dos condrdcitos
(BINGHAM, 2002).

Os fibroblastos sinoviais sdo células que estdo relacionadas ao controle do
volume do liquido sinovial. Em condi¢des normais o aumento no volume deste
liquido gera estresse na camada intima o que resulta na reducéo da producdo do
hialuronano (substancia que tem propriedades lubrificantes e imunomoduladoras)
reduzindo dessa forma a pressdo oncotica local e a retengédo de plasma no liquido
sinovial. No pannus reumatoide, ocorre uma falha nestes mecanismos gerando
estresse mecanico na camada intima sinovial (MOR; ABRAMSON e PILLINGER,
2005).
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Os neutrofilos fazem parte da imunidade inata e sédo os primeiros tipos de
células a chegar na inflamag&o. Eles migram para o liquido sinovial onde atuam
liberando proteases e gerando sinais quimiotaticos atrativos para células dendriticas
(CD) e mondcitos. Aléem disso, os neutréfilos influenciam na diferenciacdo de
macréfagos com a producdo de TNF-a que também estimula proliferagdo e
maturacdo dos linfécitos B. Essas células atuam na liberacdo de IFN-y que atua na
diferenciacdo das células T. Em seguida, as células T, células B e macrofagos
infiltram a sindvia e formam agregados linfoides, enquanto macrofagos e fibroblastos
sinoviocitos causam hiperplasia de enzimas secretoras degradativas (NATHAN,
2006). Além disso os neutréfilos estimulam producado de IL-8 e anafilatoxina C5a no
fluido sinovial que participam da atracdo de leucocitos para o interior da articulacéo,
induzem a producdo de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enzimas
proteoliticas que resultam na destruicdo da cartilagem (HARRIS, 1990; CHATHAM et
al., 1993).

Na AR o gquadro inflamatério se agrava em funcdo da producdo de auto
anticorpos resultando na formacdo de imunocomplexos. Os autos anticorpos
reconhecem antigenos celulares, tais como colageno do tipo Il e PG ou ligam-se a
porcdo Fc de imunoglobulinas da classe IgG, também conhecido fator reumatoide
(FR) que possa estar presente no local. A regido Fc realiza ativagdo de complemento
pelos imunocomplexos pode ainda iniciar uma inflamacéo vascular com depdsitos de
FR em arteriolas, originando vasculites, cujo impacto negativo na qualidade e
expectativa de vida do paciente é significativo (TURESSON e MATTESON, 2009).

Além do colageno tipo Il, o proteoglicano agrecan é outro importante
componente da cartilagem, conferindo esta propriedade de resisténcia a
compressdo, mantendo as moléculas de dgua nos tecidos. Na AR, ha diminuicdo do
agrecan na cartilagem, devido a acado das enzimas agrecanases (MILLER et al.,
2009).

O diagnostico da AR engloba historia clinica, exames fisicos, imunolégicos,
hematolégico e radiolégicos (KHURANA; BERNEY, 2005). As principais
caracteristicas fisicas sé@o: inchago nas méos e limitagdo dos movimentos e fadiga.
Exames como a pesquisa do fator reumatoide (FR) que é mais inespecifico e do

auto anticorpo antipeptideo citrulinado ciclico (anti-CCP) que possui alta
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especificidade (VAN VENROOIJ; VOSSENAAR; ZENDMAN, 2004). Os danos nas
articulagbes que aparecem com o desenvolvimento da doenca podem ser
identificados em exames de ressonancia magnética, ultrassom e raio X (TEH et al.,
2003).

Na terapia medicamentosa da AR sdo empregados os anti-inflamatérios
esteroides (AIEs), as drogas modificadoras do curso da doenca (DMARDS) e os anti-
inflamatorios ndo-esteroides (AINEs) (COSTA et al., 2014).

Os AIEs ou glicocorticoides sao farmacos cujo mecanismo envolve a ligacéo a
proteinas receptoras intracelulares especificas: receptores esteroides, esterol
(vitamina D), horménio tireoidiano, &cido retinoico, entre outros. O efeito induzido por
esses farmacos pode ser resultado da interacdo direta sobre sequéncias de DNA
especificas levando a uma transativacdo de genes de proteinas anti-inflamatorias
ou, indiretamente, pela inibicdo dos fatores de transcricdo de genes, como o NFKkf,
que codificam mediadores inflamat6rios como citocinas, moléculas de adeséo e
enzimas. Como consequéncia, ocorre supressao da producdo de citocinas
inflamatorias, quimiocinas e moléculas de adesao, por meio da inibicdo da funcao
dos macrofagos e células apresentadoras de antigenos, inibicdo da degranulagéo
dos mastécitos, reducdo da producédo de prostaglandinas (PGES) e leucotrienos pela
reducdo da expressdo do COX-2, entre varios outros efeitos que contribuem para as
marcantes atividades anti-inflamatoérias e imunossupressoras dessa classe. Embora
sejam farmacos anti-inflamatoérios eficazes, a sua administracdo crbnica
frequentemente resulta em reacOes adversas graves como elevacdo da glicose
sérica e do glicogénio hepatico; depressao da funcéo tireoidiana, reprodutiva e da
sintese de hormoénios sexuais; interferéncia na absorcdo intestinal do calcio
antagonizando a acado da vitamina D; aumento da reabsorcdo de sédio e 4gua, com
retencdo hidrica e elevacdo da pressdo arterial; entre outras (SCHIMMER e
FUNDER, 2011).

Os DMARDs incluem um diversificado grupo de pequenas moléculas,
podendo ser agentes biolégicos e ndo biologicos, sendo 0s mais comuns o
metotrexato (MTX), a hidroxicloroquina e a sulfassalazina. O objetivo primario das
terapias com esses medicamentos € preservar as funcdes das articulagoes,

reduzindo ou prevenindo danos (BLUMBERG e FOX, 2001). Farmacos bioldgicos

25



inibem a produgdo de citocinas inflamatérias ou impedem a interagdo com o0s
receptores. Sendo estes farmacos eficazes imunossupressores, existe o risco da
ocorréncia ou agravamento de infec¢cdes agudas ou crbénicas ou reativacdo de
infeccdes latentes, com consequéncias graves para o paciente (HAROON & INMAN,
2009; KUKAR et al., 2009).

Um tipo de farmaco biolégico que tem ganhado destaque sdo os agentes
bloqueadores de TNF como forma de tratamento da AR. Infliximabe, adalimumab,
golimumab entre outros sdo antagonistas do TNF. Ja o Etanercept € um receptor
soluvel de TNF (TNFR) compreendendo dois dominios extracelulares dos TNFR
humano fundido com o fragmento da regido constante da IgG1l. Vale ressaltar que
esses compostos tém eficacia terapéutica fortemente influenciada pelo uso
concomitante com metotrexato. Agentes biologicos que inibem o TNF-a séao
considerados eficazes na reducao da atividade e no retardamento do dano estrutural
articular na Artrite Reumatoide, em especial nas formas refratarias aos tratamentos
convencionais (FALEIRO et al., 2011).

Os AINEs sao anti-inflamatérios ndo esteroides que apresentam atividades
antipirética, analgésica, contra o edema caracteristico da inflamacdo. Entre os
mecanismos de acao propostos para esses farmacos esta a inibicdo das enzimas
COX-1 e COX-2, que estao envolvidas na producdo de mediadores inflamatorios
como as PGEs. Entretanto, o seu uso requer cautela devido a possibilidade de
ocorréncia de reacbBes adversas como Ulceras gastrintestinais e dor epigastrica,
lesdes renais e eventos tromboembdlicos (ROUBILLE et al., 2015).

Os AINEs sdo medicamentos que podem ser utilizados na fase de
investigacdo da doenca e seu uso ndo costuma mascarar o processo inflamatério
intenso observado na AR. Durante a evolucdo também podem ser utilizados, mas
somente para melhorar sintomas de rigidez matinal, por exemplo. Nao devem ser
usados como a Unica droga, pois ndo evitam o aparecimento de erosfes 0sseas
(TREVISANI; FIDELIX e APPENZELLER, 2011).

O aspecto financeiro, comorbidades e o histérico de eventos adversos do
paciente devem ser levados em consideragcédo na escolha do melhor AINE. Como os

pacientes geralmente estdo em uso de multiplas medicagles, a preferéncia é para
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os inibidores seletivos ou especificos da COX,, evitando assim efeitos colaterais do
trato gastrintestinal (TGI). Os anti-inflamatoérios ndo especificos também podem ser
utilizados com eficacia similar, porém deve ser lembrado que no uso crénico é
recomendada a associacdo de um protetor gastrico, como o omeprazol (TREVISANI,
FIDELIX e APPENZELLER, 2011).

O tratamento da AR tem como objetivo prevenir ou controlar a leséo articular,
prevenir a perda de fungéo e diminuir a dor (BERTOLO et al., 2007). No entanto, a
remissao completa da doenca com o tratamento raramente € alcancada, além disso,
0s medicamentos utilizados atualmente causam diversos efeitos adversos e
necessitam de monitoramento cuidadoso (ARTHRITIS FOUNDATION, 2014). Dessa
forma € necessaria a busca de novas substancias que possam modular de forma
mais eficaz essa doenca trazendo uma melhor qualidade de vida para esses

pacientes.

1.2. Dor inflamatéria

Dor é definida pela IASP (Associacdo Internacional para o Estudo da Dor)
como uma “experiéncia sensorial ou emocional desagradavel associada a uma lesao
tecidual real ou potencial”’. Esta definicdo agrega a percepg¢ao da sensacgao dolorosa
aspectos psicologicos, sociais, emocionais e ambientais. Isso ocorre porque a dor
além de ser uma percepcdo dos estimulos nocivos quando receptores sensoriais
sdo ativados (NOBACK et al., 1996; LOESER; MELZACK, 1999), também envolve
um componente emocional-afetivo incluindo atencdo e aprendizagem (BONICA,
1990). Ferreira (2004) define dor como sendo, “uma sensacao nociceptiva induzida
em um tecido normal ou lesionado por estimulos fisicos e/ou quimicos de origem
endogena e/ou exdgena, assim como por disfuncgdes patologicas e/ou psicoldgicas,
cuja percepgao causa emogdes desagradaveis e/ou comportamentos aversivos”.

Segundo, Tauschke e colaboradores (1991), a dor apresenta carater subjetivo
e pode ser compreendida pela identificacdo de quatro categorias clinicas:
nocicepcao, percepcao de dor, sofrimento e comportamento da dor. A partir dai faz-
se necessario uma distingdo entre dois termos importantes: nocicepgdo e dor. A

nocicepcao refere-se somente a percepcdo do sinal no sistema nervoso central
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evocado pela ativacdo de receptores sensoriais especializados (nociceptores),
provenientes de um tecido danificado (FURST, 1999). Por outro lado, a dor envolve
tanto o componente sensorial, quanto o emocional que se relaciona com condi¢des
motivacionais, psicolégicas bem como experiéncias de vida de cada pessoa que
normalmente se associam aos quadros dolorosos (COUTAUX et al., 2005). A partir
destes conceitos pode-se afirmar que a dor seria o termo mais adequado para o
homem enquanto que nocicep¢ao seria mais indicada para modelos experimentais
com animais (NOBACK et al, 1996).

Para que ocorra a percepcdo dolorosa pelo sistema nervoso central é
necessaria a ativacdo de receptores sensoriais especializados chamados
nociceptores, que sao terminagdes nervosas livres de neurbnios cujos coOrpos
celulares encontram-se nos ganglios das raizes dorsais e nos ganglios
trigeminais (KANDEL et al., 2000). Estas estruturas possuem limiares de ativacéo
especificos que os distinguem de outros tipos de receptores mecéanicos e térmicos,
uma vez que sao excitaveis apenas por estimulos como calor nocivo, presséo
intensa ou substancias quimicas irritantes, mas nao por estimulos ndo nocivos como
luz e toque (JULIUS e BASBAUM, 2001). Quando um estimulo doloroso é aplicado,
a informacado nociceptiva € convertida em potenciais de acdo pelos nociceptores e
transmitida pelos nervos espinais e cranianos a medula espinal ou tronco encefalico.
Dessa forma, através das fibras aferentes primérias, que sdo os axodnios dos
nociceptores, ocorre a transmissdo da informacdo nociceptiva da periferia para o
cérebro (RANGE et al., 1996).

E frequente um processo inflamatorio estar relacionado aos mecanismos que
envolvem a nocicep¢do. A dor associada a inflamacéo é resultante de mudancas
funcionais nos nociceptores. A sensibilizacdo destes receptores é caracterizada pela
reducdo do limiar de excitabilidade necessario para ativa-lo, além do aumento da
atividade espontanea da célula nervosa e aumento na frequéncia de disparo em
resposta a estimulos supralimiares (REIDEL e NEECK, 2001).

A sensibilizacdo dos nociceptores é resultado da liberacdo de mediadores
quimicos por varios tipos celulares residentes e migratorios no local da leséo
tecidual. Enquanto, alguns mediadores atuam sensibilizando os nociceptores, ou

seja, diminuindo o limiar de ativacéo, como as prostaglandinas (PG), prostaciclinas

28



(PGI), as aminas simpaticas e os leucotrienos (LTs), outros ativam diretamente 0s
nociceptores, como, por exemplo, serotonina, histamina e bradicinina, causando
imediata manifestacdo da dor (ARMSTRONG et al., 1957; SICUTERI et al., 1965;
FERREIRA, 1972; WHALLEY et al., 1987; FLOREZ, 1993).

Todas as funcdes essenciais dos nociceptores dependem de canais i0nicos
(CATERINA et al., 199; MCCLESKEY & GOLD, 1999), que séo proteinas localizadas
na membrana da célula que seletivamente medeiam transporte transmembranar de
ions especificos, ou moléculas. Os canais ibnicos sdo canais ativados pelo calor,
dependentes de capsaicina, de trifosfato de adenosina, canais de sédio voltagem,
entre outros (CESARE & MCNAUGHTON, 1996; NAGY e RANG, 1999 a, b;
BURNSTOCK, 1996; BURNSTOCK e WOOD, 1996; HILLIGES et al, 2002;
WAXMAN et al., 1999).

Estudos demonstram que estimulos lesivos provocam respostas precoces
consideradas reacfes de alarme nas quais, células residentes, como macrofagos e
mastoécitos, desempenham papel crucial. Essas células sinalizam para outras células
a existéncia de lesdo tissular, via liberacdo de citocinas, como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas (ILs). Neste contexto, as citocinas parecem
constituir um elo entre a leséo celular e o reconhecimento dos agentes estranhos
com a liberacdo de mediadores inflamatérios responsaveis pelo desenvolvimento de
sinais e sintomas locais ou sistémicos (FERREIRA, 1980).

Em resumo, a dor de origem inflamatoria resulta essencialmente da
sensibilizacdo dos neurbnios sensoriais primérios (FERREIRA, 1972). Esse efeito
parece ser resultado de eventos ndo neuronais residentes que recrutam células
imunes que sdo responsaveis pela producdo de mediadores inflamatorios (IL-1p,
TNF-a, IL-6 entre outros) que atuam diretamente no nociceptor (VALERIO et al.,
2009). E pela ativagdo de vias de sinalizagdo intracelular, tais como monofosfato
ciclico de adenosina (AMPc), proteina quinase A (PKA) e proteina quinase C (PKC)
(ALEY & KAVINE, 1999; KHASAR et al., 1999). Estas vias de sinalizagdo resultam
em fosforilacdo subsequente dos canais de sédio dependentes de voltagem (GOLD,
LEVINE e CORREA, 1998) e inibicdo dos canais de potassio dependentes de
voltagem (EVANS, VASKO e NICOL, 1999). Assim, por esses mecanismos o limiar é
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reduzido, o que leva a um aumento de excitabilidade neuronal (CUNHA et al., 2008;
ZARPELON et al., 2013).

A hiperalgesia € detectada em modelos experimentais como uma reducédo no
limiar nociceptivo. Os modelos de nocicepcdo que utilizam diferentes agentes como
zymosan, carragenina e etc para inducéo, permitem relacionar a quantificacédo direta
do fendbmeno inflamatério com hipernocicepcdo (GUERRERO et al., 2013). Tendo
em vista que a dor inflamatoria é resultado do aumento da excitabilidade das fibras
sensoriais nociceptivas periféricas produzido pela acdo de mediadores inflamatérios,

esses modelos reproduzem efeitos que se assemelham aos encontrados na clinica.

1.3 Artrite induzida pelo zymosan (Zy)

Diversos modelos foram descritos com o objetivo de induzir artrite em
animais, tentando-se chegar as caracteristicas mais préximas da AR. Um modelo
hipotético ideal deveria ter achados clinicos, histolégicos e radiol6gicos semelhantes
a artrite reumatoide, ser de facil inducdo, custo baixo e boa reprodutibilidade e
confiabilidade. Deve ainda responder a medicamentos de forma semelhante a AR,
ter parametros imunoldgicos e de atividade capazes de serem medidos (OLIVER &
BRAHN, 1996). Dessa forma, nenhum modelo utilizado hoje é capaz de atender a
todas essas exigéncias, embora todos tenham caracteristicas que se aproximam
razoavelmente do objetivo pretendido.

O Zy é um polissacarideo derivado da parede celular do fungo
Saccharomyces cerevisae e sua injecdo intra-articular promove sinovite erosiva
grave. Na fase aguda ocorre aumento de permeabilidade vascular e migracéo
celular. A seguir, desenvolve-se sinovite com infiltrado mononuclear e reacao
fibroblastica lembrando a sinovite crbnica que caracteriza o pannus reumatoide
(WILLMENT et al., 2003).

Originalmente, a artrite induzida por zymosan foi descrita por Keystone, em
1977. E um agente indutor de intensa reacdo inflamatoria quando injetado na pele,
articulacéo ou na cavidade peritoneal, por mecanismos multiplos, incluindo ativacao
da via alternativa do sistema complemento, degranulagdo de mastocitos,

estimulacdo de macrofagos e neutréfilos com liberagdo de mediadores inflamatérios

30



(TADIMETI et al.,, 1994; AJUEBOR et al.,, 1998; COATES & MCCOLL, 2001;
KOLACZKOWSKA et al., 2001).

O zymosan € reconhecido pelo receptor dectina 1 que é expresso em células
de defesa como os mondcitos, macrofagos, neutrofilos e células dendriticas
(WILLMENT, 2003), ap6s o0 reconhecimento, este polissacarideo interage com
receptor toll-like (TLR2), presente na superficie celular. Em seguida ocorre a
ativacdo do fator NFkB, seguida da producdo de citocinas pro-inflamtorias e
expressdo de moléculas co-estimulatérias (TAYLON et al, 2002). Esse
polissacarideo também estimula a liberagdo da anafilatoxina Cba, através da
ativacdo da via alternativa do complemento, com acumulos de neutréfilos e ativagédo
de mondcitos (SZABO et al., 1995). A injecdo de zymosan na cavidade articular
resulta no aumento da permeabilidade vascular levando a edema local e ainda
acentuado influxo celular com predominio de polimorfonucleares (PMN). A
quantidade de células € méaxima na sexta hora apos a inducédo (ROCHA et al., 2003).

Um estudo sobre a fase cronica do modelo, demonstrou que até 28 dias ap0s
a injecdo do zymosan a sinovite persiste, havendo formacéo de células gigantes, ao
lado de intensa proliferacédo linfomonocitaria na sindvia. As células gigantes podem
ser observadas a partir dos 14 dias de artrite e a extensdo da sinovite lembra o
pannus reumatoide, levando a lise da cartilagem articular e do osso subcondral
(ROCHA et al., 1999).

Adicionalmente, outro trabalho mostrou que apos 21 dias de inducédo da AZy
em ratos ainda ha um intenso infiltrado mononuclear, proliferacdo de fibroblastos,
presenca de células gigantes, neovascularizacdo, perda de proteoglicanos da
cartilagem articular e erosdo do osso subcondral (BEZERRA et al., 2004). Foi
demonstrado também a participacdo do NO nesse modelo experimental, através do
aumento dos niveis de nitrito nos exsudatos articulares, com o bloqueio dessa
participagdo pela administragdo de inibidores de NOS, quer inespecificos, quer
seletivos para NOSi, administrados profilatica (30 min antes do Zy) ou
terapeuticamente (2 horas pos Zy), local ou sistemicamente (ROCHA et al., 2002).

A inflamacédo articular induzida por zymosan (Zy) no joelho de ratos é
caracterizada por producdo de mediadores nociceptivos que resultam no

desenvolvimento de hiperalgesia (ROCHA et al., 1999).
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Em resumo, o zymosan, quando administrado por via intra-articular induz
artrite com pico de hipernocicepcao entre a terceira e quarta horas, com aumento
significativo da permeabilidade vascular a partir da terceira hora levando ao intenso
edema local. Também a partir da terceira hora ha um influxo celular significativo que
se torna méaximo na sexta hora (ROCHA et al, 1999; ROCHA et al., 2004).

1.4 Latex e Plantas laticiferas

O latex é um fluido presente em muitas plantas e em algumas espécies de
fungos dos géneros Lactariam e Peziza (KONNO, 2011). Na maioria das vezes tem
aspecto leitoso, no entanto pode apresentar coloracdo amarelada ou alaranjada
como em plantas pertencentes a familia Papaveraceae, marrom-amarelado em
plantas do género Cannabis, ou pode ser limpido como em Nerium oleander
(KEKWICK, 2001). E armazenado dentro de células ou fileiras de células
especializadas denominadas laticiferos, e é exsudado quando a planta sofre algum
tipo de injuria, seja por dano mecanico ou por ataque de predadores (MOURSY,
1997).

Considerando o aspecto anatémico dos laticiferos, existem dois tipos distintos
que podem ser observados: os laticiferos articulados os quais sao formados por
células sequenciais interconectadas por perfuracdes em suas paredes celulares e 0s
laticiferos ndo articulados, formados por uma Unica célula alongada que se
desenvolve nos espacos intercelulares e, eventualmente, se ramifica nos tecidos das
plantas de um modo similar as hifas de fungos (AGRAWAL; KONNO, 2009).

O latex contém uma grande variedade de substancias tais como carboidratos,
lipideos e proteinas (MORCELLE et al.,, 2004). Neste fluido também ja foram
encontrados metabolitos secundarios tais como alcaloides, cardenolideos,
compostos fendlicos, terpenos, taninos e flavonoides (KONNO, 2011).

Dentre a grande variedade de proteinas ja identificadas no latex de plantas
temos beta-1,3-glucanases (CHEYE; CHEUNG, 1995), lisozimas, proteinas
inativadoras de ribossomos (RIPs) (GIORDANI & LAFON, 1993), lectinas, quitinases
(JEKEL et al., 1991), amilases (LYNN; CLEVETTE-RADFORD, 1987), inibidores de
proteinases (ARCHER, 1983; SRITANYARAT et al., 2006), oxidases (AGRAWAL,
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KONNO, 2009) dentre outros. Mais de 110 plantas produtoras de latex distribuidas
em diferentes familias sdo conhecidas por apresentar atividade proteolitica. Estas
sdo pertencentes a classe das proteinases cisteinicas, serinicas e asparticas
(DOMSALLA; MELZIG, 2008).

Existem varias hipéteses sobre a real funcéo do latex para a planta, e entre
estas podemos citar: excrecdo de residuos do metabolismo, cobertura de tecido
danificado e defesa da planta contra o ataque de predadores (KONNO, 2011). Entre
estas hipoteses, a mais aceita € a de que o latex serve prioritariamente para a
defesa da planta contra herbivoros e patdégenos, que é evidenciado, principalmente,
pela presenca de proteinas relacionadas a defesa contra esses organismos, como
as glucanases e quitinases (VAN LOON; VAN STTRIEN, 1999) e inibidores de
proteinases (SRITANYARAT et al., 2006).

Os canais laticiferos podem estar presentes em todas as partes da planta ou,
apenas, em tecidos ou 6rgaos restritos. O latex poder ser extraido a partir do caule
(Hevea brasiliensis), tubérculos (Manihot glaziovii), folhas (Calotropis procera),
galhos (Plumeria rubra) ou do fruto (Achras sapota, Carica papaya).

O processo de coleta do latex ndo € igual para todas as plantas, por exemplo
a extracdo de latex de Hevea brasiliensis ocorre através de incisdes realizadas em
seu tronco, o latex de Calotropis procera € coletado a partir de extremidades foliares,
enquanto que na Plumeria rubra este fluido € abundante apenas nas extremidades
dos seus galhos, ndo sendo possivel coletar latex a partir de sua porcéo lenhosa.

Dentre a grande variedade de plantas que compdem o Reino Vegetal, mais de
35.000 espécies de plantas exsudam latex, resinas e exsudatos, e mais de 20.000
espécies de plantas com flores em mais de 40 familias sdo consideradas plantas
laticiferas (KONNO, 2011).

Em geral, as plantas laticiferas sdo mais frequentemente encontradas em
clima tropical, representando 12,2% das familias e 14,0% das espécies deste clima.
Enquanto no clima temperado elas representam apenas 4,9% das familias e 5,9%
das espécies (KONNO, 2011).

Plantas comuns do nosso cotidiano séo laticiferas, tais como o jasmim
(Plumeria rubra L.), horténcia (Calotropis procera) e o sapoti (Achras sapota). Entre

as familias produtoras de latex destacam-se Euphorbiaceae e Apocynaceae, embora
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existam outras familias que produzem tais como: Papaveraceae, Moraceae,
Convolvulaceae, Asteraceae, Araceae, Alliaceae e Musaceae. (KONNO, 2011).

Dentre a diversidade de plantas laticiferas, a mais conhecida € a seringueira
(Hevea brasiliensis), uma arvore nativa da Amazonia. A borracha produzida por esta
planta é amplamente utilizada pela industria (SUSSMAN et al., 2002) e como esse
latex é intensamente explorado, a maior parte dos estudos bioquimicos ja
desenvolvidos com fluidos laticiferos se refere ao latex desta planta. Atualmente, tém
crescido o interesse de se estudar os fluidos laticiferos de espécies vegetais, por
estes apresentarem propriedades bioquimicas consideravelmente interessantes,
como por exemplo: Papaver somniferum, Cannabis sativa e Calotropis procera
(HAGEL et al., 2008).

A Calotropis procera é uma planta amplamente estudada por nosso grupo de
pesquisa, e nesse contexto, diversos trabalhos foram publicados utilizando proteinas
do latex dessa planta (Ramos et al., 2004).

O primeiro estudo realizado para investigar propriedades farmacoldgicas de
LP foi por Alencar et al. (2004). Foi demonstrado que LP administrada por via
intravenosa foi capaz de reduzir o processo inflamatério nos modelos experimentais
de peritonite e edema de pata induzidos por carragenina e cistite hemorragica por
ciclofosfamida em camundongos. Importante atividade antinociceptiva da fracéo
proteica foi demonstrada em modelos de contor¢des abdominais induzidas por acido
acético, lambedura da pata induzida por formalina e placa quente (SOARES et al.,
2005).

Em estudo feito com subfragdes LPPI, LPPII e LPPIII, isoladas a partir de LP,
demonstrou-se que as trés subfracdes tiveram efeitos anti-inflamatorios na peritonite
por carragenina, além de reduzirem o rolamento e adesdo de leucdcitos, sendo
estes efeitos mais significativos em animais tratados com LPPI, possivelmente
relacionado com o significativo aumento de oxido nitrico (NO) no sangue causado
por esta subfracdo em animais com inflamacéo (RAMOS et al., 2009).

LP também apresentou diminuicdo da hiperalgesia em modelo de artrite
induzida por adjuvante completo de Freud (KUMAR et al., 2011). Em modelos de
infeccdo bacteriana sistémica induzida por Samonela Typhimurium em

camundongos, LP demonstrou efeito benéfico aumentando o tempo de sobrevida
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dos animais, efeito este, relacionado com a modulacdo de citocinas (TNF-a, IL1-3 e
IL-12), 6xido nitrico e uma atividade imunoestimulante (OLIVEIRA et al., 2012; LIMA-
FILHO et al., 2010). Neste mesmo modelo de infeccdo bacteriana, um estudo
mostrou o efeito significativo da fracao proteica (LP) e das suas subfracdes (LPPI,
LPPII e LPPII) em manter a homeostase da coagulacdo sanguinea em animais
sépticos. LP foi capaz de aumentar a contagem de plaguetas e o tempo de
coagulacédo nos animais infectados, estando este ultimo efeito demonstrado também
pelas subfracbes LPPIl e LPPIIl além de apresentarem atividades proteoliticas
semelhantes a trombina e plasmina, importantes enzimas da coagulacdo sanguinea.
A LPPI, subfracdo desprovida de atividade proteolitica, ndo mostrou efeito
semelhante as demais (RAMOS et al., 2012).

Fragéo proteica do latex demonstrou efeito anticonvulsivante (LIMA et al., 2012),
cicatrizante quando adicionada a uma membrana de alcool polivinilico (FIGUEREDO
et al., 2014; RAMOS et al., 2016), anti-inflamat6rio em modelo de inflamacéo na pata
de animais (KUMAR et al., 2015) e de reducao dos efeitos indesejados do
irinotecano (dano tecidual, reacéo inflamatoria e diarreia) em animais (ALENCAR et
al., 2016). Fracdes derivadas do latex de C. procera também apresentaram efeito de
reducdo da temperatura corporal de ratos com febre (KUMAR et al., 2017).

1.5 Plumeria rubra

Plumeria rubra L. € uma planta laticifera que pertence a familia Apocynaceae.
Conhecida popularmente como jasmim, jasmim-manga, frangipani ou arvore-
pagode, é originaria da América Central e encontra-se amplamente distribuida pelas
regides de clima tropical do mundo, inclusive no Brasil (BROWN, 2008). Tem sido
amplamente utilizada na medicina popular para tratamento de sifilis, como purgativo
e no combate da febre (KARNODO et al., 1990). Devido a beleza e perfume de suas
flores, o Jasmim €& facilmente encontrado como planta ornamental em pracas e
jardins de muitas regides metropolitanas (FIGURA 1).

O nome do género, Plumeria, € uma homenagem ao botanico que a
descreveu, Charles Plumier. Trata-se de uma arvore, com ramificacdes bifurcadas,
espessas de aspecto suculento, de 6-8 metros de altura. Com folhas deciduas,
aglomeradas no apice dos ramos. Possui inflorescéncia terminal, com numerosas

flores sucessivas, perfumadas na espécie tipica, vermelhas ou réseas com o centro
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amarelo (BROWN, 2008). Quanto ao seu cultivo, apresenta facil multiplicacdo por
estacas (LORENZI; SOUZA, 1999).

Estudos com P. rubra tém sido feitos no sentido de investigar as propriedades
farmacoldgicas dessa planta. Um estudo publicado por Hamburguer e colaboradores
(1991) mostrou que compostos isolados do cerne de P. rubra apresentaram efeitos
moluscicida, citotdxico e antibacteriano. Outro estudo feito com compostos extraidos
casca de P. rubra demonstrou atividade antifingica, antalgica e antibacteriana
(KUIGOUA et al., 2010).

Um trabalho realizado por KHAN e colaboradores (2015) mostrou que o
extrato metandlico da casca de P. rubra tem o efeito de reduzir a temperatura
corporal de coelhos com febre, ja extrato das flores, quando dados por via oral a
camundongos, apresentou significativo efeito ansiolitico (CHATTERJEE et al., 2013).

O extrato metandlico das folhas dessa planta apresentou atividade
antimicrobiana (EGWAIKHIDE, 2009), anticancer (BANU et al., 2011), antioxidante e
hipocolesterolémica in vitro (RAHMAN et al.,, 2014). J&4 o extrato metandlico das
flores apresentou atividade antimicrobiana (EGWAIKHIDE, 2009).

Um glicosideo flavénico isolado de P. rubra mostrou ter atividade antioxidante
e hipolipidémica (BEGUM et al., 2010) e o extrato organico apresentou efeito
inibitério contra o fungo Fonsecaea pedrosoi (GAITAN et al., 2011).

Estudos fitoquimicos com o latex de P. rubra demonstraram que ela possui
muitos iridoides, um metabdlito secundario monoterpénico. Estes iriddides
demonstraram possuir atividade algicida, antibacteriana e citotdxica contra linhagens
de células de leucemia linfocitica (P-388) e contra células de vérios tipos de cancer
humano (mama, colon, fibrossarcoma, pulmdo e melanoma). (KARNODO et al.,
1990).

Quanto ao latex de P. rubra, no que se refere a atividade enzimatica, € uma
fonte de atividade lipolitica (CAMBON et al., 2006) e proteolitica (CHANDA et al.,
2011). Um trabalho desenvolvido por FREITAS e colaboradores (2010) mostrou que
proteinas isoladas do latex de P. rubra apresentam atividade antioxidante e
proteolitica in vitro e outro estudo mostrou que proteases isoladas do latex dessa

planta apresentam atividade anti-inflamatoria e cicatrizante (CHANDA et al., 2011).
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Um trabalho de GABAN e colaboradores (2013) demonstrou que uma fracao
do latex de Plumeria rubra apresentou efeito antihipertensivo e vasodilatador na
aorta de ratos.

Outro estudo realizado por nosso grupo de pesquisa demonstrou uma fracédo
proteica ndo dialisavel do latex de P. rubra (PrLP) reduziram de forma significativa a
Ulcera gastrica induzida pelo etanol em camundongos, esse efeito parece se dar
através da ativacdo da via NO/GMPc/Katp (ALENCAR et al., 2015).

Adicionalmente PrLP parece ndo apresentar efeito toOxico uma vez que essa
fracdo foi avaliada em abordagem de toxicidade subcrbénica na dose de 50 mg/kg
e.v. Esse tratamento ndo provocou alteracdes macroscépicas e de peso umido dos
orgaos avaliados (rim, coracéo, figado e baco). Parametros de funcéo renal (ureia) e
hepatica (AST e ALT) ndo foram alterados, bem como o numero de leucdcitos
circulantes, quantidade de plaquetas e peso corporeo dos animais (PINHEIRO,
2012).

Apesar desses relatos tanto essa planta quanto seu latex, ainda sdo pouco
estudados no que diz respeito aos seus aspectos bioguimicos e farmacoldgicos, e
nao existem, de acordo com pesquisa bibliogréfica realizada, estudos relacionados
ao uso desse latex com propositos aplicados.
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FIGURA 1 - Aspecto geral da planta Plumeria rubra

A: Arvore; B: Inflorescéncia; C: Flor; D: Apice Caulinar. Fonte: BROWN, 2008.
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2. JUSTIFICATIVA

A artrite € uma doenca que leva a incapacitacdo com reducéo da qualidade de
vida dos pacientes. Essa condicdo resulta em uma dificuldade na realizacdo de
atividades corriqueiras tanto pessoal como profissional gerando um impacto
econdmico importante para o0 paciente e para a sociedade (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2002). Sua etiologia permanece desconhecida,
no entanto, ja se sabe que fatores genéticos, ambientais e infecciosos tem papel
importante no desenvolvimento dessa doenca. A terapia se baseia no uso de varias
classes de medicamentos, ndo existindo um especifico e eficiente para tratamento
e/ou cura dessa enfermidade e isso resulta em um alto gasto financeiro e na nao
resolucao definitiva do problema causando prejuizo para a saude do paciente.

O uso de produtos naturais vem sendo uma alternativa para tratamento de
enfermidades devido ao facil acesso, baixo custo e a ampla utilizacdo na medicina
popular. Além disso a descoberta de fontes naturais e compostos farmacolégicos
com consequente uso de fitoterapicos podem ter resultados econdmicos positivos
uma vez que possibilita o desenvolvimento cientifico regional e ajuda na
conservacao das plantas devido a importancia cientifica. O conhecimento tradicional
do uso de produtos naturais contribui de forma importante para o desenvolvimento
de drogas terapéuticas utilizadas atualmente pela medicina; entretanto, este
potencial é ainda largamente inexplorado (CALIXTO et al, 2000; WALKER, 2010).

Apesar do seu uso na medicina popular, a Plumeria rubra ainda é pouco
estudada, j& foi demonstrado efeito antihipertensivo e antiulcerogénico das proteinas
do seu latex, entretanto ainda ndo héa trabalhos publicados demonstrando atividade
anti-inflamatéria sistémica e antinociceptiva em modelos animais que simulem
achados clinicos.

Sabendo-se que a atividade gastroprotetora das proteinas laticiferas de
Plumeria rubra tem participacdo de NO, canais de K" ATP dependentes (ALENCAR
et al., 2015) e essa via estd bem relacionada com a analgesia periférica acreditamos
que seria valido a investigacdo do efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo em
modelo de artrite reumatoide, uma vez que a dor € o principal sintoma incapacitante

nesses pacientes. As proteinas de P. rubra (PrLP) também apresentaram efeito
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antioxidante no modelo de ulcera gastrica (ALENCAR et al., 2015), tendo dessa
forma um potencial efeito benéfico na artrite reumatoide, visto que nessa doenca ha
o desencadeamento de stress oxidativo. Adicionalmente, PrLP parece nao
apresentar efeitos toxicos, uma vez que foi feita a toxicidade aguda e ndo se
observou alteragdes nos parametros avaliados (PINHEIRO, 2012).

Dessa forma, acreditamos que as proteinas do latex de P. rubra possuem
potencial farmacolégico e podem modular a resposta inflamatdria e a dor na artrite

reumatoide.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito de uma fragdo proteica ndo
dialisavel isolada do latex de Plumeria rubra (PrLP) na artrite induzida por zymosan
em camundongos. Para tanto, foram estabelecidos o0s seguintes objetivos
especificos:

o Estudar o efeito de PrLP sobre o influxo celular através da contagem
total e diferencial de células e atividade da mieloperoxidase (MPO);

. Estudar o efeito de PrLP sobre o edema pela medicdo do diametro
transversal da articulacdo e pela avaliagdo da permeabilidade vascular utilizando
azul de evans;

o Avaliar o envolvimento de PrLP sobre a liberacdo de mediadores
inflamatérios (NO, TNF-a, IL-183, IL-6 e IL-10);

. Avaliar o processo inflamatério e dano sinovial através do padrdo
histolégico no tecido articular;

. Avaliar a expressao de TNF-a, IL-18, COX-2 e do fator transcricional
NFkB no tecido articular;

. Investigar o efeito de PrLP sobre o estresse oxidativo através da
dosagem de glutationa (GSH) e malonaldeido (MDA);

o Estudar o efeito antinociceptivo de PrLP na artrite induzida por
zymosan e 0 seu envolvimento com sistema opioide endégeno e com inibicdo da
enzima oxido nitrico sintase induzivel,

. Investigar seu mecanismo de acdo nos modelos de hipernocicepcéo

plantar induzidas por prostaglandina e carragenina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus) fémeas,

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 Ceard (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 ap0s aprovacdo da comissao de

ética para animais de experimentacao da Universidade Federal do Cearéa (82/2014).

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);

Diclofenaco sddico (Eurofarma)

NADPH (Sigma);

Need (Sigma);

Nitrato redutase;

Nitrito de sodio;

O-dianisidine (Sigma);

Peréxido de hidrogénio, H,0,

Solucéo salina — Cloreto de sodio estéril a 0,9% (Gaspar Viana S/A); 38

Zymosan.
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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);

Microscopio optico binocular, modelo 021 (Quimis®);

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

Von Frey eletronico (Insight).

4.4 Coleta do latex e isolamento da fracdo proteica

O latex utilizado neste estudo foi coletado de espécimes de Plumeria rubra L.
(Jasmim) cultivados no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal do
Ceara ou de exemplares existentes em pracas ou jardins residenciais na cidade de
Fortaleza.

Coletas em campo foram realizadas semanalmente, no periodo da manha, e
preferencialmente antes das nove horas, pois foi observado que, a medida que se
aproxima do pico solar, a liberacédo de latex pela planta € diminuida.

O latex foi extraido da planta através da incisdo do apice caulinar. O fluido
exsudado foi coletado em tubos do tipo Falcon contendo agua destilada, na
proporcao de 1:2 (v/v). Este procedimento foi normalmente adotado porque o latex
sofre um processo natural de coagulacédo, adquirindo uma caracteristica colante. A
coleta do latex em agua tem a finalidade de diminuir este efeito e evitar a formacéo
de flocos de borracha, os quais podem aprisionar substancias solluveis. O
processamento do latex foi realizado no Laboratorio de Bioquimica e Biologia de
Proteinas Vegetais da Universidade Federal do Ceara, coordenado pelo Prof. Dr.
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Marcio Viana Ramos de acordo com metodologia descrita por RAMOS e
colaboradores (2009).

No laboratorio, a amostra foi submetida a centrifugacdo a 5000 x g por 10
min, a 4°C. Este procedimento inicial propiciou a precipitacdo parcial da parte
insolavel do latex, a borracha. Essa fracdo foi denominada de BL (Borracha do
Latex), a qual foi separada. O sobrenadante foi dialisado por 1 hora contra 0 mesmo
volume de agua destilada, ou seja, respeitando a relacdo de 1:1 (v/v). Ao término
desse periodo a fracdo dialisavel (dialisato) foi coletada e o saco de dialise com o
sobrenadante foi transferido para outro recipiente, onde foi dialisado exaustivamente
contra agua destilada por 72 horas, a 4°C. O material resultante foi nhovamente
centrifugado e o sobrenadante obtido, contendo a fracdo proteica do latex, foi
liofilizado. Nas dialises foram utilizadas membranas com capacidade para retencao
de moléculas com massa molecular superior a 8 kDa. Dessa maneira, o dialisato era
entdo, constituido de moléculas menores que 8 kDa, provavelmente ions,
metabolitos secundarios e/ou peptideos. Esta fracdo foi denominada de DL (Dialisato
do Latex). O sobrenadante final liofilizado resultou em uma fracéo livre de borracha e
rica em proteinas solluveis, e foi por isso denominada de Proteinas do Latex de
Plumeria rubra — PrLP.

Um trabalho feito por Aradjo (2009) com as proteinas do latex de P. rubra
(PrLP) realizou a caracterizacdo bioquimica dessa fragcdo. Cada amostra de 5 ml de
latex (sem adicdo de agua) € composta por 70% de massa seca, enquanto que,
aproximadamente 15% sdo proteinas e os 15% restantes sdo metabdlitos de baixa
massa molecular. O teor de proteinas sollveis no latex, determinados pelo método
de Bradford é em média 0,33 mg/ml. Adicionalmente nado foi evidenciado presenca
de lectinas classicas na fracdo PrLP (ARAUJO, 2009).

A fragcdo proteica quando submetida a uma cromatografia de excluséo
molecular em Sephacryl S-100 apresenta trés picos distintos com separacao regular
das proteinas ao longo das fracbes coletadas O primeiro composto proteinas
observadas nas raias 44-46, enquanto que o segundo pico se refere a uma suave
banda proteica observada na raia 66. As fracdes 55 e 57 encerraram o perfil proteico
distinto daqueles observados nas raias anteriores, com bandas bem evidentes de

massas moleculares aproximadas de 22 e 35 kDa. Foi inferido que esse ultimo pico
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deve ser composto por moléculas ndo proteicas, como pigmentos (FIGURA 3)

(ARAUJO, 2009).

A eletroforese unidimensional revelou que PrLP exibe grande quantidade de

proteinas com massas moleculares variando de 15 e 58 kDa, com uma banda mais
evidente de massa em torno de 26 kDa (FIGURA 3) (ARAUJO, 2009).
O perfil eletroforético bidimensional (2-DE) da fragdo de PrLP apresentou uma

concentracdo bastante evidente de proteinas acidas com massas moleculares em

torno de 26 kDa, evidenciou-se um total de 118 spots proteicos com massas

moleculares variando entre 12,2 e 117,4 kDa. Esses dados foram posteriormente

checados por espectrometria de massas, confirmando as massas moleculares
observadas por eletroforese (ARAUJO, 2009).

FIGURA 2 — Esquema de fracionamento de do latex de Plumeria rubra
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FIGURA 3 - Perfil cromatogréfico (A) e eletroforese em gel de poliacrilamida a
12,5% (B) das subfracdes sequenciais de PrLP recuperadas durante a

cromatografia de filtragcdo em gel Sephacryl S-100.
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4.5 Inducao da artrite por zymosan

Camundongos foram submetidos a inducdo da artrite através da injecéo intra-
articular (i.a), no joelho direito, de zymosan dissolvido em solucéo salina estéril (0,1
mg/animal; 10 pL), utilizando seringa de 1ml e agulha 8 x 0,3 mm. O grupo veiculo
recebeu somente salina no joelho direito. Apdés 6 horas da administracdo do
zymosan, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical (KEYSTONE et
al., 1977).

4.6 Coleta do lavado articular

Apos a inducdo da artrite conforme item 4.5, procedeu-se a lavagem da
cavidade articular do joelho com 10 pL de salina contendo EDTA 10mM em PBS
através da membrana sinovial. Em seguida, retirou-se o exsudato articular por
aspiracao e o lavado coletado foi diluido em salina estéril com EDTA para obtencao
de 100 pL. Por fim, o mesmo foi centrifugado (500G/10 min), o sobrenadante
aliquotado e conservado para posterior andlise da migracéo celular (contagem total e
diferencial de leucdcitos), dosagem de citocinas, mieloperoxidase (MPO), oOxido

nitrico e enzimas do stress oxidativo.

4.7 Grupos Experimentais e Tratamentos

As doses de proteinas do latex de Plumeria rubra utilizadas foram 12,5; 25, 50
e 100 mg/kg de peso de animal por via endovenosa. Os tratamentos com PrLP
foram feitos uma hora apds a administracdo do estimulo inflamatério, como droga
padréo utilizou-se a Dexametasona na dose de 2 mg/kg pela via e.v. uma hora antes
do agente flogistico. O grupo veiculo recebeu apenas salina (i.a.) e o grupo controle

recebeu somente 0 zymosan (i.a.). Nos experimentos foram utilizados 6 animais por

grupo.
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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 solugéao de Turk
(diluicdo de 1:10). Em seguida, 20uL desse preparado (solugdo de Turk + lavado
articular) foi colocado na cadmara de Neubauer. Foi realizada a contagem do ndmero
total de leucdécitos nos quatro quadrantes da camara com auxilio de microscopio
optico (aumento de 100x) e contador manual e expressa como numero de leucocitos
totais x 10° /ml (OLIVEIRA et al., 2015).

4.9 Contagem diferencial de leucécitos

Apbs a retirada de aliquotas para contagem total do numero de leucécitos o
lavado articular foi centrifugado (1500 rpm, 10 min, 4°C). O pellet celular foi
suspenso novamente em 200 pL de solucdo de PBS e EDTA. Em seguida, as
laminas para contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugacdo (1500
rpm, 10 min) de uma aliquota do lavado articular (50 pL). As laminas entdo foram
colocadas por 4 min no fixador e foram coradas com eosina (30 seg) e hematoxilina
(20 seg). Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua corrente e colocadas
para secagem. Por fim, precedeu-se a contagem diferencial das células do exsudato
articular. As células foram examinadas em microscopio 6ptico através da objetiva em
imersao em 6leo (aumento de 100x). Foram entdo contadas 100 células por lamina,
diferenciando-se o0s tipos celulares em: neutrdfilos, linfécitos, macréfagos e
mastécitos. O numero de neutrdéfilos presentes no lavado articular foi obtido atravées
da porcentagem dessas células (contagem diferencial) e da quantidade total de
células presentes no lavado articular. Os resultados foram expressos como numero
de neutréfilos x 10%/ml (OLIVEIRA et al., 2015).
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4.10 Avaliacao da atividade de mieloperoxidase (MPO) no lavado

articular

A MPO é uma enzima encontrada predominantemente em granulos azurofilos
de leucécitos polimorfonucleares e tem sido usada como indice quantitativo para
avaliar a inflamacdo em vérios tecidos (SOUZA et al., 2001). A artrite foi induzida
conforme item 4.5 e o lavado articular foi coletado e centrifugado a 4.500 rpm,
durante 10 min a uma temperatura de 4° C e o sobrenadante foi colhido.

O sobrenadante obtido foi transferido para um epperdorf e submetido ao
choque térmico em trés etapas de congelamento e descongelamento (-20°C; 10
minutos cada). O sobrenadante foi novamente homogeneizado e centrifugado
(1500xg; 15 min a 4°C) para melhor remocédo de contaminantes. Em seguida, as
amostras foram plaqueadas (duplicatas de 7uL em placas de 96 pocos) e adicionado
200pL da solucéo de leitura (5mg O-dianisidine; 15uL H,0, 1%; 3mL tampé&o fosfato;
27mL H,0). A leitura da absorbéancia foi obtida a 450nm (t0=0 min e t1=1 min) em

leitor de ELISA. Os resultados foram expressos como UMPO/uL de lavado.

4.11 Avaliagdo do edema na articulagao

Para avaliar o efeito de PrLP sobre o edema induzido por zymosan foram
utilizadas duas abordagens: a medida do diametro articular e permeabilidade
vascular por extravasamento de azul de evans na articulacdo apos a inducdo da
artrite (item 4.5).

4.11.1 Medida do diametro articular

Um dos meétodos de avaliacdo do edema na articulagdo do joelho é a
mensuracdo do didmetro transversal do joelho desafiado com zymosan (OLIVEIRA
et al., 2015). A artrite foi induzida conforme item 4.5 e um paquimetro digital
(Digimatic Caliper, Mitsutoyo Corporation, Japao) foi utilizado para medir o edema, a
medida foi feita antes da administracdo de zymosan (tempo zero) e nos tempos 1h,

3h e 6h apdés a administracdo. Para a medida das articulagcdes, o animal foi
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cuidadosamente imobilizado por um pesquisador, e a mensuracédo do diametro do
joelho foi realizada por um segundo pesquisador. Os dados foram apresentados
como a diferenca média entre os valores do diametro articular obtidos a cada hora
apos a injecao de zymosan e o valor obtido antes da injecdo de zymosan (variacédo

do diametro articular, mm).

4.11.2 Permeabilidade vascular por extravasamento de azul de evans

O método de extravasamento de azul Evans, como descrito por LAM e
FERRELL (1991), foi usado para avaliar o extravasamento de proteinas plasméaticas
para a articulacdo do joelho de rato. Esse método baseia-se no fato de o azul de
Evans ter alta afinidade de ligacao as proteinas (albumina) do plasma. Normalmente,
as proteinas plasmaticas ligadas ao azul de Evans ndo podem passar através das
aberturas endoteliais, ficando restritas ao compartimento vascular. No entanto,
guando as aberturas endoteliais sdo ampliadas, o complexo plasmatico albumina-
azul de Evans pode escapar para o intersticio. Assim, medicdo da quantidade de
corante azul de Evans na capsula sinovial pode fornecer um indice da
permeabilidade vascular relativa.

A artrite foi induzida conforme item 4.5 e o azul da evans (25mg/kg; e.v.) foi
injetado uma hora antes da eutanasia. Os tecidos obtidos a partir de cada
articulacdo do joelho foram pesados, e a concentracdo de azul de Evans nas
amostras foi estimada utilizando uma técnica de extracédo, onde o tecido é colocado
em uma solucdo de formamida (1 ml) em tubos de vidro e incubado a 40° C
overnight para a extracdo do corante. Cada tubo foi centrifugado durante 10 min a
2.000 rpm, e 100uL do sobrenadante foi separado para a medi¢cao da absorbéancia a
620 nm usando um leitor de ELISA. A quantidade de corante recuperado foi
calculada por comparacdo da absorbancia do fluido com a de uma curva com
concentracbes conhecidas de uma solucdo de azul de evans preparada

imediatamente antes da realizag&o da leitura.

50



4.12. Histopatolégico

A artrite foi induzida conforme item 4.5 e apds a eutanasia, o tecido articular
foi removido cirurgicamente, fixado em formol a 10% durante 24 horas.
Posteriormente foi desidratado e, entdo, incluido em parafina. As laminas foram
confeccionadas e coradas por hematoxilina-eosina e avaliadas ao microscopio
optico. A analise histopatologica foi avaliada de acordo com critério anteriormente
estabelecido em um grau de escores que variou de 0 a 3 (0 — ausente; 1 - suave; 2 -
moderado; 3 - severo), sem o0 conhecimento dos grupos experimentais,
considerando: influxo celular, edema, comprometimento da membrana sinovial e
hemorragia (ROCHA et al., 2008 - adaptado).

Foi realizada ainda, a contagem diferencial de neutréfilos nas células
presentes no tecido articular diferenciando-as em: neutrofilos, linfécitos, macrofagos
e mastocitos. O resultado foi expresso no percentual (%) de neutréfilos presentes no

tecido em relacéo ao total de 100 células.

4.13 Determinagao dos niveis de nitrito no lavado articular

A determinacédo de NO, e NO3 baseia-se na reacdo do NO, com uma amina
primaria aromatica em meio acido para formar um sal de diaz6nio, que por sua vez
reage com um composto aromatico formando um azo-composto (reacdo de Griess),
que absorve na regido do visivel do espectro eletromagnético (ELLIOT; PORTER,
1971). O ion NOj3 é determinado, geralmente, como ion NO;', ap6s reducao pela
enzima nitrato redutase.

Nesse ensaio a artrite foi induzida conforme item 4.5 e o lavado articular foi
coletado e centrifugado (1500 x g; 15 minutos) para obtencdo do sobrenadante. O
sobrenadante foi plaqueado (placas de 96 pogos) em duplicata (80 uL de cada
amostra) e incubado em uma solugao (0,04 mL de nitrato redutase, NADPH, KH,PO4
e agua destilada) por 12 horas para que o NO3 das amostras fosse convertido em
NO,". No dia subsequente, uma curva-padréo de referéncia de NO, foi preparada e
plaqueada a partir de uma diluicdo seriada de uma solugcdo de NaNO, Foram

adicionados 80 pL da solugao de Griess (1% de sulfanilamida em 1% H3PO4/ 0,1%
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de N-1-nafitiletilenodiamina dihidrocloreto/agua destilada/1:1:1:1) em cada pocgo. A
coloragdo purpura/magenta foi medida em leitor de ELISA com filtro de 540 nm. Os
valores obtidos para as amostras experimentais foram plotados com curva padréo e

expressos em UM de NO,/NOs.

4.14 Dosagem de citocinas no sobrenadante do lavado

A determinacdo da concentracédo de citocinas (IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a) no
lavado articular foi realizada nos animais com artrite induzida por Zy (item 4.5).
Placas de 96 pocos foram incubadas por 12h a 4°C com anticorpo anti-IL-1[3, 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
vezes com solugao tampéo PBS/Tween-20 (0,05% SIGMA), foi adicionado 290uL de
BSA para o bloqueio e estas foram incubadas por 1h a 4°C. Apo6s o bloqueio, foram
lavadas e 100uL das amostras foram adicionadas, a curva padrdo também foi
adicionada em varias diluicbes e incubada por 2h a 4°C. Em seguida, as placas
foram lavadas e incubadas com anticorpo monoclonal biotinilado anti-IL-1[3, anti-IL-6,
anti-IL-10 e anti-TNF-a diluidos (1:1000 com BSA/Tween 1%). Apds o periodo de
incubacéo a 4°C por 2h, as placas foram lavadas e 100 pL do complexo HRP-avidina
diluido 1:5000 foi adicionado. 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 H,SO4 (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.
(CUNHA et al., 1993).

4.15 Imunohistoquimica para COX-2, TNF-a, NOSi e NFkB

A imunohistoquimica foi realizada através do método estreptavidina-biotina-

peroxidase (HSU; RAINE, 1981). A artrite foi induzida conforme item 4.5 e apos a
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eutanasia dos animais, o tecido sinovial foi removido cirurgicamente, fixado em
formol a 10% durante 24 horas, posteriormente desidratado e incluido em parafina.
Foram confeccionadas laminas apropriadas para o0 ensaio. Os cortes foram
desparafinizados, hidratados em xilol e alcool e imersos em tampé&o citrato 0,1M (pH
6), sob aguecimento em forno micro-ondas por 18 minutos para que ocorra a
recuperacdo antigénica. Apo6s o resfriamento realizado deixando as laminas 20
minutos em temperatura ambiente, foram feitas lavagens com solucédo tamponada
de fosfato (PBS), intercaladas com o bloqueio da peroxidase enddgena com solucao
de H,0;, a 3% (15 minutos). Os cortes foram incubados durante a noite (4°C) com o
anticorpo primario de coelho anti-TNF, anti-NOSi, anti-COX-2, anti-NFkB diluidos
1:200 em PBS com albumina sérica bovina 5% (PBS-BSA).

No dia seguinte foi realizada a lavagem seguida da incubacdo com o
anticorpo secundario (deteccao) biotinilado anti-lgG de coelho, diluido 1:200 em
PBS/BSA, por 30 minutos. Depois de lavado, os cortes foram incubados com o
complexo estreptoavidina peroxidase conjugada por 30 minutos.

Em seguida foi feita outra lavagem com PBS, coloragcdo com o cromdgeno
3,3 diaminobenzidine-peroxido  (DAB), seguida por contra-coloragdo com
hematoxicilina de Mayer. Por fim foi realizada a desidratagdo das amostras e
montagem das laminas para andlise das mesmas. As andlises semi-quantitativas

foram feitas através do programa Image J (NIH, EUA).

4.16 Dosagem de malonaldeido (MDA) no tecido articular

Malonaldeido (MDA) é um aldeido formado pela decomposicdo dos
hidroperoxidos lipidicos. Sua concentracdo tem sido utilizada para estimar a
intensidade da peroxidacéo lipidica que consiste na acdo de radicais livres nos
fosfolipidios da membrana celular, causando ruptura da membrana celular, mutacdes
no DNA e ativacdo da via do acido araquiddnico (formacédo de prostaglandinas)
(FEITOSA et al., 2012).

Para quantificar a producéo de radicais livres em amostras de tecido articular,
o teor de MDA foi medido conforme descrito a seguir. A artrite foi induzida conforme

item 4.5 e o tecido articular foi coletado. As amostras foram trituradas em
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homogeneizador Politron Ultra-Turrax, utilizando-se 1 mL de EDTA 0,02M para cada
100 mg de tecido, sob refrigeragdo, em seguida foi adicionado tampé&o tris HCL 20
mM na proporcdo de 1:5 a amostra. Apdés homogeneizacdo, sob refrigeracdo, os
tubos foram centrifugados (2500 rpm, 10 min, 4°C) e 300 pl do sobrenadante foi
adicionado a 750 pl do reativo cromogénico (1-metil-2-fenilindol 10.3 mM em
acetonitrila + 225ul HCL 37% - na capela de exaustdo) e o material foi incubado
durante 40 minutos a 45°C em banho maria. Foi realizada nova centrifugacéo (2500
rom, 5 min, 4°C) e retirado 300 uL da amostra para realizar leitura. A absorbancia foi
determinada a 586 nm e os valores obtidos foram expressos em nmol/g de tecido
(GERARD-MONNIER et al., 1998).

4.17 Dosagem de glutationa (GSH) no tecido articular

A glutationa (GSH) é um antioxidante hidrossolivel reconhecido como o mais
importante componente endégeno dos grupos sulfidricos ndo proteicos (NP-SH) do
organismo e atua protegendo as células contra toxinas como as EROs. Os
compostos sulfidrila ligam-se aos radicais livres formados durante o processo
inflamatério (FEITOSA et al., 2012).

A concentracdo de GSH foi avaliada pelo ensaio para determinacdo GSH
(SEDLAK e LINDSAY, 1968). A artrite foi induzida conforme item 4.5 e o tecido
articular foi coletado. As amostras foram trituradas em homogeneizador Politron
Ultra-Turrax, utilizando-se 1 mL de EDTA 0,02M para cada 100 mg de tecido, sob
refrigeracdo. Aliquotas de 400 uL do homogenato foram adicionadas a 320 uL de
agua destilada e 80 uL de acido tricloroacético 50% (TCA) para a precipitacdo de
proteinas. Os tubos foram centrifugados (3000 rpm, 15 min, 4°C) e aliquotas de 400
ML do sobrenadante foram adicionadas a 800 pL de tampéao Tris 0,4 M, pH 8,9 e 20
ML de acido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzodico) (DTNB) e agitados por 3 minutos no
agitador de tubos. A absorbancia foi determinada imediatamente ap6s o acréscimo
do DTNB, em 412 nm. A concentragdo de GSH no tecido articular foi expressa como

mg/g de tecido.
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4.18 Avaliacdo do efeito antinociceptivo de PrLP na artrite induzida por
Zymosan

A intensidade de hipernocicepcédo induzida pela administracdo intra-articular
de zymosan foi avaliada pelo limiar de sensibilidade de cada animal a um estimulo
mecénico produzido pela presséo gradual exercida por um filamento rigido acoplado
a um aparelho que registra a pressdo em gramas exercida na ponta desse filamento,
utilizando-se o Von Frey eletrénico, como descrito por Pinto et al., (2010).

No Von Frey eletrdnico, utiliza-se de um anestesibmetro eletrénico que é
composto de um transdutor de presséo ligado por um cabo a um detector digital de
forca, a qual é expressa em gramas (g). Os animais sao colocados em caixas de
acrilico, medindo 12x10x17 cm cujo assoalho é uma rede de malha igual a 5 mm?
constituida de arame ndo maleavel, durante 10 minutos antes do experimento para
adaptacdo ao ambiente. Espelhos séo posicionados 25 cm abaixo das caixas de
experimentacdo para facilitar a visualizacdo das plantas das patas dos animais.

O contato do transdutor de pressédo a pata foi realizado por meio de uma
ponteira descartavel de polipropileno com area de 4.15 mm2 que permite avaliar a
hipernocicep¢é@o. Uma forga perpendicular crescente foi aplicada na érea 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 presséo
eletrbnica registra automaticamente a intensidade da forca aplicada quando o
membro é retirado. O teste foi repetido até a obtencdo de trés medidas
consecutivas. Os animais foram submetidos a analise da sensibilidade dolorosa nos
tempos 0 1, 3 e 6 horas ap0s a inducao da artrite por zymosan.

Para a investigacdo do mecanismo de acdo foi realizada uma abordagem
utilizando naloxona (1 mg/kg; e.v.) ou L-arginina (1 g/kg; i.p.) meia hora antes de
PrLP para investigar o seu efeito sobre receptores opioides e sobre a enzima 6xido
nitrico sintase (ROCHA et al., 2011).

A intensidade de hipernocicepcdo foi quantificada através da variacdo da
pressao aplicada na pata (A limiar de estimulo em gramas). O delta foi obtido a partir
da subtracédo do valor medido antes dos tratamentos (medida basal — TO) e apos

administracdo dos estimulos e droga teste.
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4.19 Avaliacédo do efeito de PrLP na hipernocicep¢gao mecanica plantar
induzida pela Carragenina (Cg) e Prostaglandina E, (PGE))

No sentido de melhor caracterizar o efeito antinociceptivo de PrLP,
investigamos também seu efeito em modelos de hipernocicep¢do mecéanica induzida
por Cg e PGE..

Estimulo inflamatério como a carragenina (Cg) induzem a hipernocicepcéao de
forma indireta através da liberacdo de uma cascata de citocinas pré-inflamatorias e
posterior aumento da migracdo de neutréfilos que promovem, apds diapedese, a
liberacdo de outros mediadores hiperalgésicos amplificando ainda mais o processo
doloroso (LEVINE et al.,, 1994). Ja a prostaglandina € um mediador que ativa
diretamente 0s nociceptores e sdo bastante importantes na transmissao nociceptiva
(CUNHA et al., 2005).

Foi utilizado o método de pressao crescente na pata dos animais atraves do
Von Frey eletrénico, uma versdo modificacdo por Cunha e colaboradores (2004) da
versao descrita por Frey em 1896.

Nesse experimento utilizou-se o equipamento Von frey ja descrito
anteriormente e ao transdutor foi adaptada uma ponteira com &area 0.05 mm? que
estimula diretamente a pata. O experimentador € treinado a aplicar a ponteira em
angulo reto na regido central da pata traseira do animal com uma pressao
gradualmente crescente, o qual provoca uma resposta de flexdo caracteristica com
retirada da pata (comportamento nociceptivo “flinche”). O estimulo é interrompido
apos a observacédo da resposta caracteristica, descrita acima. Foram realizadas trés
medidas distintas para cada animal, sendo calculada a média aritmética destes
valores.

Como estimulo inflamatorio foi utilizada a carragenina (Cg - 300 pg/pata de
animal) ou a prostaglandina E, (PGE, -100 ng/pata), PrLP (25 mg/kg; e.v.) foi
utiizada uma hora apés a administracdo do agente inflamatério e como droga
padréo foi utilizada a indometacina (5 mg/kg; i.p). A medida da hipernocicepcéo foi
feita no tempo 0O, 1, 3 e 5 horas apds a administracéo de Cg e no tempo 0 e 3 horas
apos a administracdo da PGE,. Em ambos os casos salina foi utilizada como

veiculo. A intensidade de hipernocicepgéo foi quantificada através da variacdo da
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pressdo aplicada na pata (A limiar de estimulo em gramas) conforme descrito

anteriormente.

4.20 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média £ o erro padrdo da média (EPM). A
analise estatistica foi feita usando o teste one-way ANOVA, seguida do teste de
Newman-keuls. Significancia estatistica foi observada quando p<0,05. Para
realizacdo dos testes estatisticos foi utilizado o software Prisma versdo 5.0 da
GraphPad Software.
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5. RESULTADOS

5.1 PrLP reduz o influxo celular de leucdcitos totais e neutrofilos na

artrite induzida por zymosan em camundongos

Os animais que receberam apenas o zymosan i.a. (Zy), apresentaram um
aumento significativo no influxo celular na sexta hora (2886 x 10° /ml *+ 158,5)
quando comparado com 0s animais que receberam apenas salina (314,1x 10° /ml +
75,4). O grupo pré-tratado com Dexametasona (2 mg/kg; e.v.) demonstrou reducao
significativa de 76% (692,4 x 10° /ml + 40,41) do influxo leucocitario induzido pelo
Zy. Apresentando efeito estatisticamente semelhante a droga padrdo, o pOs-
tratamento com PrLP (25, 50 e 100 mg/kg; e.v.) reduziu de forma significativa o
influxo celular com percentuais de 68,82%, 57,55% e 69,16% (899,8 x 10° /ml + 148;
1225 x 10° /ml = 89,59; 890 x 10° /ml + 165,7), respectivamente. O grupo PrLP 12,5
mg/kg (e.v.) (2787 x 10° /ml + 132,2) n&do apresentou diferenca significativa quando
comparados ao grupo Zy (2886 x 10° /ml + 158,5) (FIGURA 4A).

Na contagem diferencial de leucécitos, foi observado que os animais que
receberam apenas o Zy, apresentaram um aumento significativo no influxo de
neutréfilos na sexta hora apés a inducédo da artrite (2035 + 306,5). O grupo pré-
tratado com Dexametasona (2 mg/kg; e.v.) inibiu significativamente esse efeito de Zy
em 59,01% (834+201,4). De forma semelhante a droga-padrdo, PrLP reduziu
significativamente o quantitativo de neutréfilos no lavado articular em 57,72% (860,3
+ 97,57) para a dose de 25 mg/kg.; de 45,55% (1108 + 127,6) para 50 mg/kg e de
44,6% (908,7 + 159,9) para 100 mg/kg. A dose de 12,5 mg/kg (1866 + 256,2) de
PrLP n&o apresentou diferenca significativa quando comparados ao grupo nhao
tratado (FIGURA 4B).
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FIGURA 4 — PrLP reduz o influxo celular na artrite induzida por zymosan em

camundongos
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O influxo celular foi avaliado através da contagem de leucécitos total e diferencial no lavado articular
em animais tratados com PrLP 12,5; 25, 50 e 100 mg/kg (e.v.) 1 horas apds e dexametasona 2 mg/kg
(e.v) ou salina (e.v) meia hora antes da administracdo do Zy. O grupo salina recebeu apenas salina
(i.a.). Os resultados representam a média + e.p.m. do nimero de células em x 10° /ml de lavado
articular (n=6 animais por grupo). A: leucdcitos totais B: neutréfilos polimorfonucleares *p<0,05 em

relacdo ao grupo Zy #p<0,05 em relacdo ao grupo salina (ANOVA, seguido do teste de Newman-
keuls).
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5.2 PrLP reduz a atividade da mieloperoxidase (MPO) na artrite induzida
por zymosan (Zy) em camundongos

Os animais que receberam apenas Zy i.a. apresentaram um aumento
significativo da atividade da MPO (28,6+1,5 UMPO/mIl) quando comparado com o
grupo que foi tratado apenas com salina (2,17+0,5 UMPO/ml). O grupo pré-tratado
com Dexametasona (2 mg/kg; e.v.) reduziu em 71,3 % (8,2 £0,4) a atividade dessa
enzima quando comparado com o grupo Zy. Apresentando efeito estatisticamente
semelhante a droga padrdo, o pos-tratamento com PrLP (25, 50 e 100 mg/kg; e.v.)
reduziu a atividade da mieloperoxidase (MPO) no lavado articular em 57,6%, 50% e
68,8% (12,1+1,3; 14,3x0,6 e 8,9+3,5 UMPO/mI, respectivamente) quando
comparado ao grupo nao tratado (FIGURA 5).
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FIGURA 5 - PrLP reduz a atividade da mieloperoxidase (MPO) na artrite
induzida por zymosan (Zy) em camundongos
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A atividade da MPO foi avaliada no sobrenadante do lavado articular dos animais tratados com PrLP
25, 50 e 100 mg/kg (e.v) 1 horas apés e dexametasona 2 mg/kg (e.v) ou salina (e.v) meia hora antes
da administracdo do Zy. O grupo salina recebeu apenas salina (i.a.). Os resultados representam a
média + e.p.m. de UMPO/uL de lavado articular (n=6 animais por grupo). *p<0,05 em relagdo ao
grupo Zy #p<0,05 em relagdo ao grupo salina (ANOVA, seguido do teste de Newman-keuls).
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5.3 PrLP reduz o edema na artrite induzida por zymosan (Zy) em

camundongos

O edema foi avaliado através da medida do diametro articular e pelo método
de extravasamento de Azul de Evans nos animais com artrite induzida por Zy. Na
primeira abordagem os animais que receberam apenas Zy i.a. apresentaram
aumento significativo nas medidas da articulacéo tanto na terceira (2,15 mm + 0,02)
guanto na sexta hora (2,8 mm % 0,01) apos a inducdo quando comparado com o0
grupo que foi tratado apenas com salina (0,24 mm %= 0,03 e 0,26 = 0,04,
respectivamente). O grupo pré-tratado com Dexametasona (2 mg/kg; e.v.) reduziu
significativamente o diametro articular em 86% na terceira (0,3 mm % 0,03) e de
88,9% na sexta hora (0,31 mm £ 0,02) apés inducdo da artrite. Os animais que
receberam PrLP (25 mg/kg; e.v.) apresentaram reducao significativa de 58,6% na
medida da terceira (0,89 mm * 0,01) e 64,6% na da sexta hora (0,99 mm + 0,02)
guando comparado ao grupo Zy. (FIGURA 6A).

Na abordagem com utilizacdo do azul de evans, 0s animais que receberam
apenas Zy i.a. apresentaram um aumento significativo na permeabilidade vascular
(81,81+7,92 ug/g) quando comparado ao grupo que recebeu apenas salina (17,4
2,4 ugl/g). O grupo pré-tratado com Dexametasona (2 mg/kg; e.v.) reduziu de forma
significativa a permeabilidade em 61,15% (31,78+ 4,8 ug/g) quando comparado ao
grupo Zy. Apresentando efeito estatisticamente semelhante a droga padrdo, o poés-
tratamento com PrLP (25 mg/kg; e.v.) reduziu significativamente em 50,5%
(40,46+3,6 ug/g) a permeabilidade vascular quando comparado ao grupo néo tratado
(FIGURA 6B).
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FIGURA 6 - PrLP reduz o edema na artrite induzida por zymosan (Zy) em

camundongos
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O edema na articulagdo dos camundongos foi avaliado através da medida do didmetro articular dos
animais tratados com PrLP 25 mg/kg (e.v) 1 hora apds e dexametasona 2 mg/kg (e.v) ou salina (e.v)
meia hora antes da administragdo do Zy. O grupo salina recebeu apenas salina (i.a.) Os resultados
representam a média + e.p.m. do didmetro da articulagdo em mm (n=6 animais por grupo). *p<0,05
em relagdo ao grupo Zy #p<0,05 em relacdo ao grupo salina (ANOVA, seguido do teste de Newman-

keuls).
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O edema na articulagdo dos camundongos foi avaliado através da concentracdo de azul de evans
extravasado na articulacdo de animais tratados com PrLP 25 mg/kg (e.v) 1 hora ap6s e
dexametasona 2 mg/kg (e.v) ou salina (e.v) meia hora antes da administracdo do Zy. O grupo salina
recebeu apenas salina (i.a.). Os resultados representam a médiate.p.m. do didmetro da articulagéo
em mm (n=6 animais por grupo) *p<0,05 em relagéo ao grupo Zy #p<0,05 em relagéo ao grupo salina

(ANOVA, seguido do teste de Newman-keuls).
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5.4 PrLP reduz o processo inflamatério na artrite induzida por zymosan
(Zy) em camundongos

No ensaio histopatologico os animais que receberam apenas Zy i.a. exibiram
significativo processo inflamatorio na articulagdo com a observagdo de denso
infiltrado inflamatério 3(3-3), edema 1(1-2), comprometimento da membrana sinovial
3(2-3) e hemorragia 1(1-1) quando comparado ao grupo salina. O grupo pré-tratado
com dexametasona (2 mg/kg; e.v.) reduziu de forma significativa os parametros
avaliados quando comparado ao grupo zymosan (TABELA 1).

Foi possivel verificar uma reducéo significativa do processo inflamatorio no
grupo que recebeu o tratamento com PrLP (25 mg/kg; e.v.) pois os animais tratados
apresentaram leve infiltrado inflamatério 1,5(1-2) e edema 0(0-1), reducdo do
comprometimento da membrana sinovial 1(0-1) e da hemorragia 0(0-1) quando
comparados ao grupo Zy e esse efeito foi estatisticamente semelhante ao da
dexametasona (TABELA 1 e FIGURA 7).

Adicionalmente, foi realizada a contagem diferencial de células na sindvia de
camundongos com artrite por zymosan. Os animais que receberam apenas Zy i.a.
apresentaram aumento significativo de infiltrado inflamatério com predominéncia de
neutrofilos (88,67+4,9 %) quando comparado com o grupo que foi tratado apenas
com salina (33,25%4,2 %). O grupo pré-tratado com Dexametasona (2 mg/kg; e.v.)
reduziu significativamente a migracao de neutrofilos (51 £ 5,4 %) quando comparado
com o grupo Zy. Apresentando efeito estatisticamente semelhante & droga padréo, o
pés-tratamento com PrLP (25 mg/kg; e.v.) reduziu significativamente a migracdo de
neutroéfilos para a sindvia (54+ 2,5%) (FIGURA 8).
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TABELA 1 -PrLP reduz o processo inflamatério da membrana sinovial na artrite

induzida por zymosan (Zy) em camundongos.

Comprometimento

Grupos Infiltrado Edema da membrana Hemorragia
inflamatério sinovial
Salina 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Zymosan 3 (3-3)" 1(0-2)" 3(2-3)" 1(1-1)"
Dexametasona 2(1-2)* 0 (0-1)* 1(0-1)* 0 (0-1)*
PrLP 1,5 (1-2)* 0 (0-1)* 1(0-1)* 0 (0-1)*

O padrédo histolégico da membrana sinovial foi avaliado através da analise histolégica de laminas

coradas pelo método hematoxilina-eosina da membrana sinovial em animais tratados com PrLP

25 mg/kg (e.v) 1 hora ap6s e dexametasona 2 mg/kg (e.v) ou salina (e.v) meia hora antes da

administragdo do Zy. O grupo salina recebeu apenas salina (i.a.). Os resultados foram expressos

através de escores utilizando um grau de escala com variagdo de 0 a 3. (n=5 animais por grupo).

*p<0,05 em relacdo ao grupo Zy #p<0,05 em relacdo ao grupo salina.
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FIGURA 7- Representacdo histol6gica da membrana sinovial na artrite induzida

por zymosan (Zy) em camundongos

Fotomicrografias de laminas histolégicas coradas pelo método hematoxilina-eosina de membrana
sinovial de animais que tiveram a artrite induzida por zymosan e que foram tratados com PrLP 25
mg/kg (e.v) 1 hora ap6s e dexametasona 2 mg/kg (e.v) ou salina (e.v) meia hora antes da
administracdo do Zy. O grupo salina recebeu apenas salina (i.a.) A (salina); B (zymosan); C (PrLP); D
(dexametasona): aumento de 100 vezes e E (salina), F (zymosan); G (PrLP); D (dexametasona):

aumento de 400 vezes.
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Figura 8 - PrLP reduz o numero de neutréfilos na sindvia de animais com

artrite induzida por zymosan (Zy) em camundongos
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O influxo celular foi avaliado através da contagem diferencial na sinévia de animais tratados com
PrLP (25 mg/kg; e.v.) 1 horas apds e dexametasona 2 mg/kg (e.v) ou salina (e.v) meia hora antes da
administragdo do Zy. O grupo salina recebeu apenas salina (i.a.). Os resultados representam a média
+ e.p.m. do percentual de neutréfilos (%) a cada 100 células (n=6 animais por grupo). *p<0,05 em
relacdo ao grupo Zy #p<0,05 em relacdo ao grupo salina (ANOVA, seguido do teste de Newman-

keuls).
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5.5 PrLP reduz a concentracdo de 6xido nitrico na artrite induzida por

zymosan (Zy) em camundongos

Ja foi bem descrita a participagcdo do Oxido nitrico (NO) no processo
inflamatorio induzido por Zy na articulagdo de camundongos e essa participagéo foi
avaliada indiretamente pela determinagédo de nitrito/nitrato no lavado articular. Os
animais que receberam apenas Zy i.a. apresentaram aumento na concentracao de
nitrito/nitrato (130,5+£11,56 mM) quando comparado ao grupo salina (65,19£8,0 mM).
O grupo pré-tratado com Dexametasona (2 mg/kg; e.v.) teve a concentracdo de
nitrito/nitrato reduzida em 47,5% (71,84+9,1 mM) quando comparado ao grupo Zy.

Apresentando efeito estatisticamente semelhante a droga padrdo, o pés-
tratamento com PrLP (25 mg/kg; e.v.) reduziu significativamente as concentracdes
de nitrito/nitrato em 44,7% (71,84+9,1 mM) quando comparado ao grupo néo tratado
(FIGURA 9).
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FIGURA 9 - PrLP reduz a concentragcdo de 6xido nitrico na artrite induzida por

zymosan (Zy) em camundongos

150
s
= 100+
5 R
<
o 50-
Z. 1

O T I I
Sal - Dexa PrLP

Zymosan

Foram avaliados os niveis de nitrito para determinag&o indireta do 6xido nitrico em camundongos
tratados com PrLP 25 mg/kg (e.v) 1 hora apdés e dexametasona 2 mg/kg (e.v) ou salina (e.v) meia
hora antes da administracdo do Zy. O grupo salina recebeu apenas salina (i.a.). 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<0,05 em relagdo ao grupo salina (ANOVA, seguido do teste de
Newman-keuls).
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5.6 PrLP reduz as concentra¢gfes de citocinas pro-inflamatoérias (TNF-a,
IL-1B8, IL-6) no lavado articular de camundongos com artrite induzida por
zymosan (Zy)

Foi investigado o efeito de PrLP sobre a concentracdo das citocinas TNF-q,
IL-1B, IL-6 e IL-10 na sexta hora apo6s a inducao da artrite com zymosan. Observou-
Se gue 0s animais que receberam apenas Zy apresentaram aumento significativo na
concentracdo de IL-1B (6636+65,81 pg/ml), TNF-a (2025+195,9 pg/ml) e IL-6
(1511+146 pg/ml) e reducéo significativa da concentragéo de IL-10 (47,77+9,4) na
sexta hora apdés a inducdo da artrite quando comparado com o grupo salina
(1427+123,9; 969+259,9; 220+65,81 e 90,81+10,1 pg/ml, respectivamente).

O grupo tratado com PrLP (25 mg/kg; e.v.) apresentou reducado significativa
nas concentrages das citocinas inflamatorias de 31,14% (4569+712,5 pg/ml) para
IL-18, 30% (1409+221,6 pg/ml) para TNF-a e 43,92% (847,3+260,4 pg/ml) para IL-6
em relacdo ao grupo nao tratado. Em relacdo a IL-10, PrLP ndo alterou sua
concentracéo (53,84 + 12,5) quando comparado ao grupo Zy (47,7 = 9,4) (FIGURA
10).

71



TNF-o. (pg/mL)

IL-6 (pg/ml)

FIGURA 10 -

PrLP reduz a concentragdo de citocinas pro-inflamatérias no

lavado articular de camundongos com artrite induzida por zymosan (Zy)
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A concentragéo de citocinas foi avaliada no lavado articular de animais tratados com PrLP 25 mg/kg

(e.v) 1 hora apos e dexametasona 2 mg/kg (e.v) ou salina (e.v) meia hora antes da administracdo do

Zy. O grupo salina recebeu apenas salina (i.a.).

Os resultados representam a média + e.p.m. da

concentracdo de citocinas em pg/mL lavado articular (n=6 animais por grupo). *p<0,05 em relacéo ao

grupo Zy #p<0,05 em relagdo ao grupo salina (ANOVA, seguido do teste de Newman-keuls).
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5.7 - PrLP reduz imunoexpressdo de TNF-a, COX-2, NFKkB e NOSi na
artrite induzida por zymosan (Zy) em camundongos

No ensaio da imuno-histoquimica os animais que receberam apenas Zy i.a.
exibiram significativo processo inflamatério na articulagdo com o aumento do
percentual de area marcada TNF-a, COX-2, NFkB e NOSi (FIGURA 15 - 10+0,69;
10,5+£1,19; 12,5+0,20; 14,23 + 0,28, respectivamente) quando comparado com o
grupo que recebeu apenas salina (FIGURA 15 - 2,6 £ 0,72; 3,2 + 0,34; 2,42 + 0,03;
0,6 + 0,13, respectivamente). O grupo pré-tratado com Dexametasona (2 mg/kg;
e.v.) reduziu de forma significativa o percentual de area marcada de TNF-a, COX-2,
NFkB e NOSi (FIGURA 15 - 2,610,5; 44 v 0,9; 1,23 + 0,42; 0,99 % 0,2,
respectivamente) quando comparado ao grupo zymosan.

Foi possivel verificar uma reducéo significativa do processo inflamatorio no
grupo que foi tratado com PrLP 25 mg/kg (e.v.) com reducdo significativa da
imunomarcacdo de TNF-a, COX-2, NFkB e NOSi (FIGURA 15 - 3,4+0,5; 5,07; 0,43;
33 + 0,8; 1,8 = 0,1). Para TNF-a, COX-2 e NOSi o efeito de PrLP foi

estatisticamente semelhante ao da droga padrao.
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FIGURA 11: PrLP reduz a expressao de COX-2 na artrite induzida por zymosan

(Zy) em camundongos

As figuras: A e E representam o0 grupo que recebeu apenas salina i.a.; B e F representam o grupo
Zymosan,; C e G representam o grupo tratado com PrLP; D e H o grupo tratado com Dexametasona.
Figura | e J corresponde ao grupo controle negativo o qual nao recebeu anticorpo primario durante o
experimento. A (salina), B (zymosan), C (PrLP), D (dexametasona) e | (controle negativo): aumento de
100 vezes e E (salina), F (zymosan), G (PrLP), H (dexametasona) e J (controle negativo): aumento de

400 vezes.
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FIGURA 12: PrLP reduz a expressdo de NOSi na artrite induzida por zymosan

(Zy) em camundongos
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As figuras: A e E representam o grupo que recebeu apenas salina i.a.; B e F representam o grupo

Zymosan,; C e G representam o grupo tratado com PrLP; D e H o grupo tratado com Dexametasona.
Figura | e J corresponde ao grupo controle negativo o qual ndo recebeu anticorpo primario durante o
experimento. A (salina), B (zymosan), C (PrLP), D (dexametasona) e | (controle negativo): aumento de
100 vezes e E (salina), F (zymosan), G (PrLP), H (dexametasona) e J (controle negativo): aumento de
400 vezes.
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FIGURA 13: PrLP reduz a expressédo de NFkB na artrite induzida por zymosan

(Zy) em camundongos
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As figuras: A e E representam 0 grupo que recebeu apenas salina i.a.; B e F representam o grupo
Zymosan,; C e G representam o grupo tratado com PrLP; D e H o grupo tratado com Dexametasona.
Figura | e J corresponde ao grupo controle negativo o qual ndo recebeu anticorpo primario durante o
experimento. A (salina), B (zymosan), C (PrLP), D (dexametasona) e | (controle negativo): aumento de
100 vezes e E (salina), F (zymosan), G (PrLP), H (dexametasona) e J (controle negativo): aumento de

400 vezes.
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FIGURA 14: PrLP reduz a expressao de TNF-a na artrite induzida por zymosan

(Zy) em camundongos

Zymosan; C e G representam o grupo tratado com PrLP; D e H o grupo tratado com Dexametasona.
Figura | e J corresponde ao grupo controle negativo o qual ndo recebeu anticorpo primario durante o
experimento. A (salina), B (zymosan), C (PrLP), D (dexametasona) e | (controle negativo): aumento de
100 vezes e E (salina), F (zymosan), G (PrLP), H (dexametasona) e J (controle negativo): aumento de

400 vezes.
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FIGURA 15- PrLP reduz imunoexpressao de TNF-a, COX-2, NFkB e NOSi na
artrite induzida por zymosan (Zy) em camundongos
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A imunoexpressdo de TNF-a, COX-2, NFkB e NOSi foi avaliada através da analise semi-quantitativa
do tecido articular de animais tratados com PrLP 25 mg/kg (e.v) 1 hora ap6s e dexametasona 2 mg/kg
(e.v) ou salina (e.v) meia hora antes da administracdo do Zy. O grupo salina recebeu apenas salina
(i.a.). Os resultados representam a médiate.p.m. da area marcada (n=6 animais por grupo) *p<0,05

em relagcdo ao grupo Zy #p<0,05 em relacdo ao grupo salina (ANOVA, seguido do teste de Newman-
keuls).
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5.8 PrLP reduz os niveis de malonaldeido (MDA) e restaura 0s niveis de
GSH na artrite induzida por zymosan (Zy) em camundongos

No sentido de avaliar o efeito de PrLP sobre o estresse oxidativo induzido por
Zy, foi realizada a dosagem de MDA e GSH no tecido articular de camundongos com
artrite induzida por esse agente.

Os animais que receberam apenas Zy i.a. apresentaram aumento
significativo na concentracédo de malonaldeido (6,0 £ 2,5 nmol/g de tecido) quando
comparado com o grupo que recebeu apenas salina (1,1 + 0,14 nmol/g de tecido). O
grupo pré-tratado com Diclofenaco sodico (100 mg/kg; Vv.0.) reduziu
significativamente os niveis de malonaldeido em 69,4% (1,8+0,2 nmol/g de tecido)
guando comparado grupo Zy.

Apresentando efeito estatisticamente semelhante a droga padrdo, o pos-
tratamento com PrLP (25 mg/kg; e.v.) reduziu significativamente as concentragoes
de MDA em 61,8%% (2,3+0,2 nmol/g de tecido) quando comparado ao grupo nao
tratado (FIGURA 16).

Adicionalmente, foi feita a determinacéo da concentracao de GSH e observou-
se que 0s animais que receberam apenas Zy i.a. apresentaram reducéo significativa
de nos niveis de glutationa (5794+245,7 nmol/g de tecido) quando comparado ao
grupo salina (7820+293,9 nmol/g de tecido). O grupo pré-tratado com Diclofenaco
sédico (100 mg/kg; v.0.) aumentou significativamente a concentracdo de GSH em
26,7% (7258 £ 192,2 nmol/g de tecido) quando comparado ao grupo Zy.

Demonstrando efeito sobre a concentracdo de GSH estatisticamente
semelhante a droga padrédo, o pés-tratamento com PrLP (25 mg/kg; e.v.) restaurou
0s niveis desse agente antioxidante (7024 + 510,8 nmol/g de tecido) que foram
reduzidos por Zy (FIGURA 17).
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FIGURA 16 - PrLP reduz os niveis de malonaldeido na artrite induzida por

zymosan (Zy) em camundongos
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Foram avaliados os niveis de MDA no tecido articular de camundongos com artrite e tratados com
PrLP 25 mg/kg (e.v) 1 hora apos e diclofenaco sédico (DS) 100 mg/kg (v.0.) 1 hora antes ou salina
(e.v) meia hora antes da administracdo do Zy. O grupo salina recebeu apenas salina (i.a.). Os
resultados representam a média + e.p.m. de MDA no tecido articular (n=6 animais por grupo).
*p<0,05 em relacdo ao grupo Zy #p<0,05 em rela¢do ao grupo salina (ANOVA, seguido do teste de

Newman-keuls).
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FIGURA 17 - PrLP restaura os niveis de GSH na artrite induzida por zymosan

(Zy) em camundongos.
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Foram avaliados os niveis de GSH no tecido articular de camundongos com artrite e tratados com
PrLP 25 mg/kg (e.v) 1 hora apés e diclofenaco sédico (DS) 100 mg/kg (v.0) 1 hora antes ou salina
(e.v) meia hora antes da administracdo do Zy. O grupo salina recebeu apenas salina (i.a.). Os
resultados representam a média £+ e.p.m. de GSH no tecido articular (n=6 animais por grupo).
*p<0,05 em relacdo ao grupo Zy #p<0,05 em relacdo ao grupo salina (ANOVA, seguido do teste de

Newman-keuls).
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5.9 PrLP reduz a hipernocicepg¢éo na artrite induzida por zymosan (Zy)

em camundongos

Foi investigado o efeito de PrLP na hipernocicepcéo articular induzida por
Zy. Observou-se um aumento significativo desse parametro na terceira (3,2+0,2) e
na sexta hora (3,6+2,3) apos administracdo de Zy i.a. quando comparado ao grupo
salina (0,27+0,02; 1,3%£0,03, respectivamente). Os animais que receberam o
tratamento com dexametasona (2 mg/kg; e.v.) apresentaram reducado significativa de
66,8% (1,06+0,3) na terceira e de 66,25% (0,87+0,3) na sexta hora apds inducédo da
artrite quando comparada ao grupo Zy.

Apresentando efeito estatisticamente semelhante a droga padrédo, o poés-
tratamento com PrLP (25 mg/kg; e.v.) reduziu significativamente a hipernocicepcao
induzida pelo Zy em 73,1% (0,86+1,3) na terceira hora e de 66,25% (1,08+2,3) na
sexta hora apoés a inducéo da artrite (FIGURA 18).
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FIGURA 18 - PrLP reduz a hipernocicep¢édo na artrite induzida por zymosan

(Zy) em camundongos
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A intensidade da hipernocicepc¢éao foi avaliada em animais tratados com PrLP 25 mg/kg (e.v) 1 hora
apos e dexametasona 2 mg/kg (e.v) ou salina (e.v) meia hora antes da administracéo do Zy. O grupo
salina recebeu apenas salina (i.a.). 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<0,05 em relacdo ao grupo

salina (ANOVA, seguido do teste de Newman-keuls).
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5.10 O efeito antinociceptivo de PrLP é revertido pela administragéo
prévia de L-arginina na hipernocicepcdo articular induzida por zymosan (Zy)

em camundongos

O composto L-arginina foi utilizada no teste da hipernocicepgao articular
induzida por Zy para avaliar se o efeito antinociceptivo de PrLP se dé& via inibicdo da
enzima NOS. Nos animais que receberam apenas o Zy foi observado um aumento
significativo na hipernocicepcdo na terceira (3,4+0,6) e na sexta hora (4,1+1,3)
quando comparado ao grupo salina (0,27 £ 0,1; 0,87 £ 0,1, respectivamente). Os
animais que receberam PrLP (25 mg/kg. e.v.) apresentaram uma reducdo
significativa da hipernocicepcdo induzida pelo Zy em 74,1% na terceira hora
(0,88+1,1) e de 72,9% na sexta hora (0,85+2,6). A administracdo de L-arginina 30
minutos antes de PrLP reverteu o efeito deste tanto na terceira (3,76+0,9) e como na
sexta (4,6£1,0) hora (FIGURA 19).
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FIGURA 19 — L-arginina reverte o efeito de PrLP na hipernocicepc¢ao na artrite

induzida por zymosan (Zy) em camundongos
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A intensidade da hipernocicepcao foi avaliada em animais tratados com PrLP 25 mg/kg (e.v.), PrLP +
L-arginina (1g/kg i.p.), ou salina (e.v) meia hora antes ou 1 hora apds a administracdo do Zy. L-
arginina foi administrada meia hora antes de PrLP. O grupo salina recebeu apenas salina (i.a.). Os
resultados representam a média + e.p.m. do limiar de retirada da pata. (n=6 animais por grupo).
*p<0,05 em relacéo ao grupo Zy #p<0,05 em relacdo ao grupo PrLP (ANOVA, seguido do teste de

Newman-keuls).
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5.11 O efeito antinociceptivo de PrLP é revertido com a administragao
prévia de naloxona na hipernocicepc¢ao articular induzida por zymosan (Zy) em

camundongos

A naloxona foi utilizada no teste da hipernocicepgéo articular induzida por Zy
para avaliar se o efeito antinociceptivo de PrLP envolve o sistema opioide enddgeno.
Nos animais que receberam apenas o Zy foi observado um aumento significativo da
hipernocicepcédo na terceira (3,0+0,9) e na sexta hora (4,9£1,2) quando comparado
ao grupo salina (0,28 = 0,09; 0,78 + 0,1, respectivamente). Os animais que
receberam PrLP (25 mg/kg. e.v.) apresentaram uma reducdo significativa da
hipernocicepcao induzida pelo Zy em 71,6% (0,85%1,1) na terceira hora e de 82%
(0,88+1,9) na sexta hora. A administracdo de Naloxona 30 minutos antes de PrLP
reverteu o efeito deste tanto na terceira (4,68+£1,3) e como sexta (5,45+0,7) hora
apo6s a inducéo da artrite. (FIGURA 20).
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FIGURA 20 — Naloxona reverte o efeito de PrLP na hipernocicepc¢édo na artrite

induzida por zymosan (Zy) em camundongos
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A intensidade da hipernocicepcao foi avaliada em animais tratados com PrLP 25 mg/kg (e.v.), PrLP +
naloxona (1mg/kg e.v.), ou salina (e.v) meia hora antes ou 1 hora apds a administragcdo do Zy.
Naloxona foi administrada meia hora antes de PrLP. O grupo salina recebeu apenas salina (i.a.). Os
resultados representam a média £ e.p.m. do limiar de retirada da pata. (n=6 animais por grupo).
*p<0,05 em relagdo ao grupo Zy #p<0,05 em relacdo ao grupo PrLP (ANOVA, seguido do teste de

Newman-keuls).
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5.12 PrLP reduz a hipernocicep¢cdo mecanica plantar induzida por
carragenina (Cg)

Foi investigado o efeito de PrLP na hipernocicepcdo plantar induzida por
Cg. Observou-se um aumento significativo da hipernocicepgdo na primeira
(4,2310,2), terceira (5,42+0,3) e na quinta hora (6,36+0,4) apds administracdo de Cg
gquando comparado ao grupo salina (0,4+0,15; 0,4+0,1; 0,6+0,2, respectivamente).
Os animais que receberam o pré-tratamento com indometacina (5 mg/kg; i.p.)
apresentaram reducdo significativa de 76,01% (1,3+0,3) na terceira e de 91,4%
(0,46+0,3) na quinta hora apés a administracdo de Cg intraplantar.

Apresentando efeito estatisticamente semelhante a droga padréo, o pos-
tratamento com PrLP (25 mg/kg; e.v.) reduziu significativamente a hipernocicepcao
induzida pela Cg em 67,8% (1,74+0,4) na terceira hora e de 76,4% (1,5+£0,4) na
quinta hora ap6s a administracdo do agente flogistico (FIGURA 21).
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FIGURA 21 - PrLP reduz a hipernocicepgdo mecanica plantar induzida por

carragenina (Cg)
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A intensidade da hipernocicepcao foi avaliada em animais tratados com PrLP 25 mg/kg (e.v.) 1 hora
apos, indometacina (5 mg/kg; i.p) ou salina (e.v) meia hora antes ou 1 hora apds a administragédo da
Cg. O grupo salina recebeu apenas salina (i.a.). 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 Cg #p<0,05 em relagéo

ao grupo salina (ANOVA, seguido do teste de Newman-keuls).
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5.13 PrLP reduz a hipernocicepgdao mecanica plantar induzida por
prostaglandina E2 (PGE>)

Foi investigado o efeito de PrLP na hipernocicepcéo plantar induzida por

PGE,. Os animais que receberam apenas PGE, tiveram um aumento significativo da

hipernocicepcéo (3,3+0,5) quando comparado ao grupo salina (0,3+0,1). Os animais

gue receberam o pré-tratamento com indometacina (5 mg/kg; i.p.) apresentaram

reducdo significativa de 78,7% (0,7+£0,03) da hipernocicepcdo mecanica induzida
pela PGE-.

O grupo tratado com PrLP (25 mg/kg; e.v.) apresentou reducdo significativa

da hipernocicepcdo mecanica induzida pela PGE, em 57,5% (1,4+0,4) quando

comparada ao grupo nao tratado (FIGURA 22).
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FIGURA 22 - PrLP reduz a hipernocicep¢do mecanica plantar induzida por

prostaglandina E2 (PGE2)
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A intensidade da hipernocicepcéo foi avaliada em animais tratados com PrLP 25 mg/kg (e.v.) 1 hora
apos, indometacina (5 mg/kg; i.p) ou salina (e.v) meia hora antes da administracdo da PGE,. 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 PGE, #p<0,05 em relacdo ao grupo salina (ANOVA, seguido do teste de

Newman-keuls).
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6. DISCUSSAO

As proteinas sdo substancias que podem ser utilizadas como farmacos
porque intervém, essencialmente, em varios processos biologicos e reacoes,
caracterizando-se por elevada eficiéncia e poténcia, ou seja, atuam especificamente
e em baixas concentracbes. Os desenvolvimentos mais recentes na biotecnologia
tornaram possivel a producdo em larga escala de grande variedade de proteinas.
Encontram-se, atualmente, comercializadas ou em ensaios clinicos, centenas de
proteinas com acgéao terapéutica, incluindo anticorpos monoclonais, enzimas, agentes
antimicrobianos, inibidores enzimaticos, vacinas, agentes imunomoduladores,
fatores de crescimento, citocinas e hormonios (SILVA et al., 2002; FU, KLIBANOV,
LANGER, 2000).

A ideia de que substancias originadas das plantas séo inofensivas e isentas
de riscos a saude humana é equivocada, considerando a toxicidade demonstrada
para varias espécies vegetais (TAGLIATI & FERES, 2009). Sendo assim, a
realizacdo de estudos toxicolégicos que investiguem auséncia ou o nivel de
seguranca terapéutica das drogas originadas de produtos naturais e de fitoterapicos
é de fundamental importancia para protecao da satde humana.

Seguindo esta linha de raciocinio, PINHEIRO (2012) avaliou a fracao proteica
do latex de P. rubra (PrLP) em um modelo de toxicologia agudo adaptado e descrito
anteriormente (BEZERRA et al., 2008). Foram avaliados parametros de toxicidade
subcronica, na qual utilizou-se a dose de 50 mg/kg. Esse tratamento ndo provocou
nenhuma alteracdo macroscépica e no peso umido dos 6érgdos avaliados (rim,
coracdao, figado e baco). Parametros de funcéo renal (ureia) e funcéo hepatica (AST
e ALT) também ndo foram modificados, bem como o numero de leucdcitos
circulantes, quantidade de plaquetas e 0 peso corpéreo dos animais.

Da mesma forma, fracdo de latex de outras plantas também parecem nao
apresentar toxicidade aguda. Ramos et al. (2006) mostraram que o uso de proteinas
laticiferas de Calotropis procera durante 35 dias consecutivos ndo provocou morte
dos animais e nem ocasionou rejeicdo ao consumo da amostra. Toxicidade aguda

nao foi registrada durante o periodo experimental.
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Os principais objetivos do tratamento da artrite reumatoide (AR) s&o prevenir
e/ou controlar a les&o articular, a perda de fungéao e o controle da dor, maximizando
a qualidade de vida do paciente (BERTOLO et al, 2007). O tratamento
farmacoldgico inclui o uso de anti-inflamatérios nao esteroidais (AINES), anti-
inflamatoérios esteroidais (AIES), imunossupressores e farmacos modificadores do
curso da doenca sintéticos e biologicos (GOELDNER et al., 2011). No entanto esses
medicamentos causam efeitos indesejaveis que muitas vezes causam o abandono
do tratamento pelos pacientes (CARVALHO et al., 2016).

O presente trabalho estudou o efeito da fracédo proteica do latex de Plumeria
rubra (PrLP) no modelo de artrite induzida por zymosan (Zy). Esse agente induz
inflamacdo na articulagdo com erosdo da cartlagem e do tecido 6sseo
acompanhado de migracdo leucocitaria, aumento da permeabilidade vascular,
formacdo de edema e hipernocicepcdo (ROCHA et al.,, 2009). Esse modelo é
amplamente utilizado pelo fato de mimetizar as principais caracteristicas clinicas
verificadas na artrite reumatoide em humanos além de ser facil de executar, ter boa
reprodutibilidade dos dados e permitir a obtencéo de resultados em um curto periodo
de tempo (CARMO, 2015).

As doses e a via de administracéo de PrLP foram determinadas baseando-se
em trabalhos do nosso laboratério com espécies vegetais da familia Apocynaceae.
Alencar e colaboradores (2015) demonstraram que PrLP reduz a Ulcera induzida por
etanol nas doses de 0,5; 5 e 50 mg/kg por via endovenosa. Luz (2012) demonstrou
que a fracdo proteica de Calotropis procera nas doses de 5 e 50 mg/kg e.v.
apresenta efeito anti-inflamatério e antinociceptivo em camundongos. Outro trabalho
utilizando a fracdo proteica isolada do latex de Himatanthus drasticus (HdLP) (50
mg/kg e.v.) mostrou efeito antinociceptivo e anti-inflamatério no modelo de artrite
induzida por Zy em camundongos (CARMO, 2015).

Para o controle positivo foi utilizado um grupo tratado com dexametasona na
dose de 2 mg/kg e.v., esse medicamento foi escolhido por ser da classe dos
glicocorticoides, ser bastante utilizado no tratamento da artrite e por apresentar
efeitos anti-inflamatorios, prevenindo a destruicdo da cartilagem e diminuindo os

primeiros sinais de inflamacéo (GEGOUT et al., 1995).
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Para a investigacdo do mecanismo de agao de PrLP foi utilizada a dose de 25
mg/kg por ser a menor dose avaliada que apresentou efeito significativo nos
experimentos iniciais. E importante salientar que os tratamentos com as proteinas
foram feitos uma hora apos da administracdo do agente flogistico, indicando que sua
acdo parece se dar apos o inicio do processo inflamatério. Esse fator mimetiza a
situacdo real de um paciente com artrite, pois apenas apdés o surgimento dos
primeiros sintomas, ou seja, apos o inicio do processo inflamatorio, o paciente busca
atendimento médico e consequentemente o tratamento. Esses pos tratamento com
PrLP é um avanc¢o no estudo de produtos naturais na artrite induzida por zymosan
em camundongos, Vvisto que na maioria dos trabalhos o que ocorre € um tratamento
prévio a inducao da artrite (PINTO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015; ROSAS et al.,
2015; CORREA et al., 2016).

O recrutamento de leucécitos é uma etapa fundamental para o
desenvolvimento do processo inflamatério incluindo as doencas autoimunes como a
artrite reumatoide (TARRANT; PATEL, 2006). Essas células sdo responsaveis pela
fagocitose e remocdo de patdégenos (caso a inflamacédo tenha sido induzida por
agente infeccioso) e pela liberacdo de mediadores quimicos que estimulam o
crescimento celular e a regeneracéo tecidual (SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

Estudos em modelos experimentais de artrite demonstraram que 0s
neutroéfilos sdo as primeiras células a migrarem para a articulacédo e contribuem para
o dano tecidual associado a doencas inflamatérias, desempenhando importante
papel na eliminagdo do agente Iinfeccioso (ISSEKUTZ, 1980; KITSIS e
WEISSMANN, 1991). Essas células contém em seus granulos azurdfilos a enzima
mieloperoxidase (MPO) que é amplamente utilizada como marcador quantitativo da
sua migracao nos processos inflamatérios (POSADAS et al., 2004).

Na artrite reumatoide (AR) também é evidenciado o acumulo de neutrofilos
no liquido sinovial dos pacientes e sabe-se que essas células quando ativados
secretam proteases que contribuem para destruicdo da cartilagem e de outras
estruturas do joelho (WRIGHT et al., 2014).

Nesse trabalho verificamos que PrLP nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg
reduziram de forma significativa a migracéo celular total e a de neutréfilos induzida

por Zy. Adicionalmente, essas proteinas laticiferas (25 mg/kg; e.v) também foram
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eficientes em reduzir concentracdo de mieloperoxidase (MPO) no lavado articular
desses animais. Isso sugere que PrLP apresenta efeito anti-inflamatério e que essa
acao parece se dar pela diminuicdo da migracdo de neutrofilos, que é a célula mais
importante no desenvolvimento da inflamacéo na artrite.

Assim como PrLP, outras fracBes do latex de plantas também reduzem
migracdo celular para o foco inflamatério. Trabalho desenvolvido por Alencar et al.
(2004) demonstrou que a fracdo ndo-dialisavel de Calotropris procera (LP) reduziu
de forma significativa a migracéo neutrofilica induzida por carragenina. Outro estudo
com as subfracbes de LP demonstrou que estas reduzem o rolamento e adeséo de
neutréfilos em endotélio vascular mesentérico no modelo de microscopia intravital de
animais tratados com carragenina (RAMOS et al., 2009). Outras proteinas de
vegetais também foram sugeridas como sendo moléculas capazes de reduzir a
interacdo entre células de defesa e endotélio e como consequéncia impedir a
migragao celular in vivo (MOTA et al., 2006; NAPIMOGA et al., 2007; ALENCAR et
al., 2010).

Um dos efeitos caracteristico da artrite € o edema (ROCHA et al., 1999). Os
fenbmenos vasculares na artrite se iniciam com uma rapida constricdo, seguida de
vasodilatagdo e aumento de fluxo local, aumento de permeabilidade vascular e
extravasamento de fluido e proteinas levando a formacédo de edema (GARCIA-LEME
et al., 1993; MORAIS, 2008).

Neste trabalho, PrLP reduziu o edema articular evidenciado tanto pela medida
do didmetro da articulagdo como pela determinagdo do extravasamento do azul de
evans no lavado articular. Esses resultados mostram que o efeito anti-inflamatério de
PrLP se d& também com reducdo do edema que € um sinal caracteristico do
processo inflamatério. Pode-se sugerir que a acdo antiedematogénica de PrLP é
uma consequéncia da reducdo da migracdo leucocitaria para a articulacdo ja
demonstrada anteriormente, uma vez que as células inflamatorias liberam
mediadores responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular e
consequentemente do edema (XAVIER, 2005; BEZERRA et al., 2004).

Estudos com proteinas laticiferas ja demonstraram efeito de reducdo de
edema em modelos de inflamacdo. Alencar et al., (2004) demonstraram que uma

fracdo proteica ndo dialisavel do latex de Calotropis procera inibiu o edema induzido
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por carragenina, efeito ndo observado quando foi induzido por dextrana. Esses
resultados mostram que essa fracdo ndo dialisivel provavelmente deve inibir o
aumento da permeabilidade mediado por células, pois 0 edema por carragenina
depende da migracao celular para o foco inflamatério. Outro trabalho com o latex de
Calotropis procera utilizou a subfracdo contendo proteinas de alto peso molecular
(Pl) da porcédo néo dialisavel do latex. Foi demonstrado que Pl reduz o edema de
pata induzido por carragenina e possui um efeito antioxidante por normalizar 0s
niveis de GSH e TBARS. Adicionalmente Pl também reduziu a quantidade de MPO
(marcador de neutroéfilos), no tecido da pata dos animais (CHAUDHARY et al., 2015).

Semelhante aos resultados desse trabalho, Carmo (2015) demostrou o efeito
de proteinas laticiferas de Himantanthus drasticus (HALP) sobre o edema articular
induzido por zymosan com reducdo tanto do diametro articular como do
extravasamento de azul de evans na articulacdo dos animais. Vale ressaltar que
HALP também diminuiu o infiltrado leucocitério induzido por zymosan assim como
PrLP. O trabalho de Oliveira et al. (2015) demostrou resultados parecidos com o de
PrLP, jA que que Oleo da polpa de Cariocar coriaceum apresentou efeito anti-
inflamatdrio na artrite induzida por zymosan com reducao do infiltrado inflamatério e
do edema articular em ratos.

Para confirmar os resultados anteriores, foi realizada a andlise histopatolégica
do tecido articular de animais com artrite induzida por zymosan. O grupo que
recebeu apenas a inje¢cdo de zymosan apresentou, como ja era de se esperar,
denso infitrado inflamatério  leucocitario com  inmeros  granulécitos
polimorfonucleares, edema e descontinuidade da membrana sinovial. Isso valida o
modelo estudado, ja que o agente flogistico foi eficiente em induzir a inflamacéo.

Corroborando com os resultados anteriores, a PrLP foi eficiente em reduzir o
infiltrado celular no tecido, bem como o edema. Foi realizada ainda a contagem
diferencial das células do infiltrado inflamatério na sindvia e observou-se que o
tratamento com PrLP mudou o padréo celular na membrana sinovial inflamada com
reducdo significativa do niumero de neutrofilos. Adicionalmente essa fracdo proteica
protegeu a membrana sinovial mantendo-a preservada.

Os efeitos benéficos de PrLP sobre o dano causado pela injecéo intra-articular

de zymosan foi semelhante ao da dexametasona, um corticoide amplamente
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utilizado nessa doencga, isso da uma maior relevancia ao estudo, uma vez que 0sS
resultados apresentados aqui ndo diferem dos apresentados por uma droga com uso
bem consolidado para essa patologia.

A interacdo entre os neutrofilos e células residentes (macréfago, mastocitos e
fibroblastos) no sitio inflamatério resulta na liberacdo de mediadores inflamatdrios
tais como citocinas, quimiocinas, 6xido nitrico, diversas enzimas e espeécies reativas
de oxigénio. Esses mediadores, por sua vez, aumentam a expressao de moléculas
de adesao nas células endoteliais facilitando a migracédo de leucdcitos para o local
da inflamacédo resultando na sua amplificagcdo (KASAMA et al., 2005; PALMER,;
GABAY; IMHOF, 2006; CATTANI et al., 2006; TANAKA, 2006; KIM et al., 2006).

As selectinas sdo moléculas de rolamento presentes na superficie das células
endoteliais e tem sua expressdo aumentada em resposta aos patdgenos ou a
citocinas produzidas pelos macréfagos ativados, principalmente IL-1 e TNF-a
(SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). Essas citocinas também promovem o
aumento da expressdo endotelial de ligantes das integrinas, principalmente V-CAM-
1, ligante para integrina VLA, e ICAM-1, ligante para integrina LFA-1 e Mac-1 que
facilitam a migracéo celular (FUHLBRIGGE e WEISHAUPT, 2007). As quimiocinas,
entdo, atuam sobre os leucocitos aderentes e estimulam a migracao entre as células
endoteliais para o local da infecgdo (ABBAS e LICHTMAN, 2012).

Diversos trabalhos demonstram o importante papel dos mediadores
inflamatorios TNF-a e IL-1B no processo de migracdo neutrofilica através do
aumento da expressdo das moléculas de adesdao na superficie endotelial, sendo
estas citocinas necessarias para o correto enderecamento dos neutréfilos (HICKEY
et al., 1997; KELLY et al. 2007; CANETTI et al., 2001; SAUNDERS et al., 2005). No
entanto, neutrdfilos ativados séo essenciais para a liberacdo de grandes quantidades
destas citocinas. Sendo este dado confirmado através do bloqueio da migracéo de
neutroéfilos por fucoidina, ferramenta farmacoldgica que bloqueia a interacdo entre
selectinas do tipo E e P. A diminuicdo do influxo celular atenua fortemente as
concentracdes de TNF-a e IL-18 no local inflamado (SACHS et al., 2011).

Sabendo do importante papel dos mediadores inflamatorios para a migracao

celular no processo inflamatorio, fomos investigar qual o efeito da fracéo proteica de
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P. rubra sobre a concentracdo de citocinas e 6xido nitrico no lavado articular dos
animais com artrite por zymosan (2y).

Na artrite as citocinas regulam os processos inflamatorios que estdo
envolvidos na patogénese da inflamacéo articular e nessa condicdo ocorre um
desequilibrio na liberagcdo de citocinas pré e anti-inflamatérias. Assim, varias
citocinas pré-inflamatérias sdo produzidas aumentando sua atividade tais como IL-
18, TNF-a, IL-6, IL-2, IL-8 e IFN-y, no entanto, as citocinas cruciais para o
desenvolvimento da AR s&@o a IL-1B e TNF-a, pois estas estdo envolvidas na
imunopatogenia da artrite resultando na degradacdo da cartilagem e na ativacao
endotelial e celular (AGARWAL e MAVIYA, 2005; BEVAART, VERVOORDELDONK e
TAK, 2010).

Um dos efeitos da liberacdo de TNF- a é a indugdo da secregao de outras
citocinas inflamatorias tais como IL-1 e IL-6. Além disso, essa citocina tdo importante
na resposta inflamatéria também estimula sua prépria secrecdo (NAWROTH et al.,
1986; HAWORTH et al., 1991; BUTLER et al., 1995). Corroborando com esses
achados, foi demonstrado em estudo desenvolvido por Berg (2000) que TNF-a esta
envolvida com o inchago nas articulagbes que aparece no inicio da inflamacéo na
artrite. Em resumo, a TNF- a é a citocina pro-inflamatoria que apresenta papel chave
no desencadeamento da inflamacgéao, imunomodulacdo, angiogénese, citotoxicidade
e dor (AGGARWAL; NATARAJAN, 1996; CUNHA et al., 1992).

A IL-18 é um citocina pro-inflamatoria que pode ser produzida por condrdcitos
e por osteoblastos, podendo ser associada aos eventos que iniciam o ciclo de
destruicdo da cartilagem oOssea (JOOSTEN et al., 1999). IL-18 também esta
envolvida na ativacdo de metaloproteinases da matriz e angiogénese na membrana
sinovial (AGARWAL e MAVIYA, 2005). Além disso, esse citocina estimula a ativacao
de osteoclastos, o aumento da expressdo de moléculas de adesédo pelas células
sinoviais e 0 aumento da liberacdo de Oxido nitrico e prostaglandina (MCLNESS e
SCHETT, 2007; ABRANSON e AMIN, 2002; CROFFORD et al., 1994).

A IL-6 também é uma citocina pré-inflamatéria que tem seus niveis
aumentados na artrite e esta relacionada com destruicdo articular e manifestacdes
sisttmicas (YUSOF e EMERY, 2013; PARK, PILINGER, 2007). Essa citocina

estimula a infiltracdo celular, o aumento da permeabilidade vascular e o
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recrutamento de osteoclastos que promovem a reabsor¢cdo causando a erosao
0ssea (SRIRAGAN e CHOY, 2010).

O oxido nitrico (NO) é um gas diatdbmico sintetizado por enzimas constitutiva e
induzivel, tendo a L-arginina como substrato, ele penetra livremente as membranas
celulares, agindo como efetor molecular e sinalizador (ALVAREZ et al., 1999). O NO
desempenha um papel critico na sinalizacdo celular, esta envolvido em varios
processos fisiolégicos podendo ter efeitos biolégicos opostos, dependendo de
condi¢cBes ambientais e fisiopatoldgicas diversas (WAN, 2013).

A leséo tecidual dependente do NO tem sido implicada em uma variedade de
doencas reuméticas, incluindo a artrite reumatoide (NAGY et al., 2010). Na artrite o
NO promove a mediacdo de muitas funcbes celulares diferentes no local da
inflamac&o sinovial, como por exemplo a transducédo de sinal, a funcdo mitocondrial
e a apoptose (PHILLIPS et al., 2010). Foi relatado o aumento dos niveis de NO soro
e no liquido sinovial em pacientes com AR, espondilite anquilosante e osteoartrite
(ERSOY et al., 2002).

Fortes evidéncias demonstram o envolvimento de NO na degradacdo da
cartilagem e na ativagdo de metaloproteinases da matriz, inibicdo da sintese de
colageno e proteoglicano por condrocitos e como promotor da vasodilatacdo, o que
leva ao influxo de fluido e células para o foco inflamatério. O NO também pode se
combinar com espécies reativas de oxigénio produzindo peroxinitrito, que promove a
apoptose de condrécitos (BINGHAM, 2002).

Os resultados desse estudo mostram que PrLP reduz significativamente as
concentracdes de citocinas (IL-18, TNF-a e IL-6) e do 6xido nitrico (NO) no lavado
articular de camundongos com artrite induzida por zymosan. Esses dados sugerem
gque o efeito anti-inflamatério de PrLP também se da pela deplecdo desses
mediadores inflamatérios que sédo fundamentais para o desenvolvimento da
condicao inflamatoria e suas complicagoes.

Os aspectos imunohistoquimicos do tecido dos animais dos grupos
demonstrou perfis imunolégicos distintos. O tecido articular do grupo salina
apresentou estrutura normal, com pouca presenca de infiltrado celular com uma leve
imunoexpressao de TNF-a, COX-2, NFKB e NOSi. Enquanto que nos animais que

receberam apenas Zy observou-se a presenca de intenso infiltrado celular com
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marcada expressdo desses marcadores inflamatorios. No grupo tratado com
dexametasona observou-se uma reducgdo significativa da expressao desses
parametros, resultado esse que foi semelhante estatisticamente ao grupo que
recebeu PrLP.

Esses dados apresentam forte correlagdo com a reducdo do influxo celular
descrito anteriormente pois sabe-se que os neutréfilos participam da destruicdo de
microrganismos através de alguns fatores, dentre eles, a producdo de quantidades
significantes de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, tais como 0s ions
superoxido e Oxido nitrico (FIALKOW; WANG; DOWNEY, 2007). Foi demonstrado
que nesse modelo a liberacdo maxima de NO ocorre na 62 hora apés a injecdo do
zymosan. E interessante salientar que essa liberacdo esta associada ao pico de
migracdo de neutrdéfilos para a cavidade articular, sugerindo que essas células estédo
associadas a producdo de NO no ambiente articular (BEZERRA et al., 2004). Essas
células tém a expressado da enzima oxido nitrico sintase (NOSi) aumentada e sabe-
se que o blogueio da NOSi resulta em protecdo dos tecidos sinoviais (MONCADA et
al., 1991; BEZERRA et al., 2004). Com base nesses dados podemos sugerir que
PrLP reduz a concentragdo de oOxido nitrico no liquido sinovial dos animais atraves
da redugdo da migracdo de células inflamatdrias reduzindo assim a expressao de
NOSi no tecido articular inflamado.

Os achados inibitérios de PrLP sobre a citocina TNF-a s&o bastante
relevantes uma vez que € sabido que na artrite reumatoide (AR) os pacientes
apresentam concentracdes elevadas de TNF-a tanto no fluido sinovial quanto na
sindvia reumatoide (CHU et al., 1991; FELDMANN et al., 1996). O mecanismo de
acao de PrLP também parece envolver a inibicdo de TNF-a e agentes biolégicos que
tem essa acdo, ja sao utilizados no tratamento da AR e sdo considerados eficazes
na reducdo da atividade e no retardamento do dano estrutural articular,
especialmente nas formas refratarias aos tratamentos convencionais (FALEIRO et
al., 2011).

A ciclo-oxigenase (COX) também participa do processo inflamatério através
da producdo de prostanoides que sao importantes mediadores pré-inflamatorios.
Durante a fase inicial da inflamacéo a PGE; € o principal produto da ciclo-oxigenase

(KAPPOR et al., 2005). Ha duas formas principais de COX, a ciclo-oxigenase 1
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(COX-1) que constitutivamente expressa em tecidos como o vascular, renal e
gastrintestinal e medeia funcdes fisioldgicas e a ciclo-oxigenase 2 (COX-2) que € a
forma induzida sobre a estimulacdo pro-inflamatéria de varias citocinas e esta
envolvida com a inflamacédo (HERMANN, 2010; HOOZEMANS et al., 2011).

O tratamento com PrLP reduziu a imunomarcacdo de COX-2 no tecido
sinovial de animais com artrite por zymosan, iSSO sugere que o efeito anti-
inflamatorio dessas proteinas laticiferas também esta relacionado com a inibicdo
dessa enzima e consequentemente dos mediadores inflamatérios produzidos por
ela.

Outro marcador da inflamacdo que merece destaque é o NFkB, pois a sua
presenca no tecido sinovial é indicativa de resposta inflamatéria. O NFkB é
considerado um potente fator transcricional e se liga a genes especificos no nucleo
controlando a producdo de citocinas pro-inflamatérias, COX-2, enzima NOSI,
quimiocinas e outros genes importantes (GLEZER et al., 2000). Logo, substancias
ou drogas que conseguem inibir ou prevenir a translocacdo do NFkB para o ndcleo
sdo consideradas anti-inflamatérias. Nos estudos imunohistoquimicos desse
trabalho a expressédo de NFkB no tecido sinovial foi reduzida significativamente por
PrLP refor¢cando seu efeito anti-inflamatorio.

Um trabalho realizado por Ren e Chung (2007) demostrou que o efeito anti-
inflamatorio do acido linolénico se da pela reducao da expressédo de NOSi, COX-2 e
TNF-a através do bloqueio de NFkB. Assim a reducéo da expressao de NOS, TNF-a
e COX-2 pelo tratamento com PrLP pode ser explicada pelo fato de as proteinas
laticiferas reduzirem a expressdo de NFkB e, por conseguinte, este, reduz a
expressao das outras moléculas.

FracOes proteicas de latex de espécimes vegetais parecem apresentar efeitos
anti-inflamatérios com reducdo de citocinas e outros marcadores inflamatérios.
Proteinas laticiferas de C. procera reduziram o infiltrado de células inflamatérias e
edema, com reducgdo da atividade de MPO e da expressédo de TNF-qa, IL-13, NOSi e
COX-2 no tecido conjuntivo e epitelial de animais com mucosite oral induzida por 5-
fluoracil (FREITAS et al.,, 2012). Essa mesma fracdo, em modelo de mucosite
intestinal induzida pelo irinotecano, reduziu a concentragdo de citocinas inflamatoérias
(TNF-a e IL-1B) com redugéo da imunoexpressao de COX-2, TNF- a, IL-13, NOSi e
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NFkB no tecido intestinal (ALENCAR et al., 2017). Ademais, proteinas laticiferas de
Himantanthus drasticos (HdLP) também reduziram a concentracdo de NO e de
citocinas inflamatérias (IL-1B e IL-6) no lavado articular de articular de animais com
artrite por zymosan (CARMO, 2015).

Outros compostos de origem natural apresentam efeito anti-inflamatorio na
artrite com reducdo dos niveis de citocinas e da expressdo de moléculas
inflamatorias. Como por exemplo um composto fendlico chamado metil galato (MG)
gue apresentou efeito na artrite induzida por zymosan com reducao da concentracéo
de citocinas pro-inflamatérias (IL-1B8, TNF-q, IL-6, CXCL-1, LTB4 e PGE2) (CORREIA
et al., 2016). O extrato hidro alcodlico de Schinus terebinthifolius também exibiu
efeito anti-inflamatorio na artrite induzida por zymosan com diminui¢cdo na atividade
de citocinas inflamatorias (IL-6, IL-18, CXCL1/KC, TNF-a) (ROSAS, 2015). Ja o 6leo
da polpa de Caryocar coriaceum exibiu efeito anti-inflamatério e antinociceptivo no
modelo de artrite por Zy em ratos com reduc¢éo da concentragéo de citocinas (TNF-a
e IL-1B) e da imunoexpressao de TNF-a e COX-2 (OLIVEIRA et al., 2015).

Conforme foi demonstrado, o efeito de PrLP na artrite também parece estar
relacionado com a reducdo de mediadores inflamatérios e da imunoexpressao de
moléculas implicadas no processo inflamatério. No entanto, essa fracdo proteica nao
restaurou a concentracao de IL-10 que foi reduzida pela administragdo de Zy. Esse
resultado é semelhante ao obtido com proteinas laticiferas de Himantanthus
drasticus (HALP) e com 6leo da polpa de Caryocar coriaceum, uma vez que esses
compostos néo interferiram na concentracao de IL-10 no lavado articular de animais
com artrite induzida por Zy (CARMO, 2015; OLIVEIRA et al., 2015).

As espécies reativas de oxigénio (EROS) e espécies reativas do nitrogénio
(ERN’"s) sdo produzidas pelo metabolismo celular normal e parecem ter um papel
dual nos sistemas vivos, ja que sdo capazes de exercer efeitos fisioldégicos ou
fisiopatoldgicos (VALKO et al.,, 2006). Elas participam do mecanismo de defesa
contra agentes infecciosos e sistemas de sinalizacdo celular, sendo nesse ultimo
caso, liberados em baixas concentracdes e com fungdo em células ou tecidos
proximos ao seu sitio de producao (VALKO et al., 2007). No estresse oxidativo ha
producdo excessiva de EROs e ERNs e/ou deficiéncia dos sistemas antioxidantes,
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assim essas espécies podem reagir com lipidios, proteinas e &cido
desoxirribonucleico (DNA) causando dano celular.

Em condi¢cdes normais, a concentracdo destas espécies reativas dentro das
células é extremamente baixa pelo fato de existirem enzimas antioxidantes que as
removem, ou impedem sua formacao. Estes radicais tendem a serem eliminados do
organismo pelo conjunto das enzimas superéxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GSH-PXx), glutationa redutase (GR) e catalase (CAT) (FEITOSA, 2011).

Estudos demonstram que ha um desequilibrio do sistema redox na reposta
inflamatoria na artrite reumatoide, e 0 agravamento desse evento resulta no estresse
oxidativo com piora na clinica da doenca (FLIPIN et al., 2008). Esse evento pode ser
explicado por defeitos genéticos, bem como problemas no mecanismo de
imunorregulacdo que resultam no aumento da concentracdo de agentes oxidantes e
reducdo dos sistemas antioxidantes, levando a uma desordem de sinalizagdo e
descontrole dos danos moleculares (JONES, 2006, OZKAN et al., 2007).

Dessa forma, na sinovite as células inflamatérias respondem com aumento na
producdo de citocinas e intensa formacao de radicais livres levando ao estresse
oxidativo e amplificando o processo inflamatorio que resulta em destruigéo articular,
edema e dor (HEROTIN et al., 2005). Adicionalmente, estudos demonstram que a
inflamacéo persistente caracteristica da artrite € também resultante do aumento dos
radicais livres no tecido articular inflamado e do déficit dos sistemas antioxidantes
gque estdo envolvidos nessa patologia (FANG, YANG e WO, 2002). Foi
experimentalmente confirmado que a excessiva producdo de EROS leva a ativagao
dos osteoclastos acelerando o dano articular (GOLDRIG, 2002).

Nesse estudo, foi demonstrado que PrLP reduz a concentracdo de
malonaldeido (um metabdlito oxidante) e restaura o0s niveis de glutationa
(mecanismo antioxidante celular). Pode-se, entdo, sugerir que PrLP inibe a reacao
em cadeia que resulta na formacdo de radicais oxidantes e também estimula
mecanismos antioxidantes da célula possibilitando o controle do estresse oxidativo.

Um estudo feito com pacientes com artrite reumatoide (AR) mostrou que eles
apresentavam niveis elevados de estresse oxidativo e que a concentracdo de MDA

também estava mais elevada do que em pacientes normais. Outros dados sugerem
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gue o uso de antioxidantes na dieta pode reduzir a incidéncia dessa doenca (JIA e
HE, 2016; SAHEBARI et al., 2015; CERHAN et al., 2003).

Chanda e colaboradores (2011) demonstraram que PrLP apresenta efeito
antioxidante e proteolitico in vitro. Outro estudo desenvolvido por Alencar e
colaboradores (2015) demonstrou que PrLP possui efeito antioxidante em ulceras
gastricas induzidas por etanol, por aumentar a concentracdo de GSH na mucosa do
estbmago desses animais.

Outras fracOes proteicas de latex de plantas também reduzem o estresse
oxidativo no tecido sinovial de animais com artrite. A subfracdo Fl do latex de C.
procera modulou o estresse oxidativo na artrite por adjuvante de Freund através da
restauracdo das concentracdes de GSH e da deplecdo do acido tiobarbitarico (T-
BARS). A sub-fracdo FI reduz ainda o infiltrado celular e edema, podendo inferir que
essa reducdo do metabdlito reativo oxidante pode se dar por inibicdo da migracéo de
células inflamatérias que sdo responsaveis pela producdo de radicais livres na
inflamacéao.

O Oxido nitrico também parece estar envolvido com o estresse oxidativo na
artrite. Bezerra e colaboradores (2004) demonstraram que a inibicdo da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (NOSI) reduziu a lesdo da cartilagem de animais
submetidos a artrite experimental por Zy e que isso pode ser explicado pelo fato de
gque a producdo de grandes quantidades de NO pela NOSi em processos
inflamatorios resulta na sua combinacdo com outras espécies reativas, como o anion
superoxido (02-), formando peroxinitrito (ONOO-) que é um radical livre. O aumento
desses metabodlitos promove o estresse oxidativo e consequentemente o dano
tecidual. Ja foi demonstrado que PrLP reduz os niveis de 6xido nitrico no lavado
articular, e esse também pode ser um dos mecanismos da sua acéo antioxidante.

Dessa forma, esses estudos corroboram com os resultados encontrados no
presente trabalho reforcando que o efeito anti-inflamatorio de PrLP também é
resultado da modulagao do estresse oxidativo.

Os achados até aqui demonstraram que PrLP possui efeito anti-inflamatério
na artrite induzida por zymosan que parece ser mediado via reducédo da migracao de
neutrofilos que tem como resultado a diminuicdo do edema, de mediadores

inflamatoérios (NO, IL-1B, TNF-a, IL-6), da expressdo de moléculas envolvidas no
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processo inflamatério (TNF-a, IL-1B8, NOSi e COX-2) e modulacdo do estresse
oxidativo. Vale ressaltar, que em muitos dos resultados apresentados, PrLP exibiu
efeito estatisticamente semelhante ao da dexametasona. Dando continuidade ao
estudo de PrLP fomos investigar o seu efeito na hipernocicepcdo induzida por
diferentes agentes.

A dor articular pode ocorrer mesmo quando a articulacdo € mantida imovel,
entretanto, € induzida ou agravada durante movimentos ou com a estimulagcéo
mecanica (quando o paciente estd com sobrepeso por exemplo) (KELLGREN, 1939;
MC EWEN, 1943; D’ CRUZ e HUGHES, 1993). No caso da artrite, a hiperalgesia
ocorre mesmo quando a articulagcdo € submetida a esforco normal ou a suave
pressdo (SCHAIBLE e GRUBB, 1993).

A limitacdo de movimentos representa um problema importante para
pacientes portadores de artropatias inflamatérias. Dessa forma o alivio da dor é
frequentemente o principal objetivo no tratamento agudo dessas condi¢bes (JUNIO
& ROCHA, 2006).

A dor na artrite esta relacionada ao processo de sinovite, desencadeado pela
infiltracdo de células migratérias na sindvia, que sao responsaveis pela producéo de
mediadores indutores da nocicepgdo 0s quais, em conjunto, agem nas fibras
nociceptivas primarias causando hiperalgesia (em humanos) (FIRESTEIN, 2003;
GARNERO, DELMAS, 2003). Em modelos animais a dor avaliada através da medida
da hipernocicepcao pode ser definida como um estado de hiperalgesia e/ou alodinia
devido a sensibilizacdo de nociceptores.

Diversos estudos demonstram que a presenca e ativacdo de neutréfilos no
foco inflamatério desempenham um papel crucial na génese da hipernocicepcéao
inflamatoria. Em trabalho de Cunha e colaboradores (2008) foi demonstrado que a
atividade nociceptiva das citocinas pro-inflamatorias depende do recrutamento de
neutréfilos e ainda da capacidade destas células produzirem mediadores como
PGE, e aminas simpaticas. Estes resultados sugerem claramente a importancia de
neutréfilos no estabelecimento da dor inflamatéria. Isto € confirmado por outros
estudos que mostram que apenas a presenca de neutrofilos no foco nao é suficiente
para o aparecimento da hipernocicep¢édo. Os neutroéfilos precisam ser ativados. Por

exemplo, o recrutamento dos neutréfilos utilizando glicogénio nao causa
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hipernocicep¢do, mas quando neutrdéfilos foram ativados com LPS, C5a ou Cg o
estado hipernociceptivo é estabelecido (CASTRO; FERREIRA 1979; LEVINE, et al.,
1984; 1985; GUERRERO et al., 2008; SOUTO et al., 2011).

Reforcando esses achados, um estudo desenvolvido por Rocha (1999)
demonstrou que a hipernocicepc¢ao induzida por zymosan no modelo de artrite esta
associado diretamente com a migracao de neutrofilos para a cavidade articular.

Nesse contexto, a fracdo proteica do latex de P. rubra (PrLP) foi avaliada na
hipernocicepcao induzida pela injecdo intra-articular de Zy, e observou-se reducao
significativa da nocicepcao, efeito esse que foi estatisticamente semelhante a
dexametasona (droga padrao utilizada). Com o objetivo de elucidar o mecanismo
de acdo antinociceptivo de PrLP, foram utilizadas modula¢des farmacolégicas com
naloxona e L-arginina para verificar se essa acdo se da via liberacdo de opioides
enddgenos e/ou envolvimento de NOSI. Essas substancias, quando dadas meia
hora antes de PrLP reverteram o efeito antinociceptivo apresentado, sugerindo que a
acao dessa fracao proteica também envolve essas duas vias.

Um trabalho desenvolvido por Rocha e colaboradores (2003) demonstrou que
a inibicdo da enzima NO sintase por L-NAME reduz a hiperalgesia inflamatéria e o
influxo celular na artrite induzida por zymosan em ratos quando dados de forma
profilatica. Essa acdo parece ser decorrente de um efeito anti-inflamatério geral e
nao por causa de efeito antinociceptivo préprio da inibicdo da NOS. A administracao
de um doador de NO, por outro lado, parece ter um efeito antinociceptivo direto na
dor inflamatéria articular, efeito esse, que precisa ser melhor esclarecido. Nesse
mesmo estudo a naloxona quando administrada antes do L-NAME reverteu o efeito
antinociceptivo deste sugerindo que ha interacdo entre a liberacdo de NO e a
ativacao de receptores opioides por liberacdo endégena dessas substancias.

Nesse contexto, outro estudo mostrou que a administracdo de inibidores da
NOS na artrite por zymosan resulta em um efeito anti-inflamatério, com preservagéao
do metabolismo da cartilagem (BEZERRA et al., 2004).

Ainda ha controvérsias com relacdo ao papel do NO em fendmenos dolorosos
e inflamatorios, como a artrite, uma vez que a injecao local de NO em humanos
produz dor, possivelmente via estimulacdo local de nociceptores (HOLTHUSEN et
al., 1994).
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Esse resultado na hipernocicepg¢ao por Zy sugere que a fracdo proteica tem
acao antinociceptiva na qual parece ter forte correlagdo com a atividade anti-
inflamatoria ja demonstrada nesse trabalho. Pode-se sugerir que o efeito de PrLP
sobre a migracédo celular resulta na diminuicdo das concentracdes de mediadores
nociceptivos que reduzem, portanto, a nocicep¢do. Adicionalmente, PrLP pode
apresentar efeito antinociceptivo devido a ativacdo de receptores opidides via
liberacdo de opioides endogenos e inibicdo da NOSi com reducdo de NO. Esse
altimo resultado corrobora com os resultados vistos anteriormente que PrLP reduz a
concentragdo de nitrito/nitrato no lavado articular e reduz a marcagao de NOSi no
tecido articular de animais com artrite por Zy.

Assim como PrLP, outras fracdes proteicas obtidas a partir de latex de
espécies vegetais tém potencial efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo em modelos
animais de artrite. Uma subfracdo proteica de alto peso molecular do latex de
Calotropis procera (LP p|) apresentou esses efeitos na artrite induzida pelo adjuvante
completo de Freund em ratos. LPp, reduziu o influxo de neutréfilos, edema articular e
hiperalgesia nos animais, assim como melhorou significativamente a mobilidade e
normalizou os marcadores de stress oxidativo como GSH e TBARS (CHAUDHARY
et al., 2015).

Carmo (2015) também demonstrou o efeito de proteinas laticiferas na
hipernocicepcado articular induzida por zymosan. Esse trabalho mostrou que uma
fracdo proteica obtida a partir do latex de Himantanthus drasticus (HdLP) apresenta
efeito antinociceptivo que parece ser explicado pela sua acdo anti-inflamatéria com
reducdo da migracao leucocitaria e dos niveis mediadores inflamatérios (NO, IL-1B e
IL-6).

A exemplo de PrLP, pode-se inferir que drogas que bloqueiam a migracéo de
neutréfilos para o foco inflamatério possivelmente sdo uma alternativa para o
controle da dor, ja que essas ceélulas, também, sdo potencialmente capazes de
modificar o processo fundamental de certas doencas inflamatorias induzindo a leséo
dos tecidos (FERREIRA et al., 2009).

No sentido de melhor avaliar o mecanismo de acdo de PrLP na
hipernocicepcéo, utilizou-se o modelo de hipernocicep¢do plantar induzido por

carragenina e PGE,.
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Estimulos inflamatérios como a carragenina (Cg) induzem a hipernocicepc¢éao
de forma indireta através da liberacdo de uma cascata de citocinas pré-inflamatorias
e posterior aumento da migracdo de neutrofilos que promovem, apos diapedese, a
liberacdo de outros mediadores hiperalgésicos amplificando ainda mais o processo
doloroso (LEVINE et al., 1994).

A administragdo intraplantar de Cg estimula duas importantes vias da
hipernocicepcao inflamatéria. A primeira inicia-se com a producdo de bradicinina,
que estimula a producédo de TNF-a. Essa citocina, por sua vez, induz a liberacao de
IL-18 e IL-6 e que ativam a COX-2 resultando na producdo de eicosanoides,
principalmente a PGE,. Na segunda via o TNF-a induz a liberagdo de quimiocinas,
gue estimulam a liberacao/producédo de aminas simpaticas (FERREIRA, et al., 1988;
CUNHA, et al., 1991; 1992; FERREIRA et al., 1993a; 1993b; LORENZETTI et al.,
2002).

As prostaglandinas sdo consideradas mediadores finais da dor inflamatoria,
visto que ativam diretamente 0s nociceptores, ou seja, independem da liberacédo de
outros mediadores (FERREIRA et al., 2009). De uma forma geral, a PGE; aumenta a
permeabilidade vascular, promove vasodilatagcdo além de diminuir o limiar de
disparos de potenciais de acgdo, facilitando a excitacdo neuronal, levando a
hiperalgesia (CALDER, 2009; FERREIRA et al., 2009).

As proteinas laticiferas de Plumeria rubra (PrLP) foram eficientes em reduzir a
hipernocicepcdo plantar induzida por carragenina (Cg) demonstrando efeito
antinociceptivo. Como ja discutido anteriormente, a Cg induz a hipernocicep¢éo
através de uma cascata de mediadores que culminam com a sensibilizacdo do
nociceptor (CUNHA et al., 2005). Desse modo, drogas que inibem producdo de
mediadores inflamatérios sdo agentes antinociceptivo, como por exemplo o0s
corticosteroides e a talidomida (MOREIRA et al., 1993; RIBEIRO et al., 2000). Os
dados apresentados reforcam a hipdtese de que PrLP age reduzindo a nocicepcéo
em decorréncia da modulacéo da inflamag&o com reducéo da migracdo celular e de
mediadores inflamatorios.

Adicionalmente, PrLP também apresentou efeito antinociceptivo frente a
PGE,, como esse mediador atua diretamente sobre 0s receptores presentes nas

membranas dos nociceptores, provocando sua sensibilizagdo (CUNHA et al., 1992),
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podemos sugerir também que a fracdo proteica pode reduzir de forma direta a
sensibilizacdo do nociceptor. Vale ressaltar que o efeito de PrLP foi semelhante
estatisticamente ao apresentado pela indometacina, um anti-inflamatério néo
esteroidal amplamente utilizado na pratica clinica, o que reforca os achados do
presente estudo.

Trabalhos com proteinas laticiferas na hipernocicepcdo corroboram com o0s
achados nos ensaios com PrLP. Um estudo desenvolvido por Luz (2012) demonstrou
o efeito antinociceptivo de proteinas laticiferas de Calotropis procera frente a varios
estimulos inflamatérios tais como Cg e PGE,. Esse efeito parece estar relacionado
com a prevencado da sensibilizacdo dos nociceptores pela inibicdo de mediador
hiperalgésico final (PGE,) e pela reducéo a liberacdo de citocinas (TNF-a, IL-18 e
KC) com provavel envolvimento de neutrofilos. Além disso, LP possivelmente
bloqueia diretamente a sensibilizacdo do nociceptor, ao inibir a hipernocicepgao
induzida por PGE; e epinefrina, com envolvimento da via L-arginina/NO/K ™ atp,

Proteinas isoladas do latex de Plumeria pudica exibem efeito antinociceptivo
e anti-inflamatorio por inibicdo de diferentes mediadores inflamatorios, do influxo de
neutréfilos e da liberagdo de citocinas pro-inflamatorias. Esses dados séo
semelhantes aos encontrados nesse trabalho e reforcam a hipétese de que PrLP
apresenta efeito anti-inflamatério e antinociceptivo na artrite pela reducdo da
migracdo leucocitaria que inibe secrecdo de mediadores que vao modular o
processo inflamatorio e reduzir a dor.

A fracdo proteica de P. rubra pode ainda atuar na via analgésica periférica L-
arginina/NO/GMPc/Karp, uma vez que ja foi demonstrado que PrLP reduz os niveis
de NO no lavado articular com reducéo da imunoexpressdo de NOSi e sabe-se que
PrLP tém acdo gastroprotetora com envolvimento de NO e canais de potassio ATP
dependente (ALENCAR et al., 2015).

Ja foi discutido que a dor € um dos principais sintomas da artrite e € 0
primeiro sinal que leva o doente a buscar o tratamento, pois leva a incapacidade de
realizar atividades diarias comprometendo a qualidade de vida (PINTO, 2010). A
terapéutica convencional de primeira escolha s&do os anti-inflamatérios nao
esteroidais, drogas modificadoras da doenca e glicocorticoides. Porém o uso a longo

prazo resulta em desordens hepaticas e gastrintestinais somadas aos custos
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elevados (OLIVEIRA, 2013). PrLP poderia ser uma alternativa a esses
medicamentos, uma vez que apresenta efeitos benéficos com redugcdo da
inflamacéo e dor na artrite e também exibe efeito gastroprotetor (ALENCAR et al.,
2015) que seria muito interessante, pois geralmente esses pacientes Ssao
polimedicados e acabam por causar desordens gastricas. Somado a isso, PrLP néo
parece apresentar sinais de toxicidade aguda (PINHEIRO, 2012) sugerindo uma
seguranca na utilizacdo do mesmo.

Adicionalmente, o desenvolvimento de drogas que reduzam a inflamacédo e
dor na artrite torna-se mais relevante quando se leva em consideragdo a atual
epidemia de Febre Chigungunya uma doenca que tem como principal manifestacao
clinica fortes dores nas articulagdes, que muitas vezes podem estar acompanhadas
de edema que podem persistir por mais de trés meses apos a infeccao
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Assim, os resultados do presente trabalho somado aos demais estudos com
PrLP abrem novas oportunidades para seu uso clinico, no entanto devem ser

realizados mais estudos para confirmar as hipoteses aqui levantadas.
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7. CONCLUSAO

Pode-se concluir que a fragdo proteica de Plumeria rubra (PrLP) apresenta
efeito anti-inflamatoério e antinociceptivo em modelo de artrite induzida por zymosan
devido a reducdo da migracdo celular que leva a diminuicdo do edema, da
concentracdo de mediadores inflamatorios, do estresse oxidativo e
consequentemente da nocicepc¢édo. O efeito antinociceptivo de PrLP também parece
envolver liberacdo de opioides enddgenos, reducao da producdo de NO e inibicdo

direta dos nociceptores.
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