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RESUMO

O presente estudo examinou a influéncia da doenca inflamatéria crbnica na
reproducdo, empregando a artrite induzida por adjuvante como modelo animal que
simula a artrite reumatdide humana. A artrite foi induzida pela injecdo subplantar de
Adjuvante Completo de Freund (ACF) na pata traseira direita de ratas Wistar. O curso
temporal da reagdo inflamatdria foi avaliado pela medida pletismogréfica do volume da
pata contralateral (reacdo secundaria), alteracbes de peso corporal, parédmetros
hematoldgicos e bioquimicos, niveis séricos de citocinas IL-Ip e TNFcc e andlise
histopatolégica da articulacdo tibio-tarsica, do ovério e do d(tero. Além disso,
verificamos as possiveis diferencas existentes entre ratas normais ou com artrite no
padrdo do ciclo estral, fecundacdo e gravidez. Foi avaliado também o efeito do
tratamento com inibidores mais seletivos para ciclooxigenase |1 (COX-1), indometacina
(INDO 2 mg/kg, v.0), e ciclooxigenase 2 (COX-2), nabumetona (NAB 20 mg/kg, v.0.)
respectivamente, ou pentoxifilina (PTF 20 mg/kg, v.0.), um composto capaz de inibir a
sintese de TNFa, na inflamagdo da articulacdo e nos niveis séricos de IL-1(3 e TNFa.
No intuito de avaliar se a gravidez exerce alguma influéncia no desenvolvimento da
artrite, ratas com artrite foram acasaladas com machos férteis entre o 10- e o 15fi dias
apo6s a inducdo da doenca, sendo confirmada a presenca de gravidez pelo exame do
esfregaco vaginal. Foi testada também a possivel eficacia anti-artritica de um extrato de
placenta humana padronizado, administrado do 10- ao 20- dia apds a injecdo de ACF.
Nas ratas com artrite, 0s niveis séricos de IL-10 e TNFa elevaram-se no 1- dia ap0s a
injecdo de ACF e, a seguir, a IL-Ip diminuiu progressivamente, enquanto o TNFa
manteve-se elevado até o 30fi dia apds o ACF. A reacgdo artritica secundéria comegou a
se desenvolver no 14- dia, atingindo o pico no 21- ap6s a inoculagdo de ACF. A lesao
no pico da reacdo secundéria foi significativamente menor nos animais tratados com os
inibidores de ciclooxigenase e de TNFa. As ratas que receberam PTF (20 mg/kg, v.0.)
ou sua associagdo com NAB (20 mg/kg, v.0), mas ndo a NAB isoladamente,
apresentaram significativa reducdo dos niveis séricos de TNFa no 20- dia apés ACF.
Ao contrdrio do TNFa, IL-ip sérica ndo variou significativamente. Embora tendo
promovido efeitos diferentes nos niveis séricos de citocinas, a PTF e NAB foram
igualmente eficazes na diminuicdo da progressdo da artrite por ACF, indicando que 0s
niveis séricos de IL-ip e TNFa ndo refletem acuradamente a eficacia do tratamento. As
ratas com artrite, além de apresentarem evidéncias histologicas de inflamacdo nas
articulacdes, demonstraram reducdo do namero de foliculos em crescimento no ovario e
infiltracdo de células inflamatdrias, predominantemente eosindfilos e plasmdcitos, no
Gtero. Além disso, as ratas com artrite apresentaram diminui¢cdo do ganho de peso
corporal, aumento da duracdo do ciclo estral, reducdo das ovoimplantagfes uterinas e
baixa fertilidade. O tratamento com INDO (2 mg/kg,v.0.), NAB (20 mg/kg,v.0.) ou PTF
(20 mg/kg,v.0.) ndo reverteu a baixa fertilidade das ratas com artrite. As fémeas
gravidas ou tratadas com o extrato de placenta (400 mg/kg., i.p.) entre 0 10- e 20- dia
ap6s ACF apresentaram significativa inibicdo da lesdo no pico da reacdo artritica
secundaria. Além disso, o extrato de placenta foi o Gnico tratamento a reverter o baixo
ganho de peso corporal das fémeas com artrite. Em concluséo, este estudo demonstra
que a artrite por adjuvante afeta negativamente a reproducdo na rata e sugere que a
gravidez tem uma influéncia modulatéria na artrite, envolvendo provavelmente fatores
de origem placentaria, cuja identidade permanece a ser elucidada. O uso potencial de
inibidores da COX e antagonistas do TNF, embora seja promissor para tratar a artrite,
ndo parece melhorar a baixa fertilidade associada a doenca.



ABSTRACT

This study examined the role of chronic inflammatory disease in reproduction
using adjuvant-induced arthritis in rat as an animal model that simulates human
rheumatoid arthritis. Arthritis was induced by subplantar injection of Freund’s
Complete Adjuvant (FCA) into the right hind paw of Wistar female rats. The time-
course of inflammatory reaction as measured by plethysmography of the incremenr in
contralateral paw volume (secondary reaction), body weight changes, haematological
and biochemical alterations, leveis of serum cytokines EL-13 and TNFa and the
histopatological changes in tibio-tarsal joint, ovary and uterus were documented.
Besides, we verified the differences, if any, between the arthritic and non-arthritic rats
on the pattem of oestrus cycle, fecundation and pregnancy outcome. Furthermore, the
treatment effects of more selective ciclooxygenase 1 (COX-1) and ciclooxygenase 2
(COX-2) inhibitors, indomethacin and nabumetone, respectively, and pentoxifylline, a
compound that inhibits TNFa production, were analysed on joint inflammation and
serum cytokines IL-ip and TNFa leveis. In order to know whether pregnancy has some
influence on the development of arthritis, adjuvant arthritic female rats were mated with
proven fertile males between day 10 and 15 post-FCA injection and the pregnancy was
confirmed by examination of vaginal smears. It was also investigated the possible anti-
arthritic efficacy of a standardized human placental extract administrated between day
10 and 20 after FCA. In arthritic rats, the serum IL-ip and TNFa leveis were greatly
elevated on the very first day i.e. 5 h after FCA, and thereupon a progressive decrease in
IL-ip but not TNFa was observed until day 30. The secondary arthritic reaction began
to increase on day 14 and attained its peak on day 21 post-adjuvant injection. The peak
arthritic lesion was significantly less in rats that received cyclooxygenase and TNFa
inhibitors. When serum cytokine leveis were analysed on day 20 post-adjuvant
injection, rats treated with pentoxifylline or its association with nabumetone but not
nabumetone alone showed significantly lowered leveis of serum TNFa. Unlike TNFa,
serum EL-1(3 did not vary significantly. The drugs nabumetone and pentoxifylline
although produced differential effects on serum cytokine leveis, they showed equal
efficacy in atenuating the progression of FCA-induced arthritis. It implies that serum
cytokine leveis do not accurately reflect the treatment efficacy. The arthritic rats besides
showing histologic evidences of joint inflammation, presented reduced number of
growing follicles in ovary and infiltration of inflammatory cells predominantly
eosinophils and plasma cells in uterus. Besides, arthritic rats showed body weight loss,
prolongation of oestrus cycle, decreased number of uterine ovoimplantations and low
fertility. Indomethacin (2 mg/kg,p.0.), nabumetone (20 mg/kg,p.0.) or pentoxifylline (20
mg/kg,p.0.) treatments, however, failed to reverse the reduced fertility seen in arthritic
rats. The peak paw inflammatory response was significantly less in the rats on
pregnancy and in those that received placental extract (400 mg/kg, i.p.) between days 10
to 20 of adjuvant arthritis. Furthermore, the placental extract was the only treatment that
reversed the low body weight gain seen in arthritic rats. In conclusion, this study shows
that adjuvant arthritis affects negatively the reproduction in the rat and suggests that
pregnancy has a modulatory influence on arthritis probably involving placental-related
factors, whose identity remains to be studied. The potential use of COX inhibitors and
INF antagonists to suppress arthritis although appear rewarding, do not seem to
alleviate the arthritis associated low fertility.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Generalidades

Até a metade do seculo XX havia a concepc¢do errénea de que o feto
humano estaria completamente livre de quaisquer ameacas enquanto no ambiente
uterino, gracas a eficacia da protecdo das barreiras placentaria e uterina. Segundo
esta visdo, o0s problemas fetais seriam unicamente de natureza genetica.
Entretanto, havia relatos demonstrando o contrario, como o de GREGG, em
1941, onde mostrava que a ocorréncia de sarampo em mulheres, nos estagios
iniciais da gestacdo, poderia causar malformacdes congénitas, um fato
atualmente bem estabelecido. Estas opinides eram resquicios de conceitos sem
qualquer fundamentacdo cientifica, oriundos dos antigos gregos e romanos, e
assimilados pelos europeus do século XV e XVII, em que se relacionava, por
exemplo, os fetos defeituosos a seres divinos, em algumas civilizagdes, ou
demoniacos, em outras, mas ndo a presenca de doencas ou anormalidades
maternas (LEVI, 1997).

Tais idéias modificaram-se dramaticamente a partir da observacdo de
LENZ, na Alemanha, e MCcBRIDE, na Australia, ambos em 1961, que
associaram o grande aumento da freqiiéncia de amelia e meromelia nos filhos das
mulheres tratadas durante a gravidez com talidomida, uma droga hipnosedativa
aparentemente sem efeitos colaterais graves (LENZ, 1961; LENZ, 1962; LENZ,

1988). De fato, a talidomida é bastante espécie especifica: os humanos, por



exemplo, apresentam efeitos teratogénicos com doses baixas de 0,5 a 1,0 mg/kg,
enquanto que ndo ha efeitos semelhantes nas linhagens de ratos ou camundongos
com doses tdo altas quanto 4000 mg/kg. Os Unicos animais que demonstram
respostas similares aos humanos sdo certas linhagens de coelhos e de macacos
(LEVI, 1997). Sabe-se, atualmente, que a placenta é um érgdo de origem
embrionaria essencial a vida do feto por facilitar as transferéncias de moléculas
matemo-fetais e que mesmo células de origem materna tais como eritrocitos,
plaguetas, granuldcitos e linfocitos passam em pequenas quantidades para a
circulagéo fetal, principalmente nas placentas hemocoriais (DESAY e CREGER,
1963; OBER, 1998). Estd claro, atualmente, a existéncia de uma passagem
bidirecional de células e moléculas na interface matemo-fetal mas, nos tecidos
fetais, grande parte destas células sdo destruidas por apoptose (HUNT et al.,
1997).

O objetivo fmal do processo de gestagdo é permitir o desenvolvimento do
concepto até um ponto em que possa sobreviver no embiente extra-uterino.
Assim sendo, os mecanismos fisioldgicos que permitem o desenvolvimento fetal
ndo devem comprometer as defesas maternas e, portanto, sdo em grande parte
mediados localmente, possivelmente através de citocinas, eicosanoides e
esterdides reprodutivos (ROBERTS et al., 1996), produzidos por células
hematopoiéticas ou por outras fontes como o células uterinas e ovarianas
(HUNT, 1994). E razoavel se cogitar que distirbios possam surgir por falha na
expressdo ou fungdo destas moléculas. As fungdes especificas destas moleculas

no sistema reprodutor em condicdes de salde e doenca, bem como a



possibilidade de sua manipulacdo farmacologica ou geneética, sdo atualmente

objeto de amplo estudo.

1.2. Mediadores da ovulacéo, nidacdo e gravidez: papel das prostaglandinas

e citocinas

A maioria das moléculas mediadores dos processos reprodutivos
participam das reacBes inflamatorias, incluindo-se as prostaglandinas,
leucotrienos, fator de ativacdo plaquetaria (PAF), histamina, bradicinina, 0xido
nitrico, citocinas entre outros (TAWFIK et al., 1987, AHMED e SMITH, 1992;
TERRANOVA et al., 1995), sendo produzidas por inimeras células, dentre as
quais incluem-se leucécitos polimorfonucleares, mastdcitos, macréfagos, células
deciduais etc. Coletivamente, 0s eventos bioguimicos resultantes da acdo destes
mediadores no sistema reprodutor promovem vasodilatagdo, hiperemia,
exudacdo, edema, colagendlise, proliferacdo celular, remodelacdo tecidual e
outras alterac@es tipicas dos tecidos inflamados. E interessante salientar também
que, como regra geral, os fendbmenos reprodutivos normais parecem requerer pelo
menos algum grau de lesdo tecidual, como ocorre por exemplo durante a

ovulagdo, menstruagdo, ovoimplantacdo uterina e parto.

1.2.1. Periodo pré-implantacao
As prostaglandinas sdo reconhecidas h& bastante tempo como

importantes reguladoras dos processos reprodutivos (LAU et al., 1973) e nos



anos recentes tém recebido considerdvel atencdo como mediadoras da funcgéo
ovariana. Foi descrito que a concentracdo das prostaglandinas da série E e F
aumenta nos foliculos ovarianos durante as primeiras horas do processo
ovulatério, atingindo o pico no periodo de ruptura folicular e, logo apds,
declinam aos valores pré-ovulatérios (ESPEY, 1994). Esta também estabelecido
que estas moléculas podem agir como pré- ou antiinflamatérias nos tecidos
ovarianos, onde sua producdo é estimulada pelas gonadotropinas, mas nao
parecem regular o aumento da sintese de progesterona durante a ovulacdo, tendo
em vista que a luteinizacdo progride nos animais tratados com indometacina
(ESPEY, 1994). Todavia, na rata e em vdrias especies domeésticas, as
prostaglandinas estdo claramente envolvidas na regressdo do corpo lateo, um
fendmeno intensamente mediado pela prostaglandina F2cc (MOTA et al., 1999).
Durante o processo ovulatério, as prostaglandinas participam presumivelmente
da degradacéo proteolitica do tecido conjuntivo da teca na parede folicular, mas a
natureza desta mediacdo ainda néo foi esclarecida. ESPEY (1994) sugere que as
DAINES sejam capazes de inibir a ovulacdo por impedir a motilidade dos
fibroblastos e, assim, reduzir a dissociacdo celular da tanica albuginea e da teca
externa no apice folicular ou, altemativamente, possam alterar a vasculatura
ovariana de modo a diminuir a pressdo sangliinea e atenuar a pressdo hidrostatica
dentro do foliculo, que é essencial a sua ruptura. Deve ser levado em conta,
entretanto, que varias outras moléculas associadas a cascata inflamatdria tém sido
estudadas e parecem também ter papel no desenvolvimento folicular, ovulacéo e

controle da funcdo do corpo luteo, incluindo-se o fator de ativacdo plaquetaria,



histamina, bradicinina e outras cininas, leucotrienos, éxido nitrico, citocinas etc
(ESPEY, 1992). Informagdes recentes sugerem que IL-ip e TNFa estdo
implicados como mediadores da ovulagdo, por promover desenvolvimento e
maturacdo folicular e lutedlise, podendo ser produzidos pelos odcitos, células da
granulosa, células luteas e endoteliais e pelos macrofagos no ovario (RUTANEN,
1993). Em condi¢Bes normais, a concentracdo plasmatica de IL-ip na mulher
encontra-se abaixo do nivel de deteccdo, exceto apds a ovulagdo (CANNON e
DINARELLO, 1985). Além disso, estudos com varias espécies de animais
mostram que 0s ovarios sio sitios de acdo de IL-1 (SIMON e POLAN, 1994) e
nos modelos animais a IL-1 demonstra efeito antigonadotropico (FUKUOKA et
al., 1988; GOTTSCHALL, 1987) e esteroidogénico (NAKAMLIRA et al., 1990).
Mais recentemente, BILI et al. (1998) evidenciaram que IL-1J3 e TNFa podem
participar do processo de degradacdo da parede dos foliculos normais, tendo
sugerido que a concentracdo desta citocinas no liquido folicular se correlaciona
positivamente com a fertilizacdo dos odcitos. De fato, durante a embriogénese, as
células germinativas primordiais, ja visiveis no saco vitelinico na quarta semana
de gestacdo, sdo mantidas inicialmente por citocinas através de mecanismos
autocrinos e paracrinos, e ndo por gonadotrofmas ou esterdides sexuais de
origem hipotalamo-hipofisaria. Portanto, as citocinas estdo entre 0s primeiros
fatores reguladores do desenvolvimento gonadal (GOSDEN e SPEARS, 1997) e,
assim sendo, ndo é surpreendente que continuem a participar do controle da
funcdo ovulatoria ap6s o nascimento. No animal animal adulto, contudo, esta

claro que as gonadotrofmas hipofisarias sdo necessarias para a maturacao



folicular, ovulacdo. producdo de esterdides e manutencdo do corpo luteo, mas
suas acOes, parecem ser mediadas por moléculas intraovarianas (HUNT, 1993;
SIMON e POLAN, 1994: NIE et al., 1997). As citocinas podem também agir de
forma autdcrina, pardcrina ou endodcrina e atuar em diversos niveis do eixo
hipotalamo-hipdéfisario-gonadal, por mecanismos diretos e indiretos (RIVIER e
VALE, 1989; SIMON e POLAN, 1994).

Ao final do ciclo reprodutivo normal da mulher, em virtude da queda dos
niveis de progesterona resultante da destruicdo do corpo lateo, ocorre a
menstruacdo, que também tem sido comparada a uma reacdo inflamatdria onde
participam mastécitos, eosinofilos, neutréfilos e macrofagos, interagindo com as
celulas do estroma e epitélio endometrial, levando a uma producdo abundante de
citocinas, prostaglandinas e metaloproteinases, as quais, por sua vez, conduzem a
degradacdo tissular (SALAMONSEN e WOOLEY, 1999). A progesterona
parece participar da regulacdo da expressdo dos mediadores inflamatérios como
IL-8 e proteina quimioatrativa tipo ! derivada de mondcitos e da expressao de
COX-2, além do recrutamento das subpopulacdes de leucécitos para o
endométrio, principalmente os linfocitos granulares grandes CD56+ e
macrofagos, durante o ciclo menstruai e inicio da gravidez (CRITCHEY et al.,
1999). HUNT, em 1993, propds um modelo basico de regulacdo do ciclo
menstruai em que 0 TNFa em baixas concentracdes, sob estimulo dos estrogenos
durante a fase inicial do ciclo, promoveria a sintese de DNA nas células do
epitélio e do estroma uterino agindo em receptores para TNFa tipo Il, em

seguida, altos niveis de TNFa produzidos pelas células endometriais pela acdo



combinada de estrogeno mais progesterona, culminaria com citdlise e
menstruacdo atuando em receptores de TNFa tipo I. Ha também estudos

demonstrado que o TNFcc pode influenciar a migragdo de leucécitos para o
endométno e apoptose das células endometriais (TERRANOVA et al., 1995).

Se houver fertilizacdo do odcito apo6s a ovulacdo, contudo, a preparagédo
uterina que se segue a ovulagdo deve estar temporariamente em fase com o
desenvolvimento do blastocisto para o sucesso da gravidez, principalmente nos
animais nos quais a ovulacdo € induzida pelo coito (NIE et al., 1997). Assim
sendo, o sucesso da gravidez depende também do transporte dos zigotos atraves
do oviduto num ritmo apropriado, de tal modo que cheguem ao Utero no estagio
de blastocisto. A passagem dos zigotos nos roedores é influenciada pelos
esterdides ovarianos: 0s estrégenos facilitam a motilidade do oviduto, enquanto a
progesterona, em menor grau, retarda a contratilidade do o6rgdo (KAPLAN-
KRAICER et al., 1996). Durante o ciclo estral da rata, os odcitos ficam retidos
no oviduto quando a concentracdo de estradiol na veia uterina diminue, em
virtude da menor taxa de sintese deste hormoénio (FORCELLEDO e
CROXATTO, 1986). Na rata gravida, em funcdo do alto nivel circulante de
estradiol, ocorre um transporte mais acelerado do zigoto através do trato gemtal
(FORCELLEDO et al., 1986). Além disso, a taxa de crescimento dos embrides
no oviduto também ¢é influenciada pelo ambiente hormonal (KAPLAN-
KRAICER et al., 1996). Em que pese ndo haver ainda trabalhos com
experimentos sistematicos estabelecendo 0s mecanismos regulatorios para a

expressdo de citocinas nos varios tipos de ceélulas do oviduto, observaches



preliminares sugerem que a progesterona pode promover a expressdo de TNFa
no oviduto de roedores (TERRANOVA et al., 1995). Consistente com a fungéo
do TNFa na inflamacdo, a indugdo de infeccdo (Chlamydia trachomatis) no
oviduto do camundongo resulta em elevacdo nos niveis de RNAm para o TNFa
nas células semelhantes a macrdéfagos residentes no estroma do oviduto, bem
como no tecido conjuntivo adjacente as camadas de musculo liso do 6rgédo
(TERRANOVA et al., 1995), sugerindo que as citocinas possam interferir na
motilidade do oviduto e no transporte do ovo fertilizado para o (Gtero. E
interessante salientar que o acasalamento em roedores desencadeia uma reagao
semelhante a inflamagdo no endométrio, mas ndo no oviduto, com liberagdo de
GM-CSF pelas células endometriais, que é mediada por fatores derivados das
glandulas vesiculares presentes no ejaculado, tais como o fator de crescimento
transformador beta ! (TGFpi), e caracterizada por extensa infiltragdo e ativacédo
de macréfagos, células dendriticas e granulocitos (TREMELLEN et al., 1998).
Portanto, as citocinas parecem ser fatores importantes para modular de forma
especifica a dinamica celular do oviduto e do Gtero em resposta aos horménios
sexuais durante o ciclo reprodutivo, bem como em resposta ao acasalamento no
periodo antecede a implantacdo do blastocisto. O desenvolvimento pré-
implantacdo do embrido até a formacdo do blastocisto parece ocorrer, contudo,
independente de fatores de crescimento exdgenos (STEWART e CULLINAN,
1997). De fato, na maioria dos casos, sdo os sinais do blastocisto, particularmente
do trofoectoderma, em conjungdo com horménios da hipofise, como a prolactina,

que mantém o corpo lateo da gravidez na rata, garantindo a producdo de



progesterona, um hormoénio essencial tanto para a implantagdo do blastocisto,

quanto para a manutencdo da gravidez apds a implantacéo.

1.2.2. Periodo de implantacéo

Estima-se que mais de 30% das perdas fetais em mulheres seja causada
por inibicdo da implantagdo do blastocisto (TODER et al., 1991; SAVION et al.,
1996), mas as razBes para isso sdo geralmente desconhecidas. Esta claro que o
desenvolvimento normal da gravidez implica num delicado processo de
comunicagdo celular entre o endométrio, o estroma uterino e 0 miométrio e que
dentre as moléculas mediadores envolvidas neste processo os prostanoides e as
citocinas demonstram ter papel fundamental (GRAVANIS et al., 1999).
Reconhece-se também que o0 processo de preparacdo uterina, que antecede a
ovoimplantacdo, ocorre sob a influéncia dos esterdides sexuais, estrogeno e
progesterona. Surgiram, entretanto, evidéncias de que os efeitos destes
hormdnios na proliferacdo e diferenciacdo das células uterinas sejam mediados
pela producdo local de fatores de crescimento, citocinas e eicosanoides
(LOPATA, 1996). Os alvos primarios dos esterdides ovarianos sdo as células
epiteliais e do estroma uterino no endométrio. O estroma endometrial, além das
celulas semelhantes a fibroblastos, consiste de endotélio vascular e de uma
grande populacdo de células linféides residentes (TABIBZADEH, 1991), que
participam dos mecanismos de reconhecimento embrionario e defesa uterina
contra tumores. Portanto, durante a implantacdo do blastocisto, os tecidos fetais e

o trofoblasto podem ser alvos para as células de defesa residentes no Utero, como
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0s macrofagos, por exemplo, e mesmo células migrantes, como o0s leucocitos
polimorfonucleares, que podem agir de forma direta ou indireta modulando a
producdo de mediadores locais. Isto sugere que, para a gravidez prosseguir com
sucesso tanto o sistema antigeno-especifico quanto a imunidade inespecifica
devem ser inibidos, principalmente durante o inicio do processo de implantag&o.
A implantacdo do blastocisto & um processo complexo no qual ocorre a
aposicdo, aderéncia e invasdo do endometrio pelo trofoblasto, uma camada
celular que envolve os tecidos do embrido. Em resposta a esta interacdo
desencadeia-se uma reacdo celular no endométrio que se assemelha a invasdo
tumoral e tem também caracteristicas semelhantes a uma reagdo inflamatoria.
Comumente, como ocorre com os tumores e a inflamacéo, hé sintese e liberacédo
de moléculas biologicamente ativas, incluindo as PAF, déxido nitrico, citocinas,
prostaglandinas etc, no sitio de implantagdo e ao seu redor (GAGIOTE et al.,
2000; RICE e CHARD, 1998). De uma maneira geral, na medida em que existe
uma maior invasdo endometrial pelo embrido, como nos roedores e humanos, 0
utero responde com um mais mtenso crescimento e diferenciacdo das celulas do
estroma e dos vasos sanguineos. Nesse contexto, a progesterona, além de
participar da preparacdo uterina para nidacdo, é capaz de suprimir e controlar a
reacdo inflamatoria decidual, que se fora exarcerbada poderia ocasionar inclusive
impedimento da implantacdo (FINN, 1998). InGmeras citocinas tém sido
implicadas na ovoimplantagdo, todavia, algumas parecem ser essenciais
incluindo-se o fator inibidor da leucemia (LIF), CSF-1, IL-6 e IL-1 (NIE et al.,

1997). O envolvimento da IL-1 na funcdo endometrial e implantacdo tem sido
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amplamente estudado, mas o dado mais convincente de que esta citocina
participa do processo de implantacdo foi obtido pela inibicdo da ovoimplantacéo
uterina pelo bloqueio do receptor de IL-1 tipo | com IL-lra por SIMON et al. em
1994. Além disso, IL-1 € capaz de estimular a expressdo de IL-6 no epitélio
uterino (LIARD et al., 1994). SIMON et al. (1998) demonstraram que a IL-113
produzida pelo embrido pode contribuir para a ovoimplantacdo uterina pela
inducédo da expressdo de integrina beta 3, um marcador de receptividade uterina.
Ja foi demonstrado também que a IL-1J3, bem como o receptor de IL-1 tipo | e
IL-Ira sdo produzidos pelos embriGes humanos, mas ndo pelos espermatozoides
maduros (DE LOS SANTOS et al., 1998); o mesmo estudo sugere que a auséncia
do sistema da IL-1 nos od6citos ndo fertilizados indica que IL-1 de origem
materna ndo contribue para o desenvolvimento embrionario na fase de pré-
implantagdo. O CSF-1, por sua vez, aumenta de concentracdo em cerca de 1000
vezes durante o periodo de implantacdo no camundongo (BARTUCCI et al.,
1986; POLLARD et al., 1987). Evidéncia direta da participacdo do CSF-1 na
implantagédo foi obtida com o cruzamento de camundongos homozigotos com
auséncia total de CSF-1, que sdo inférteis (POLLARD et al., 1991). Um grande
numero de outras moléculas: proteases, fatores de crescimento e citocinas tém
sido também associadas a invasdo do blastocisto e implantacdo (NIE et al.,
1997). No que se refere ao TNFa, esta demonstrado que os odcitos de ratos e
camundongos expressam TNFa (CHEN et al., 1993; MARCINKIEWICZ et al.,
1994), mas esta citocina ndo € detectada nos estagios de duas e quatro células,

morula ou blastocisto (HUNT et al., 1993), sugerindo que o TNFa presente nos
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odcitos € de origem materna. YELAVARTHY et al. (1991) foram os primeiros a
demonstrar que células ndo-linféides sdo capazes de induzir a transcricdo e
translacdo do gene de TNFa no trato reprodutivo feminino (TERRANOVA et al.,
1995). Pouco tempo depois PAMPFER et al. (1993) demonstraram a existéncia
de receptores tipo | e Il para TNFa nos embrifes pré-implantagdo em
camundongos. Mais recentemente, TABIBZADEH (1998) prop0s que, dentre as
moléculas que tomam o endometrio receptivo encontram-se Varias citocinas,
integrinas, proteinas do choque térmico, tastina e trofonina, tendo sugerido
também que o TNFa pode estar associado ao fechamento da janela de
implantagdo, tomando o endométrio refiatdrio para a ovoimplantacdo e
preparando-o para a menstruacdo. Por outro lado, a demonstracdo da existéncia
de TNFa na decidua, sobrenadantes de decidua e placenta e fluido amniotico
(JAATTELA et al., 1988), bem como a identificacdo de receptores de TNF nas
células da placenta (EADES et al., 1988), e RNAm para TNFa em mulheres sem
qualquer sinal de infeccdo, sugere que esta citocina participa da funcéo
endometrial e na interacdo endométrio-trofoblasto (TABIBZADEH, 1991). Além
disso, ja foram detectados os dois tipos de receptores para TNFa no plasma e
urina matemos, urina fetal e liquido amnidtico durante a gravidez normal
(MAYMON et al., 1999). Certamente os esterdides sexuais sdo importantes para
a regulacdo dos niveis teciduais das citocinas nos orgdos reprodutivos, mas se
toma dificil testar esta hipotese porque a gravidez ndo se mantém em animais na
auséncia destes horménios; o0 mesmo ocorrendo em relacdo ao estudos com o

metabolismo do &cido araquidénico. Paralelamente, foi descrito que durante a
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maior parte da gravidez, 0 RNAm para o0 TNFa e a prépria proteina parecem ser
estocadas nos macrofagos e células assassinas naturais (Natural Killer cells)
uterinos e, além disso, como a IL-10 é a citocina mais abundante do Utero do
camundongo durante a gravidez, esta molécula tem sido apontada como sendo
capaz regular a sintese de TNFa no uUtero gravido por um mecanismo de
retroalimentacio negativa (TERRANOVA et al., 1995). E interessante salientar
que a gestacdo progride normalmente no camundongo transgénico deficiente do
receptor de TNFa tipo | (PFEFFER et al., 1993). Esta observagéo, aparentemente
contraditoria, sugere que fatores com atividades similares ao TNFa, tais como a
IL-1, podem compensar sua auséncia (TARTAKOVSKY e BEM-YEAR, 1991).
Ao se estudar a rede de citocinas verifica-se outras evidéncias de redundancia,
pois sabe-se que camundongos deficientes de genes expressos no Utero, placenta
e/ou embrido durante a gravidez reproduzem-se normalmente (SHULL et al.,
1992; DALTON et al., 1993; HUANG et al., 1993). O TNFa e a IL-1J3 também
tém sido implicados em certos canceres de epitélio ovariano (TERRANOVA et
al., 1995). Assim sendo, drogas que blogueiem a acdo das citocinas podem ser
Uteis como instrumentos para estudo da funcdo do sistema reprodutor ou na

terapéutica das doengas reprodutivas.

1.2.3. Periodo pos-implantagéo
Recentemente, as citocinas derivadas das células Th2 (IL-3, IL-4, IL-10
etc) foram apontadas como parte da barreira placentaria que contribue para o

sucesso da gravidez alogénica, sendo o trofoblasto sua fonte principal na
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interface matemo-fetal (CHAOUAT et al., 1999). Por outro lado, nas mulheres
com preeclampsia ocorre a diminui¢do do nivel de IL-10 no soro e no trofoblasto
viloso, com concomitante aumento do TNFa na placenta, o que tem sido
associado a uma elevada imunidade antifetal e inadequado desenvolvimento
placentario (HENNESSY et al., 1999). Sabe-se também que na gravidez ocorre
um estado de equilibrio imunolégico em que o sistema imunoldégico materno
deve ser tolerante aos antigenos do complexo de histocompatibilidade principal
paternos, mas manter-se competente para defender-se de microorganismos,
tumores etc. Nesse sentido, as células do trofoblasto ndo expressam moléculas do
complexo de histocompatibilidade das classes | ou Il e, além disso, o
citotrofoblasto extraviloso expressa um complexo de histocompatibilidade
denominado HLA-G, que é capaz de reduzir a atividade das células assassinas
naturais (Natural killer cells) e linfocitos T citotoxicos. Além disso, 0
trofoblasto expressa o ligante Fas: as células imunoldgicas maternas que
expressam receptor para o Fas na interface placenta/decidua entram em apoptose.
Num estudo bastante recente, PHILLIPS et al. (1999) descrevem que o
sinciciotrofoblasto, uma camada tecidual continuamente exposta ao sangue
materno, expressa 0 sistema TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing
ligand/Apo-2L) e seus receptores, que também participam da inducdo de
apoptose em macrofagos e linfocitos, contribuindo para a protecdo fetal. Um
terceiro mecanismo de protecdo usado pelo trofoblasto é a expressdo de proteinas
regulatorias do complemento CD46, CD55 e CD59. Acrescente-se a isso a agao

dos horménios da gravidez no timo e linfocitos B que tendem a contribuir para a
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imunossupressdo e alterar os niveis de células T locais e sistémicas
(WEETMAN, 1999). E importante destacar que, embora as citocinas derivadas
das células Thl (IL-2, IFNy) ndo sejam expressas pelos vilos coridnicos no inicio
da gravidez (provavelmente pela acéo inibitdria da IL-10), as citocinas derivadas
de macrofagos, TNFcc e IL-Ip, sdo expressas no corio e sua regulacdo parece ser
critica para a sobrevivéncia do feto.

Varias revisdes recentes documentam que IL-1[3 e TNFa sdo sintetizados
no trato reprodutivo feminino, na placenta e no embrido, tendo sido implicados
como mediadoras centrais no desenvolvimento de foliculos e gametas,
esteroidogénese, ciclicidade uterina, diferenciacdo placentéria, desenvolvimento
embrionario e parto (HUNT, 1993; RUTANEN, 1993; SIMON e POLAN, 1994
TERRANOVA et al.,, 1995). Os niveis de IL-1 e TNF nos tecidos reprodutivos,
por sua vez, parecem ser controlados de forma complexa pelos esterdides sexuais
femininos, estrogenos e progesterona durante a gestacdo (TABIBZADEH et al.,
1999). Recentemente, ROBY et al. (1999), contrariando o achado de PFEFFER
et al. (1993), demonstraram que camundongos deficientes do receptor de TNFa
tipo | apresentam baixa fertilidade e senescéncia reprodutiva precoce: aos 6
meses de vida somente 40% destes animais apresentam ciclos estrais. NAITO et
al. (1999), por sua vez, mostraram que camundongos deficientes de TRAF-6, um
membro da familia de fatores associados ao receptor de TNF, dentre outros
distarbios, apresentam falha na organogénese dos linfonodos. Além disso,
camundongos deficientes na enzima conversora de TNF apresentam alta

letalidade perinatal (KILLAR et al., 1999). Nesta mesma linha de raciocinio, LI
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et al. (1999) mostraram que camundongos com delecdo no locus IKKbeta
morrem na metade da gestacdo, por apoptose hepética descontrolada, de forma
semelhantes aos camundongos deficientes do NFkappaB (DOI et al., 1999).
IKKbeta é uma das trés subunidades componentes da IKKbeta quinase, sendo o
componente principal envolvido na inducdo desta enzima e na sinalizacdo através
de NF-kappaB, um mecanismo fundamental na agdo de citocinas. Assim sendo,
aléem da atuacdo direta das proprias citocinas, alguns elementos que participam
das vias de sinalizacdo celular desencadeadas por citocinas ou que participam de
sua producdo, também parecem ter importancia durante varias fases da gestacéo.
Estudos demonstram também que IL-Ip e TNFcc participam da regulacdo da
funcdo reprodutiva através de mecanismos indiretos mediados por
prostaglandinas (POLLARD et al., 1994; ARSLAN e ZINGG, 1996; POMINI et
al., 1999).

PSYCHOYOS (1966) foi um dos primeiros a reconhecer que uma reacgao
pro-inflamatdria, acompanhada por aumento de permeabilidade vascular, é
geralmente observada nos sitios de implantacdo uterina, tendo sido considerada
um pré-requisito para a ovoimplantacdo. Posteriormente, foi demonstrado que
esta reacdo é em grande parte mediada por prostaglandinas de origem materna e
embrio-fetal e pode ser inibida pelas DAINES (KENNEDY, 1980; HAMILTON
e KENNEDY, 1994; PAKRASI, 1997). De fato, atualmente estd muito bem
estabelecido que as prostaglandinas E, F e | participam na ovoimplantagéo e
decidualizacdo (NAVARO et al.,, 1996; KENNEDY et al.,, 1999; LIM et al.,

1999), gravidez e parto na rata (BRODT-EPPLEY e MYATT, 1998). Além
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disso, a deficiéncia ou producdo exagerada das prostaglandinas tem sido
associada a infertilidade (RAITER-TENENBAUM et al., 1998) e ao céancer de
mama (BADAWI e ARCHER 1998). Por outro lado, a inibicdo da biossintese de
prostaglandinas tem sido considerada a base para o uso das DAINES tradicionais
no tratamento de disordens menstruais, como a dismenorréia € a menorragia
(LINDNER et al., 1980), e também para explicar seus efeitos adversos
associados a reproducdo, tais como prolongamento da gestacdo e do parto na
mulher e a persisténcia do ductus arteriosus, disfuncdo renal e anormalidades
hemostaticas no feto e no neonato (OSTENSEN, 1998).

A biossintese de prostaglandinas a partir do &cido araquidénico é
dependente da expressdo da enzima prostaglandina H2 sintetase, também
denominada ciclooxigenase (COX), a partir da qual, recentemente, foram
identificadas, caracterizadas e clonadas duas isoformas, as quais se denominou
COX-1 e COX-2 (SMITH e DEWITT, 1996). Estudos demonstram que seu
padrdo de expressdao e regulacdo difere de acordo com a célula em que se
encontra (HERSCHMAN, 1994; WILLIAMS e DUBOIS, 1996), do mesmo
modo que sua sensibilidade as DAINES (BOERBOOM e SIROIS, 1998). A
isoforma COX-1 é amplamente distribuida no corpo e sua expressao constitutiva
e tida como necessaria as fungdes normais do organismo, tais como protecdo do
estbmago, homeostase vascular e funcdo renal, ao passo que a isoforma COX-2 é
altamente induzivel sob a influéncia de muitos fatores de crescimento e citocinas,
encontrando-se  expressa em elevados niveis nos sitios inflamatorios

(MITCHELL et al., 1993, VANE e BOTTING, 1998). Em face ao conhecimento
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atual, tem sido sugerido que os efeitos colaterais das DAINES, tais como a
ulceracdo gastrointestinal e a hemorragia, por exemplo, s&o uma consequiéncia
direta da inibicdo da COX-1 (SMITH, 1998), de modo que, 0S compostos mais
seletivos para a COX-2 podem ter maior eficacia e tolerabilidade (VANE, 1994;
WARNER et al., 1999). Além disso, foi recentemente descrito que 0 uso crénico
das DAINES esta associado a um retardo na progressao do cancer de colon e da
doenca de Alzheimer em seres humanos (VANE e BOTTING, 1998). Estes fatos
abriram a possibilidade para o desenvolvimento de novos compostos que
apresentem maior seletividade de inibicdo para a isoforma COX-2, a serem
utilizados na terapéutica da inflamagédo, dor e doengas degenerativas. Contudo,
foi também observado que a expressdo da COX-2 é critica para a manutencdo da
funcdo do rim, pulméo, intestino, cérebro, medula espinhal, ovarios e Utero, em
condicdes fisioldgicas e fisiopatologicas (LIPSKY, 1999), o que ainda sugere a
necessidade de cautela com o uso clinico de inibidores seletivos de COX-2.
Crescentes evidéncias demonstram que as enzimas COX desempenham
um papel fundamental na reproducéo, o que inclui seu envolvimento no processo
de ovulacdo e regressdo do corpo liteo (BOERBOOM e SIROIS, 1998;
CHARPIGNY et al., 1997), decidualizagcdo (YEE e KENNEDY, 1988),
desenvolvimento embrionario e feto-placentario (SONG et al., 1998), gravidez
(SLATER et al., 1999) e no parto (MACCHLA et al., 1997) de inUmeras espécies,
inclusive a humana. O aumento da sintese de prostaglandinas no Utero durante o
parto normal tem sido associado a expressdo e atividade da isoforma COX-2,

tendo sido proposto que as DAINES mais seletivas para esta isoforma enzimatica
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podem ter eficacia como tocoliticas, com acdo semelhante as DAINES néo-
seletivas, sem, contudo, apresentarem as limitagdes comuns a estas drogas, tais
como efeitos colaterias matemos e fetais, que se cré serem mediados pela
inibicdo da COX-1 (SLATER et al., 1998). Em roedores, a enzima COX-1 ¢
expressa no endométrio durante todas as fases do ciclo estral normal, enquanto
que a COX-2 foi detectada somente no diestro, proestro e estro, sugerindo um
mecanismo de indugdo dependente de estradiol (SHODA et al., 1995). E
Importante considerar, entretanto, que as fungbes da COX-1 e da COX-2 ndo
podem ser tdo estritamente separadas, pois a COX-2 também pode ser expressa como
reacdo a varios estimulos fisiologicos, ndo relacionados a inflamacdo (BIJLSMA e
VANDEPUTTE, 1998).

Recentemente, estudos com camundongos deficientes de COX tém
permitido a investigacdo da participagdo das isoformas de COX-1 e COX-2 na
susceptibilidade ao cancer, ulceracdo gastrica, na resposta inflamatoria e no
processo reprodutivo feminino, visando estabelecer, quando possivel, uma
comparacdo entre a ablacdo genética da COX e a inibicdo farmacoldgica da
atividade desta enzima pelas DAINES (LANGENBACH et al., 1995). Estudos
de MORHAM et al. (1995) e de DINCHUK et al. (1995) indicam que o
camundongo deficiente de COX-2, produzido por ablacdo genética do gene
especifico da enzima por recombinacdo homologa, apresenta uma baixa
sobrevida causada primariamente por hipoplasia do néfron e displasia renal. Aos
3 dias de vida os rins deste animal apresentam-se morfologicamente normais,

mas demonstram hipoplasia do néfron no 6- dia de vida e fibrose intersticial
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secundaria na vida adulta, sugerindo que o desenvolvimento renal pés-natal neste
animal depende pelo menos em parte da inducdo da COX-2. DINCHUK et al.
(1995) também demonstraram a presenca de fibrose cardiaca em 50% dos
camundongos deficientes de COX-2, enquanto que o estudo de MORHAM et al.
(1995) ndo discutiu este achado. Estes autores demonstraram também que o
camundongo do sexo feminino deficiente da COX-2 apresenta infertilidade: seus
ovarios sdo menores, com auséncia de corpos liteos, em comparacdo ao animal
normal. Este resultado é consistente com o papel da COX-2 na inducdo da
ovulacdo proposto por SIROIS et al. (1993), no qual demonstram que o0
estrégeno induz a expressdo de COX-2 nas células da granulosa no ovario e que
esta enzima tem importéncia critica na indugdo da ovulag&o.

Ao final do periodo de gestacdo inicia-se a via terminal do parto, que
envolve a contratilidade miometrial, degradacdo da matriz extracelular nas
membranas fetais levando a ativacdo e ruptura destas membranas, relaxamento
cervical e possivelmente apoptose. O parto normal é, portanto, o resultado da
atuacdo sequencial de numerosos mediadores, incluindo-se hormonios esterdides
e peptidicos, prostaglandinas, citocinas etc. Apoiando esta visdo, estudos em
camundongos com delecdo de genes da esterdide 5a-redutase tipo |, receptor de
PGF2a , fosfolipase A2 citosélica ou relaxina resultaram em distdrbios durante o
parto (KIMURA et al.,, 1999). Além disso, recentemente THOMSON et al.
(1999) demonstram que neutrofilos e macrofagos infiltram-se no miométrio
durante o trabalho de parto, indicando que as células inflamatorias também fazem

parte do mecanismo fisioldgico do parto. E importante salientar que, ao contrario
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do que ocorre em roedores, a concentragdo de progesterona ndo diminui no
sangue periférico durante o parto normal em mulheres (NISHIZAWA et al.,
2000). Todavia, foi proposto um modelo mecanistico para o parto na mulher em
que, apos o processo de remodelacdo e relaxamento da cérvix pela acdo da
progesterona e relaxina ao longo do periodo final da gravidez, as acfes da
progesterona, como, por exemplo, a reducdo da expressdo de conexmas no
miométrio, sejam antagonizadas por citocinas como TGFp, IL-ip e TNFa
(uterotropinas) produzidas pelo feto, decidua e mesmo pelo miométrio durante o
processo de trabalho de parto, favorecendo a atuagdo das uterotoninas (PGE,
PGF2a, PAF, endotelina-1 etc) na contratilidade miometrial (KNISS e IAMS,
1998; HATTHACHOTE e GILLESPIE, 1999). Neste contexto, é plausivel se
supor que as citocinas e prostaglandinas possam ter importancia também como

desencadeadoras do parto prematuro e no prolongamento anormal da gravidez.

1.3. Evolugdo do conceito de artrite reumatdide e de seu tratamento

farmacologico

Embora as evidéncias de existéncia da doencas similares a AR sejam téo
antigas que ja tenham sido descritas inclusive nas mumias egipcias, somente no
século XVI SYDENHAM foi capaz de diferenciar o “reumatismo” agudo e o
crénico. Muitos anos depois, em 1859, o termo artrite reumatdide foi introduzido

por Sir ARCHIBALD B. GARROD, médico do West London Hospital. E
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preciso ter em mente que, com esta terminologia, GARROD pretendia dizer que,
em algumas de suas caracteristicas, a doenca que ele chamou de artrite
reumatoide - e que até entdo era conhecida como gota reumatica - era
semelhante a febre reumética. O mérito de GARROD ao criar o termo artrite
reumatoide foi reconhecer que esses pacientes ndo tinham nem gota nem
“reumatismo” (febre reumatica). “Reumatismo”, um termo introduzido por
Dioscorides e relacionado as idéias medievais e pré-medievais das “reumas”, de
fato, ndo existe como entidade clinica. Existe sim um coletivo de mais de cem
doengas tratadas de forma diferenciada na reumatologia e classificadas como
fruto do desenvolvimento cientifico e da observacdo perspicaz (SILVA, 1999).
Os conceitos de autoimunidade e autoanticorpos, por exemplo, oriundos
de estudos com a imunologia da glandula tiredide, foram estendidos no inicio da
década de 50 as doengas cronicas como a AR. Entretanto, somente no final dos
anos 50 a membrana sinovial passou a ser vista como um sitio privilegiado para a
resposta imunoldgica, por possuir uma camada de revestimento de células
fagocitarias e um estroma vascular adaptado para a mobilizacdo e proliferacéo de
linfocitos. Propunha-se que antigenos ndo-identificados, localizados na cavidade
articular estimulariam a producédo local de anticorpos, os quais combinavam-se
na membrana sinovial, ativando o sistema complemento e gerando varios
materiais biologicamente ativos, dentre os quais incluiriam-se alguns potentes
agentes quimiotaticos. Estes agentes seriam responsaveis pela atracdo de
leucdcitos polimorfonucleares para a articulacdo onde estas células passariam a

ingerir os complexos e, durante a fagocitose, os neutréfilos e outras células
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fagocitarias liberariam seus granulos lisossdmicos contendo enzimas hidroliticas,
que seriam as moléculas responsaveis pela proliferacdo e destruicdo vistas na AR
(HOLLANDER et al.,, 1965; WEISSMAN, 1972; ZIFF, 1965; ZVAIFLER,
1965).

Subsequentemente um esforco consideravel foi dirigido a identificacdo
dos fatores quimiotaticos presentes no fluido articular. Contudo, ndo estava
esclarecido se uma hipotese Unica - uma doenca causada por imune-complexos
extravasculares (ZVAIFLER, 1973) - poderia explicar toda a patologia da AR,
ou, altemativamente, se ocorreriam eventos especificos na sinovia, fluido
articular, cartilagem etc. Era dificil explicar, por exemplo, certos eventos como a
invasdo da cartilagem pelas células da membrana sinovial, um processo no qual
as células migrantes parecem ter importancia menor. Verificou-se, entdo, que 0s
Imune-complexos eram capazes de penetrar a matriz cartilaginosa e se acumular
abaixo da superficie articular (COOKE et al., 1975). Ainda assim, isto nao
explicava adequadamente a destruicdo generalizada dos condrocitos observada na
artrite, um processo que, atualmente, se atribue a participacdo de citocinas e
oxido nitrico (BLANCO et al., 1995; CLANCY et al., 1998). Nao havia também
uma hipotese plausivel para explicar o fato de os sinoviocitos sairem de sua
localizagdo normal no recesso da articulagdo e invadirem a cartilagem articular.
A fixacdo do complemento e a geracdo de fatores quimiotaticos ndo sdo
suficientes para explicar tal evento, pois a distancia a ser percorrida pelos
sinoviocitos é muito grande. Sabe-se hoje que o ambiente inflamatério no qual

residem pode induzir a producdo de moléculas de adesdo de superficie celular



24

(integrinas) e a ativacdo de certos genes que favorecem a ligagdo dos sinoviocitos
a superficie da cartilagem (ELICES et al.,, 1994; HUMPHRIES et al., 1987;
RUOSLAHTI, 1988; SCHIOZAWA, 1992). WAHL et al. (1994) demonstraram
que determinados peptideos derivados da fibronectina reduzem o aumento de
volume articular no modelo de artrite induzido por parede celular de
streptococcus no rato. Esta acdo antiinflamatoria foi atribuida a uma diminuicao
da adesdo e recrutamento de leucécitos para a articulacdo, mas o bloqueio da
fibronectina CS-1, um contra-receptor para a integrina cx4|jl, nas células
endoteliais e sinovidcitos sugere que também pode haver interferéncia com a
migracao celular intemamente nos tecidos inflamados (ZVAIFLER, 1996).

Existe ha muitos anos uma concordancia geral de que o pamus
inflamatorio seja responsavel pela destruicdo da cartilagem articular, mas nédo
existe consenso a respeito dos mecanismos através dos quais isso ocorre.
KRANE e colegas, na metade da década de 60, demonstraram que, quando
fragmentos da sindvia inflamada sdo mantidos em cultura com géis de colageno,
0 substrato é lisado ao redor dos fragmentos. Colagenases ativas e latentes foram
identificadas tanto na sindvia quanto no fluido sinovial. O tecido sinovial foi,
entdo, digerido enzimaticamente e separado em duas subpopulacdes celulares:
aderentes e ndo-aderentes, no intuito de definir a contribuicdo das células
individuais. As células aderentes foram posteriormente classificadas em dois
grupos: células pequenas redondas com caracteristicas de monocitos e celulas

semelhantes a fibroblastos. Distribuidas entre os sinovidcitos tipo fibroblasto,
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foram notadas outras células grandes apresentando processos longos, as quais
foram denominadas células estreladas (ZVAIFLER, 1996).

Inicialmente foram estudados dois marcadores de funcdo celular na
sindvia: colagenase e prostaglandina E2, produtos provavelmente envolvidovna
destruicdo da cartilagem articular. Contraditoriamente, os fibroblastos sinoviais
ndo produziram colagenase em niveis detectdveis. A combinagdo das duas
populacBes de células aderentes, presentes na cultura primaria da sindvia
inflamada, promoveu uma producdo abundante de colagenase mas, apds algumas
semanas, a quantidade de colagenase e prostaglandina E2 produzida diminuiu até
desaparecer inteiramente. Pouco tempo depois 0os mondcitos/macréfagos também
desapareciam completamente da cultura. Os investigadores propuseram que a
sintese da enzima era dependente da comunicacao intercelular, por contato direto
ou através de mediadores sollveis, e que a relacdo entre as células da sindvia
inflamada eram complexas: os macrdéfagos eram ativados por linfocitos e estes
por sua vez estimulavam as células sinoviais estreladas (fibroblastos) a produzir
moléculas modificadoras da matriz (KJRANE, 1981; DAYER et al., 1986).
Ainda mais importante foi o reconhecimento de que estas interacbes eram
mediadas, pelo menos em parte, por fatores sollveis, dentre os quais estava um
principio derivado de mondcitos com peso molecular de 14-25 kDa, denominado
de fator de células mononucleares (MCF). Foi observado logo a seguir que o
MCF tinha propriedades semelhantes a recentemente descrita molécula de IL-1;

DAYER demonstrou que o0 MCF e a IL-1 recombinante humana eram idénticos
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(KRANE, 1981). Assim se iniciou o periodo de analise de citocinas, quimiocinas
e fatores de crescimento presentes na AR (ZVAIFLER, 1996).

Um aspecto importante evidenciado nos estudos subsequentes foi a
demonstracdo de que os produtos derivados de linfécitos T, tais como IFNy e IL-
2 (proteinas ou niveis de RNAmM) ou mesmo produtos exclusivos de linfécitos T
como a IL-4, eram escassos no liquido sinovial e nos tecidos inflamados
(FIRESTEIN e ZVAIFLER, 1987; FIRESTEIN et al., 1988; MIOSSEC et al.,
1990). Quando fatores produzidos por maltiplos tipos celulares, tais como IL-6
ou TNF, foram analisados, sua fonte era sempre outras células, mas ndo os
linfécitos T (FIRESTEIN et al., 1990). Os fatores derivados de macréfagos e
sinoviocitos, por outro lado, eram abundantes e seu papel central na inflamagéo
articular foi demonstrado em animais experimentais e humanos por estudos como
0 de FELDMANN et al. (1996). Foi proposto, entdo, que a interacao
autocrina/paracrina entre citocinas de fibroblastos e macréfagos poderia
perpetuar a AR, mesmo na auséncia de estimulacdo antigénica, sem excluir a
participacdo do linfocito T na iniciagdo da doenga, mas implicando numa
importancia menor do linfocito a medida em que a mesma progride. Destes
trabalhos resultaram estratégias promissoras para o tratamento da AR. Por
exemplo, o tratamento clinico empregando anticorpos monoclonais contra o
TNFa em pacientes com AR promoveu uma considerdvel melhora clinica,
comparado as terapias tradicionas dirigidas aos linfécitos T (ELLIOTT et al.,

1994). Permanece, contudo, a ser determinado, se as terapias anti-TNF poderéo
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controlar a longo prazo a inflamacdo articular e eliminar a destruicdo da
cartilagem observadas durante a AR.

Ainda hoje, continua ha haver desacordo em relacdo a contribuicdo das
citocinas produzidas pelos linfocitos T na patogénese da AR. E inquestionavel
que, na maioria dos casos de AR ha grande nimero de linfocitos T CD4+ de
memdria no tecido sinovial, bem como a associacdo da doenca com antigenos do
complexo de histocompatibilidade principal da classe Il (STASTNY, 1978;
GREGERSEN et al., 1987; WEYAND et al.,, 1992; WEYAND e GORONZY,
1994). Por outro lado, tem sido sugerido que € a anatomia da articulacdo
inflamada que favorece o ingresso e a retencdo destas células, mas frustra sua
expressdo funcional. Por exemplo, foi demonstrado que a co-cultura de linfocitos
e sinoviocitos diminui a resposta proliferativa dos linfocitos a mitdgenos e outros
estimulos, interferindo também com a ocorréncia da apoptose (SCOTT et al.,
1990).

A apoptose ou morte celular programada é um fendmeno em que as
celulas individuais morrem em meio as outras células teciduais normais, servindo
para manter a remodelagdo e homeostase tissular que acompanha, por exemplo, a
atrofia de tecidos que se segue a retirada de um estimulo endécnno ou no timo
para destruicdo normal de linfécitos B e T (WYLLIE et al, 1980). Apds a
iniciacdo do processo de apoptose as células e os fragmentos nucleares sdo
rapidamente fagocitados pelas células vizinhas ou pelos macr6fagos e, assim, o
meio extracelular ndo é exposto aos restos celulares; esta rapida remocgédo explica

a razdo para que as caracteristicas morfoldgicas da apoptose ndo tenham sido
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apreciadas anteriormente até o trabalho classico de KERR, WYLLIE e CURRIE
em 1972. Dentre as células do fluido sinovial durante a AR aparecem comumente

leucécitos polimorfonucleares com caracteristicas morfologicas de apoptose

(MALININ et al., 1967). AlteragOes similares ocorrem na artrite reativa, mas as
caracteristicas tipicas sdo a ingestdo de leucdcitos intactos e restos nucleares
pelos macrofagos (PEKIN et al., 1967); estas células grandes foram denominadas
células de Reiter em virtude de sua presenca mais frequente naquela forma
particular de artrite inflamatoria. Cerca de 20 anos depois, estudos in vitro
demonstraram que a resolugdo da inflamacdo era dependente do reconhecimento,
captacdo e degradacdo pelos neutrofilos por mecanismos fagociticos (SAVILL et
al., 1989). Na década de 90 foi confirmado que as efusbes sinoviais na AR
contém leucécitos com multiplos ndcleos apoptoticos mas, ao contrario de outras
doencas inflamatdrias articulares, as células e restos celulares ndo sdo
fagocitados pelas células vizinhas, sendo proposto que o impedimento do
clearence dos linfocitos na cavidade articular poderia contribuir para a
cronicidade da doenca (JONES et al., 1993). Uma melhor compreensdo da
resolucdo da inflamacéo e da limitacdo da leséo tecidual pela apoptose podera ser
atil para o possivel desenvolvimento de formas de intervencdo terapéutica na AR.

A relevancia da apoptose para a AR pode ser uma alternativa interessante
para explicar a expansdo em massa da membrana sinovial. Esta expansdo pode
dever-se tanto a acumulacdo celular resultante do recrutamento, quanto a
proliferagdo de sinovidcitos. Entretanto, estudos demonstram que as células de

revestimento geralmente apresentam auséncia de mitose, baixa incorporacdo de
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timidina triciada (timidina 3H) ou com marcadores imunohistoquimicos de
proliferacdo (QU et al., 1994; KINNE et al., 1995). Uma hipdtese alternativa a
proliferacédo celular é a falha da apoptose. Mas, foi demonstrado que, ao contrério
desta expectativa, a apoptose, medida em termos da presenca de fragmentos do
DNA em seccQOes de tecido sinovial congeladas, est4 muito aumentada na sinévia
reumatdide (FIRESTEIN et al., 1995). Esta medida, contudo, esta fora de
proporcdo com o numero de celulas que progridem para a aparéncia morfoldgica
de apoptose; estudos empregando microscopia eletrbnica demonstraram que
menos de 1% das celulas da camada sinovial exibem caracteristicas
ultraestruturais tipicas de morte celular programada (FIRESTEIN et al., 1995;
NAKAJIMA et al., 1995). Logo, se as células em apoptose forem removidas téo
rapidamente (baseando-se na quantidade de fragmentacdo de DNA vista na
sindvia inflamada e considerando-se que estas células progridiriam para a
apoptose completa) deve haver uma taxa de reposicdo celular
extraordinariamente elevada, o que sugere a possibilidade de um defeito na
processo de apoptose na camada sinovial inflamada (ZVAIFLER, 1996). Existem
nas articulagdes muitas substancias que danificam o DNA, tais como espécies
reativas de oxigénio geradas por isquemia seguida de reperfusdo ou citocinas
como o TNFa, mas a analise por Western blot do tecido sinovial inflamado
revelou a presenca de grandes quantidades da proteina p53, que é supressora
tumoral e um regulador importante do reparo de DNA e replicacdo celular
(FIRESTEIN et al., 1996). Estes sdo achados aparentemente paradoxais, pois na

sindvia inflamada é comum a abundancia de fragmentos de DNA ao mesmo
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tempo em que ocorre inducdo da proteina p53, que deveria lentificar o ciclo
celular e permitir o reparo do DNA. Uma explicacdo pode ser a possivel mutacdo
(ou mutacbes) do gene da p53 no microambiente da articulacdo inflamada
durante a AR, que pode resultar em elevada expressdo, mas impedimento da
funcdo da proteina (GREENBLATT et al., 1994). Estudos dessa natureza podem
conduzir a explicacBes alternativas, ndo-inflamatorias ndo-imunoldgicas, para a
persisténcia auto-sustentada de muitas formas de inflamagdo cronica e podem
também explicar os casos de cura da AR refrataria em pacientes submetidos a
transplante de medula dssea (TYNDALL e MILLIKAN, 1999).

Embora a natureza autoimune da AR tenha sido demonstrada ha mais de
50 anos, com o estudo pioneiro de WAALER (1940) ao evidenciar a presenca do
fator reumatdide no soro de pacientes com AR, mesmo apds pelo menos 40 anos
de intensa investigagdo cientifica ndo foi ainda possivel definir com exatiddo o
antigeno iniciador da AR e, muito menos, quais fatores especificos sdo
responsaveis pelas exacerbacdes e progressao da patogénese associada a doenca.
Entretanto, estudos realizados repetidamente, confirmam que as moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) da classe Il, em particular
certos subtipos HLA DR4+, parecem estar inequivocamente ligadas a AR
soropositiva (STASTNY, 1978; GREGERSEN et al., 1987; WEYAND et al.,
1992; WEYAND e GORONZY, 1994). Foi descrito recentemente, contudo, a
ocorréncia de grande numero de casos de AR em que a contribuicdo dos alelos
HLA-DR ¢é muito limitada (THOMSON et al., 1999), tendo sido documentada

também a possivel associacdo desta doenca com alelos HLA-DQ (VAN DER
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HORST-BRUINSMA et al., 1999). A AR ¢, portanto, uma doenca heterogénea
na qual os alelos do complexo de histocompatibilidade da classe Il parecem atuar
tanto como fatores de susceptibilidade quanto como fatores de risco. Surgiram
também evidéncias recentemente de que parece haver uma heterogeneidade
genética, particularmente nos genes relacionados ao TNF, IL-1 e IL-10, tanto na
susceptibilidade quanto na severidade da AR (KLARESKOG e MCcDEVITT,
1999).

Somente na década de 90, o desenvolvimento da clonagem molecular e a
producdo de anticorpos monoclonais altamente especificos tomou possivel a
identificacdo precisa da estrutura e propriedades das citocinas e de seus
receptores especificos individualmente. Atualmente, sabe-se que as citocinas sao
um grupo heterogéneo de proteinas produzidas principalmente por fagocitos
mononucleares ativados, mas também por fibroblastos, células endoteliais etc. A
ativacdo destas células é um dos sinais iniciais das respostas celulares a leséo e
esta associada a liberacdo de uma grande variedade de mediadores inflamatorios,
mcluindo-se as proprias citocinas, além dos metabdlitos do acido araquiddnico,
produtos do sistema complemento, enzimas lisossémicas e radicais livres, que
participam da regulacdo do crescimento e diferenciacdo celular e do reparo
tecidual (BAUMANN e GAULDIE, 1994; SHEERAN and HALL, 1997).
Juntamente com os mediadores inflamatorios, as moléculas de adesdo celular,
cujos principais membros sdo as selectinas e a superfamilia das imunoglobulinas,

aparecem no inicio da resposta inflamatoria e funcionam como um outro
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mecanismo pelo qual comunicam-se as células dos sistema imunologico
(SHIMIZU et al., 1992).

As citocinas exercem inumeros efeitos bioldgicos na AR. Suas mdaltiplas
atividades séo reguladas principalmente ao nivel da secrecdo pela expressdo de
seus receptores, pela acdo concomitante de vérias citocinas e pela ocorréncia de
proteinas inibidoras e moléculas carreadoras especificas (FERNANDEZ-
BOTRAN, 1992). Foram identificados nos fluidos biologicos e sobrenadantes de
culturas de célula vérios fatores, aos quais se denominou inibidores, capazes de
modular a acdo e a produgdo/degradacdo de vérias citocinas, com alta
especificidade, tendo sido classificados em moléculas nédo-peptidicas, que
interferem com a sintese, ligacdo ao receptor ou transducdo de sinal; receptores
sollveis, que neutralizam e previnem o escape extravascular; IL-lra/proteinas
modificadas, que impedem a inducdo de transducdo de sinal através do receptor;
e autoanticorpos, que neutralizam, mas podem também aumentar a destruicao,
mediada pelo complemento, de células apresentando citocinas ligadas a
membrana ou ligadas ao receptor (DEBETS e SAVELKOUL, 1994). A
existéncia destes inibidores naturais sugere que 0 organismo apresenta
mecanismos complexos de controle da resposta inflamatoria (DINARELLO e
THOMPSON, 1991), de modo que o envolvimento das citocinas nas doengas
inflamatdrias crénicas pode ser decorrente da produgdo excessiva de citocinas
pro-inflamatorias e/ou da inadequada inibicdo de seus efeitos (AREND e

DAYER, 1990; DUFF, 1993, MIOSSEC, 1993).



Na AR cré-se que células apresentadoras de antigeno que expressam 0
complexo de histocompatibilidade da classe Il sdo capazes de ativar linfécitos T
para liberar IFN-y e outras citocinas que. por sua vez, estimulam os macréfagos a
sintetizar e liberar IL-ip, TNFa e IL-6. A seguir, 0 TNFa e a IL-1J3 estimulam a
proliferacdo de sinoviocitos B, que produzem metaloproteinases, GM-CSF e
outros fatores. Também sob estimulo de IL-1(3, TNFa e IL-6, os fibroblastos
sinoviais secretam enzimas, tais como a colagenase e outras proteases neutras,
ocorrendo destruicdo do osso, cartilagem e estruturas periarticulares (AREND e
DAYER, 1990). Em decorréncia disso, no tratamento das doencas autoimunes,
sdo empregadas drogas imunossupressoras tais como antimetabolitos,
ciclosporina A ou corticosteréides capazes de inibir a producdo de varias
citocinas inespecificamente (AREND e DAYER, 1990). Parece haver, contudo,
uma hierarquia na funcdo destas moléculas na AR, onde destacam-se a IL-1(3 e 0
TNFa. O TNFa, para exemplificar, pode ser blogueado com anticorpos
monoclonais especificos para reduzir a producdo de IL-1, GM-CSF e IL-8
(MAINI et al.,, 1993). A IL-ip pode contribuir para a lesédo articular pela
estimulacdo de PGE2 e colagenase pelos fibroblastos sinoviais e condrocitos
(WECKMANN e ALCOCER-VARELA, 1996). A IL-1{3 pode também ativar o
endotélio vascular e aumentar a expressdo de moléculas de adesdo e induzir
reabsor¢cdo do o0sso e da cartilagem na AR (DUFF, 1993). A producdo dos
inibidores enddgenos de IL-1[3 ocorre simultaneamente com a sintese desta

citocina, sugerindo que estas moléculas podem ser liberadas ao mesmo tempo
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(LARRICK, 1989). Este efeito aparentemente paradoxal parece dever-se a fraca
inibicdo pela IL-lra, a qual deve encontrar-se em excesso para ter efeito
bioldgico (AREND e DAYER, 1990). Trabalhos demonstram também que a IgG
soluvel e 0 GM-CSF podem aumentar a producdo de IL-Ira sem estimular a
producdo de IL-ip (AREND et al., 1991; POUTSIAKA et al., 1991). De fato, a
inibicdo fisioldgica de IL-IfB pode ocorrer em vérios niveis (AREND e DAYER,
1990; LARRICK, 1989; DAYER e FENNER, 1992), tendo sido demonstrado
que os receptores soluveis de IL-1 tipo I (SIL-IRI) e tipo Il (sIL-IRII), formados
por divagem proteolitica dos dominios extracelulares da molécula pela enzima
conversora de 1L-13, apresentam efeito inibitdério na homeostase desta citocina e
podem ter aplicagOes potenciais (DAYER e FENNER, 1992). Reconhece-se que
0s macrofagos sinoviais sdo as principais células produtoras de IL-IfB e IL-Ira
durante a AR (AREND e DAYER, 1990; FIRESTEIN et al., 1992), indicando
que estas células participam do processo de destruicdo articular. Foi demonstrado
que a IL-lra distribui-se particularmente nos tecidos perivasculares e nos
agregados linféides, mas € baixa sua expressao endotelial (FIRESTEIN et al.,
1992); a coexisténcia de IL-ip e seu receptor nos tecidos vasculares sinoviais e 0
baixo nivel de IL-Ira endotelial sugere que IL-1p tem papel como modulador da
migracdo na sindvia durante a AR (DELEURAN et al., 1992). Estudos
experimentais e triagens clinicas preliminares indicam uma possivel eficacia da
IL-Ira na AR (AREND, 1991). THOMPSON et al. (1993) descreveram que IL-
Ira ndo parece bloguear a funcdo imunoldgica normal ou ter efeitos tdxicos em

seres humanos j& tendo sido testada clinicamente em outras doencas
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inflamatérias como a asma (DINARELLO e THOMPSON, 1991), mas pode
modificar outras funcGes normais, tais como a producdo de proteinas de fase
aguda (DAYER e FANNER, 1992). E, para adicionar um um grau maior de
complexicidade, foi descrito também que os receptores soltveis de IL-1 (sIL-RI e
sIL-RII) ligam-se avidamente tanto a IL-Ip quanto a IL-lra (WECKMANN e
ALCOCER-VARELA, 1996) e podem agir também como agonistas dos
receptores de IL-1, sugerindo que a administracdo destes receptores soluveis
pode diminuir o efeito antiinflamatério de IL-Ira, e, portanto, o uso clinico de
IL-Ira e dos receptores sollveis de IL-1 deve ser avaliado com cautela.

O TNFa, que compartilha véarias acbes com a IL-1 na AR (AREND e
DAYER, 1990), esta presente nas células sinoviais e macrdfagos intersticiais
(WECKMANN e ALCOCER-VARELA, 1996), e também ¢é produzido por
células mononucleares da articulacdo de pacientes com AR (BUCHAM et al,
1988). A producédo ou a atividade de TNFa pode ser bloqueada por altos niveis
de PGE?, corticosteroides e receptores solUveis de TNFa. Os receptores soluveis
de TNFa, também denominados proteinas de ligagdo ao TNFa tipo | (STNFRJB
ou TNF-R55-BP) e tipo Il (STNFRa ou TNF-R75-BP), séo fragmentos de ambos
os receptores de TNF tipo | (TNFRI ou p55) e tipo Il (TNFII ou p75), produzidos
por linfocitos T e B, macrdfagos, fibroblastos e células epiteliais, encontrando-se
elevados na AR (DAYER e FENNER, 1992, COPE et al., 1992; BRENNAN e
FELDMANN, 1992). Entretanto, ao contrario do que ocorre com o sistema IL-
1/1L-Ira, ndo foi observada correlagdo entre os niveis de TNFa e os receptores

soluveis desta citocina, indicando que estas proteinas sdo produzidas
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independentemente, mas 0s niveis sericos dos receptores soluveis no fluido
sinovial sdo maiores que no soro de pacientes com AR, sugerindo que tais
moléculas sejam produzidas na articulaggio (WECKMANN e ALCOCER-
VARELA, 1996). Estes fatores sollveis apresentam meia-vida curta na
circulagdo, o que pode limitar seu uso terapéutico, mas sua meia-vida pode ser
aumentada pela técnica do DNA recombinante (DAYER e FENNER, 1992). Por
exemplo, a fusdo do TNF-R55-BP com a cadeia C3 da 1gG humana formou a
molécula quimérica TNF-R55-BP/hy3, que se comporta como uma antagonista
bivalente de TNFa e apresenta uma meia-vida de 20 a 30 horas maior no

camundongo que os receptores solUveis naturais (FENNER, 1993). Existem
também auto-anticorpos naturais, geralmente isotipos IgGl ou IgG4, encontrados
no soro, que reagem inespeciflcamente com varias citocinas tais como IL-1a, IL-
6, IFNa, IL-10, IL-2, IL-4, IL-8 e TNFa, ndo tendo sido identificados auto-
anticorpos contra IL-ip, IL-lra, IL-3, IFN-J3 e IFN-y (WECKMANN e
ALCOCER-VARELA, 1996). Sua utilizacdo terapéutica em preparacoes
endovenosas, entretanto, demonstrou que os anticorpos anti-IL-la ou anti-1L-6
podem atuar como antagonistas ou agonistas (DEBETS e SAVELKOUL, 1994).
Os anticorpos monoclonais anti-TNFa e o anticorpo TN3.19.2 reduziram as
manifestagdes clinicas no modelo de artrite induzida por colageno no
camundongo (WECKMANN e ALCOCER-VARELA, 1996) e a administracdo
de anticorpos monoclonais anti-TNFa a camundongos transgénicos para 0 gene

de TNFa humano previne o desenvolvimento de artrite (KEFFER et al., 1991).
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Além disso, nos ensaios em pacientes com AR, a aplicacdo endovenosa de um
anticorpo quimérico (humano IgGl/murino Fv) de alta afinidade, resultou em
beneficio clinico para todos os pacientes, paralelamente com reducdo dos niveis
de proteinas de fase aguda, taxa de sedimentacdo de eritrocitos e fator reumatoide
(MAINI et al., 1993; ELLIOTT et al.,, 1993). A infusdo de outro anticorpo
monoclonal altamente especifico contra o TNFa, o CcA2 quimérico
humano/murino do isotipo IgGIK, na doses de 1, 10 e 20 mg/kg, a pacientes com
AR, resultou na supressdo da doenca durante periodos que variaram de algumas a
varias semanas, em mais de 50% dos pacientes (ELLIOTT et al., 1994;
ELLIOTT et al., 1994). Entretanto, a seguranca a longo prazo dos anticorpos
mononucleares anti-TNFa deve ser examinada cuidadosamente em virtude do
risco do surgimento de infeccdo, tumores e/ou outras complicagdes (MAINI et
al., 1995).

Sabe-se que, no contexto da AR, o IFN-y é grandemente inibido por IL-4
e IL-10, mas bloqueia reciprocamente IL-10. Possivelmente este efeito inibitorio
reciproco entre IL-10 e IFN-y possa explicar a auséncia de secrecdo desta
citocina pela sindvia durante a AR, ja que as células secretoras de ambas as
moléculas estdo muito proximas (MIOSSEC, 1993). O beneficio da terapia com
IFN-y é modesto, provavelmente porque esta molécula pode induzir antigenos de
histocompatibilidade em macréfagos e ndo antagoniza os efeitos da IL-1
(WECKMANN e ALCOCER-VARELA, 1996). A IL-4 tem acéo
antiinflamatoria, que depende do tipo celular, modo de ativagdo e tipo de cultura

(DUFF, 1993). De modo geral, IL-4 tem varios efeitos relacionados a IL-1,
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demonstrando uma modulacdo diferenciada de IL-ip e IL-Ira tanto nos niveis de
RNAmM quanto na sintese proteica (ORTNO et al., 1992; VANNTER et al., 1992).
Entretanto, as células sinoviais e mononucleares sanguineas de pacientes com
AR produzem baixas quantidades de IL-4 (WECKMANN e ALCOCER-
VARELA, 1996). Esta citocina, contudo, reduz a severidade da artrite induzida
por colageno e por parede celular bacteriana e, alem disso, a adi¢do in vitro de
IL-4 reduz a producdo de citocinas pro-inflamaténas e bloqueia a proliferacéo
celular de sinovidcitos estimulada por IL-1 (MIOSSEC, 1993). Outro exemplo de
antagonismo mutuo ocorre entre 0 TNFa e o TGFp (BRENNAN e
FELDMANN, 1992). O TGFP, produzido por plagquetas, mondcitos, macrofagos,
linfécitos e fibroblastos sinoviais (AREND e DAYER, 1990; LARRICK, 1989),
existe em altas concentracGes nas efusdes sinoviais de pacientes com AR e é
capaz de proteger ratos contra a artrite induzida por colageno tipo II; a injecdo de
anticorpo anti-TGFp exarcerba a doenca nestes animais (AREND e DAYER,
1990). O efeito antiinflamatdrio do TGFp tem sido relacionado a capacidade de
reduzir as funcdes de IL-1 e TNFp (DUBOIS et al., 1990). A IL-10, produzida
principalmente por linfocitos B e mondcitos, é também antiinflamatoria, sendo
capaz de diminuir a expressdo do complexo de histocompatibilidade principal da
classe Il e bloquear a producdo de véarias citocinas pro-inflamatorias
(WECKMANN e ALCOCER-VARELA, 1996). E detectada apenas em baixos
niveis nos sobrenadantes de sindvia na AR, mas o bloqueio com anticorpo
monoclonal anti-IL-10 aumenta a producgédo de IL-ip e TNFa (KATSIKIS et al.,

1994),
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Na atualidade a inflamagdo sinovial vista na AR tem sido atribuida em
grande parte aos macrofagos ativados presentes na articulacdo. As células T que
se infiltram na sindvia carecem de certos marcadores de ativacdo e parecem
produzir baixas quantidades de citocinas (SMEETS et al., 1998). Aparentemente,
a expressdo exagerada de TNFcc pode contribuir para uma diminuicdo da
ativacdo dos linfocitos T (COPE et al., 1994; COPE et al., 1997), de tal modo
que a remoc¢do do TNFa pode ocasionar uma ativacdo de novo dos linfdcitos T -
talvez contra diferentes autoantigenos. Pouco se sabe, contudo, sobre a
identidade dos fatores que causam a extraordinaria ativacdo dos macrofagos (uma
celula representante do sistema de defesa inespecifica) nas articulagBes durante a
AR (KLARESKOG e MCcCDEVITT, 1999). Tem sido proposto por varios
estudos que durante a AR as citocinas pro-inflamatérias 1L-11, I1L-12, IL-15, IL-
17 e 1L-18 superam a agdo das citocinas antiinflamatorias I1L-4, IL-10 e IL-13 e
podem atuar sinergicamente para sustentar tanto a resposta Thl quanto a
producdo de IL-1, TNF, prostaglandinas e éxido nitrico pelas células residentes
da articulagcdo durante o curso da doenca (ALAAEDDINE et al., 1999; MINO et
al., 1998; KOTAKE et al., 1999; GRACIE et al., 1999; KIM et al., 2000).

A producdo de prostaglandinas nos tecidos sinoviais é catalisada por uma
cascata de enzimas que inclui a fosfolipase A2, ciclooxigenases e prostaglandinas
sintetases terminais. In vitro, a expressdo de COX-2 aumenta dramaticamente
apos estimulacdo com citocinas pro-inflamatorias, ésteres de forbol e certos
receptores de superficie celular; a COX-2 localiza-se principalmente no endotélio

vascular, células mononucleares e fibroblastos subsinoviais, enquanto a COX-1
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encontra-se principalmente nas células do revestimento sinovial (CROFFORD,
1999). Contudo, muito ainda necessita ser esclarecido quanto a participacdo da
COX-1/COX-2 nas doencas inflamatdrias e também quanto a seguranca das
DAINES. O tratamento clinico com as DAINES, todavia, ndo evita a destruicdo
da cartilagem e o0sso subcondral observada na AR. sendo também
reconhecidamente capazes de promover graves distlrbios gastrmtestinais. Uma
questdo fundamental é compreender a contribuicdo da COX-1/COX-2 para 0
pool total de prostaglandinas presentes nas articulagcdes dos pacientes com AR.
Sabe-se que as DAINES que exibem um completo espectro de atividades in vitro
para COX-I/COX-2 sdo agentes eficazes clinicamente (BROOKS e DAY, 1991)
e continuam a ser as drogas mais empregadas para 0 tratamento da dor e
inflamacgéo associadas a AR (SMITH, 1998; SINGH e TRIADAFILOPOULOS,
1999). E importante salientar que, além da inibicdo da COX, outros efeitos das
DAINES incluem a supressdo da migracdo de neutrofilos e fagocitose,
modificacdes da atividade dos linfécitos, alteracdes das funcdes de membrana e
do metabolismo da cartilagem (JAIN e LIPSKY, 1997). Assim sendo, a
contribuigdo da isoforma COX-1, ou de mecanismos de agéo alternativos, néo
devem ser negligenciados na busca por agentes antiinflamatdrios mais eficazes.
Vérios estudos clinicos e pré-clinicos atuais com inibidores de
fosfodiesterase tipo 4 (PDE4) demonstraram que estes agentes podem ser (teis
no tratamento de doencas inflamatdrias, dentre as quais a asma, doenca pulmonar
obstrutiva crénica, dermatite atrofica, esclerose multipla e AR (BONTA et al.,

1978; DOHERTY, 1999). A PDE ¢ a enzima que catalisa a hidrolise da ligacéo
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3’ nos nucleotideos ciclicos, para produzir seus derivados 5’°, ndo-ciclicos. Sua
atuacdo € de extrema importancia, pois a PDE é a Unica via fisioldgica para a
degradacdo do monofosfato de adenosina 3’,5’-ciclico (AMPc) e do monofosfato
de guanosina 3’,5’-ciclico (GMPc). Agentes como o dibutiril-AMPc e moléculas
que estimulam a adenilil-ciclase, tais como as prostaglandinas, forskolin,

agonistas (32-adrenérgicos, do mesmo modo que os inibidores de fosfodiesterase,

sdo capazes de reduzir a producdo de TNFa em mondcitos e macrofagos
(SEKUT et al.,, 1995). O rolipram, um inibidor seletivo da PDE4, reduz
significativamente a expressdo de TNFa e a progressdo da artrite induzida por
colageno (NYMAN et al., 1997). O emprego futuro desta classe de drogas
dependerd de sua seguranca, bem como da identificagio das doengas

inflamatdrias mais relacionadas a participacdo da PDE4 (DOHERTY , 1999).

1.4. Doenca inflamatdria crénica e fertilidade

Estudos recentes demonstram que doencas inflamatorias crénicas como a
asma e a doenca de Crohn, por exemplo, afetam negativamente 0s processos
reprodutivos e a fertilidade em seres humanos (LICCARDI et al., 1998;
FONAGER et al., 1998; NEIDHART et al., 1999). Paralelamente, acumulam-se
evidéncias sobre o envolvimento de vérias citocinas e de células do sistema
imunolégico, como linfécitos e macrofagos, nos processos reprodutivos

masculinos e femininos normais e em condic¢des fisiopatolégicas (AVITSUR e
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YIRMIYA, 1999; COHEN et al., 1999; HALES et al., 1999; LIM et al., 2000).
A AR é uma doenga imuno-inflamatoria cronica com incidéncia marcante no
sexo feminino, particularmente durante a idade reprodutiva (SILMAN, 1992;
BELILOS e CARSONS, 1998), sendo atualmente considerada a mais comum
dentre as doengas classicas do tecido conjuntivo, afetando cerca de 1% da
populacdo mundial. Recentemente, NELSON et al. (1993) observaram que,
comparadas as mulheres normais, as mulheres com AR apresentam diminuicdo
da fertilidade. Posteriormente, foi demonstrado que flutuacbes nos sintomas da
AR e de outras doencas auto-imunes se correlacionam com as fases do ciclo
menstruai e também que a terapia de reposicdo com estrégeno melhora o quadro
clinico da AR em mulheres durante a menopausa (JONHSSON e HOLMDAMHL,
1998).

A AR humana caracteriza-se clinicamente pela deformacdo das
articulagbes em virtude da formagdo do pannus inflamatério na membrana
sinovial, além da presenca de cole¢bes de células inflamatdrias chamadas
nodulos reumatdides e de granulomas nodulares subcutaneos. A artrite causada
por adjuvante completo de Freund é um modelo cléssico para o estudo
experimental da fisiopatologia da AR e de sua terapéutica, no qual é inoculada
em ratos uma unica injecdo subcutdnea contendo uma mistura de micobactérias
mortas e Oleo mineral (adjuvante completo de Freund - ACF), geralmente
aplicada na base da cauda ou numa das patas traseiras (PEARSON, 1956).
Durante muito tempo a nocéo prevalente foi a de que esta doenca seria causada

provavelmente por linfocitos capazes de reconhecer epitopos apresentados tanto
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pelas micobactérias quanto por autoantigenos das articulacBes. Contudo, este
conceito tende a mudar em vista de publicagbes recentes demonstrando que a
artrite por adjuvante pode ser induzida em determinadas linhagens de ratos com o
uso de adjuvantes simples, que ndo contém qualquer estrutura capaz de ser
reconhecida pelos linfocitos T convencionais (KLARESKOG e McDEVITT,
1999). Considerando-se que a artrite por adjuvante seja uma doenca dependente
de linfocitos T, foram propostas recentemente duas hipdteses para explicar como
uma inflamagdo o6rgdo-especifica pode resultar da injecdo de adjuvantes: a
primeira, sugere que os linfocitos T com alguma preferéncia para ligacdo com
moléculas-alvo nas articulagbes sejam ativados pelo estimulo com adjuvantes
inespecificos, mas, até hoje, as especificidades destas células ndo foram
detectadas; em vez disso, a segunda proposta sugere que as articulages possam
ser alvo potencialmente especiais para a inflamacgdo apds certos tipos de ativacéo
imunolodgica, envolvendo o reconhecimento de antigenos ubiquos, mas sem a
necessidade da presenca de reconhecimento de antigenos especificos da
articulacdo por linfocitos T. De fato, ndo ha evidéncias atuais que possibilitem
discriminar especificamente entre as duas hipoteses, mas dados obtidos com
outros modelos de artrite apontam para a segunda hipo6tese: por exemplo, nos
camundongos transgénicos que expressam grandes quantidades de TNFcc, este
mediador é expresso preferencialmente nas células do revestimento sinovial, mas
ndo em macrdfagos, linfocitos T ou B do bago e dos linfonodos (BUTLER et al.,
1997; KLARESKOG e McDEVITT, 1999). Além disso, PLOWS et al. (1999)

demonstraram que o coldgeno tipo Il nativo pode promover artrite sem a
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contribuigdo dos linfocitos T e B, mas ndo inflamagdo generalizada, de modo que
0 proprio coldgeno presente nas articulagbes parece ser capaz de ativar a
imunidade inespecifica. Os dados combinados oriundos de varios modelos
animais sugerem que a artrite pode se desenvolver secundariamente a diferentes
antigenos e com o uso de diferentes mecanismos efetores e, se este raciocinio for
aplicadvel a AR humana, pode-se supor que varios tipos de infeccdo e/ou
exposicao a fatores ambientais com propriedades de adjuvante e com capacidade
de induzir producdo de TNFa podem exercer efeito em individuos geneticamente
susceptiveis, contribuindo para promover AR, tanto conjuntamente com
mecanismos autoimunes, quanto isoladamente. Alguns ja identificados como
fatores de risco para AR incluem: a exposicdo a silica, transfusdes sangiineas e
fumo (SIMMONS et al.,, 1997; KARLSON et al.,, 1999). A idéia de que a
imunidade inespecifica seja responsavel pela iniciacdo e/ou perpetuacdo em
certos casos de AR tem repercussdes terapéuticas, como pode ser visto
atualmente com o tratamento de pacientes com anticorpos monoclonais contra o
TNFa (MAINI et al., 1998;WEINBLATT et al., 1999).

Na pratica, a base que fundamenta o envolvimento do TNFa , IL-ip , IL-
6, bem como outros mediadores inflamatorios, tais como as prostaglandinas, na
fisiopatologia da AR €é a producdo elevada destas moléculas nas articulacBes
afetadas pela doenca (HUSBY e WILLIAMS, 1988; HISHINTIJMA et al., 1999).
O fator de necrose tumoral (TNF), identificado originalmente como antitumoral,
€ agora reconhecido como um regulador central da resposta inflamatoria e

imunolégica (BEYAERT e FIERS, 1994). E secretado como um pro-horménio e
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sua divagem resulta num polipeptideo de 157 aminoacidos (MOLLOY et al.,
1993). Reconhece-se dois polipeptideos antigenicamente diferentes, o TNFa e o

TNFp. O TNFa existe em duas formas biologicamente ativas, uma
transmembrana de 26 kDa e outra secretada apds divagem proteolitica, com
funcdes distintas no curso da resposta imunoldgica, como demonstrado nos
camundongos transgénicos (MEULLER et al., 1999). Em condi¢fes normais, 0
TNFa juntamente com a IL-13, sdo moléculas fundamentais na iniciagdo da
cascata de mediadores inflamatorios, producdo de outras citocinas, complemento,
ativacdo de leucdcitos, linfocitos e macrofagos, que orquestram a resposta
imunologica normal. Entretanto, sua producdo exagerada pode ser desastrosa
para o hospedeiro como observado, por exemplo, durante a caquexia (BEUTLER
e CERAMI, 1988) e as doencas autoimunes (PUJOL-BORREL et al., 1987). Por
outro lado, estudos demonstram que cerca de 30% dos pacientes tratados com
anticorpos monoclonais contra o0 TNFa ndo respondem a terapéutica e
apresentam baixos niveis desta citocina nas articulacbes (KLARESKOG e
McDEVITT, 1999). Se estas informacgdes forem confirmadas em estudos futuros,
abre-se a possibilidade para o uso de terapias alternativas no tratamento da
doenca.

Estd claro atualmente que a ativacdo do eixo hipotalamo-hipofisario-
adrenal € um componente fundamental da resposta fisiologica a inflamacéo,
existindo uma ampla comunicacdo bidirecional entre o sistema imune e o0 sistema
enddcrino (MUNCK et al., 1984; CHOWDREY e LIGHTMAN, 1993; MASI et

al., 1999). Estudos mais recentes, sugerem que alteragdes na funcdo do eixo
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hipotalamo-hipofisario-adrenal e dos horménios sexuais contribuem para o
desenvolvimento e a persisténcia das doengas imuno-inflamatorias (PERRETTI,
1993; CASTAGNETTA et al., 1999). A secrecdo de glicocorticoides, por
exemplo, estd reciprocamente interrelacionada a inflamacdo, de modo que, em
muitas formas de artrite causadas por mecanismos imunologicos, existe uma
insuficiéncia adrenal. Contudo, ainda ha divergéncias acerca da contribuicdo dos
niveis plasmaticos de cortisol nos pacientes com AR, haja visto que alguns
pacientes apresentam resposta normal ao ACTH e cortisol apds mjecdo de
hormdnio liberador de corticotrofina (CHOWDREY e LIGHTMAN, 1993). Ao
mesmo tempo, os esterdides gonadais parecem ter um papel fundamental como
fatores predisponentes a muitas formas de artrite: 0os estrégenos demonstram
acOes imunoestimulantes e o0s androgenos atuam COmMO iMUNOSSUPressores
naturais (CERINIC et al, 1998). Clinicamente, o0 tratamento com
glicocorticoides melhora os sintomas e sinais da inflamacdo na AR, mas ndo as
lesGes estruturais da doenca e, de forma semelhante, os esterdides sexuais
também tém efeitos limitados; os estrogenos tém um pequeno efeito benéfico na
densidade dssea das mulheres com AR ap0s a menopausa e 0s androgenos
promovem uma melhora discreta nos homens e nas mulheres ap6s a menopausa,
especialmente no bem estar geral e na densidade d6ssea (BIJLSMA, 1999). O
controle adequado dos fatores de risco imunoldgicos, hormonais e hereditarios,
que se apresentam muitos anos antes do aparecimento dos sinais e sintomas
clinicos da doenca, ¢ um desafio prioritario no controle preventivo da AR (MASI

et al., 1999).
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Tém também surgido explicacBes para caracterizar a relacdo entre a AR e
a interacdo entre altos niveis de prolactina e a funcdo imunoldgica (BRENNAN e
SILMAN, 1995). Foi demonstrado que, fora do periodo gestacional e pos-parto,
as concentragdes sericas de prolactina estdo geralmente abaixo de 20 ng/mL,
sendo levemente mais altas nas mulheres que nos homens (NAGY et al., 1991).
A sintese de prolactina durante a gravidez parece ser regulada pelos estrégenos: o
aumento da prolactina plasmatica (150-200 ng/mL) acompanha-se pelo aumento
correspondente dos estrogenos. Ao final da gravidez, os niveis de estrégeno
diminuem e, assim, o principal fator mibitdrio da lactacdo é removido. N&o ha
risco excessivo para o0 desenvolvimento de AR durante a gravidez,
provavelmente em virtude do grande aumento nos niveis plasmaticos de
estrogenos. Evidéncias de que a prolactina é pro-inflamatoria incluem o achado
de que o camundongo hipofisectomizado ndo desenvolve a artrite induzida por
adjuvante de Freund, mas a reposicdo com o0 hormdnio permite o
desenvolvimento da doenca (JARA et al., 1991). Além disso, os pacientes com
AR demonstram um padrdo diurno de atividade da doenca que se correlaciona
com o pico de concentracdo plasmatica de prolactina (CHIKANZA et al., 1990).
Estudos preliminares sugerem que a bromocriptina pode ser util na terapia de
doengas autoimunes (McMURRAY et al., 1994; WEBER e FREY, 1987).
E interessante salientar que por muitos anos o estudo dos mecanismos de
imunossobrevivéncia fetal durante a gravidez em mamiferos tem focalizado sua
atencdo nas interagbes imunoldgicas matemo-fetais especificas. Entretanto,

pouca énfase tem sido dada ao papel das respostas inflamatorias que, em
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esséncia, sdo inespecificas e estimuladas por qualquer forma de lesdo tissular ou
ativacdo imunolodgica. De fato, a resposta inflamatdria engloba ndo somente a
ativacdo de efetores ndo-adaptativos das reacdes imunoldgicas, mondcitos e
macrofagos, mas também o sistema complemento e o sistema de coagulacéo,
como descrito por SACKS et al. (1998), que demonstraram que a gravidez
normal em mulheres estd associada a certas alteracdes fenotipicas nos leucocitos
sanguineos periféricos (granulécitos, mondcitos e linfécitos), tais como aumento
da expressdo de CD11lb, CD14 e CD64 e espécies reativas de oxigénio, que
sugerem que a gravidez por si s6 envolve uma intensa resposta inflamatéria
generalizada, em alguns casos comparavel em grau aquela observada na sepse
sob tratamento intensivo. Estes autores sugeriram também que durante a gravidez
normal ocorre uma exposicdo crénica do sistema imunolégico materno a baixos
niveis de lipidios e proteinas de origem fetoplacentaria, capazes de induzir
ativagdo do sistema imunoldgico materno, em contraposicdo a idéia de que a
gravidez seja um estado fisiologico inteiramente dominado pelas células tipo
“Th2”, produtoras de citocinas antiinflamatérias. Atualmente, ainda ndo esta
esclarecida a razdo pela qual a interface placenta-decidua funciona como um sitio
imunoprivilegiado durante a gravidez. HENCH, em 1938, foi o primeiro a
descrever a remissédo da AR durante a gravidez, tendo demonstrado que dentre 18
mulheres gravidas com a doenca, 90% obtiveram melhora. As alteragdes
hormonais que acompanham a gravidez levaram a sugestdo de que 0 eixo
hipotalamo-hipofisario-gonadal pudesse também participar na fisiopatologia da

AR (SCHUURS e VERHEUL, 1990). Trabalhos recentes confirmam que a
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gravidez melhora a sintomatologia em 70% das pacientes com AR, mas a doenca
reaparece dentro de seis meses no periodo pos-parto em 90% dos casos
(OSTENSEN, 1999). Outras doengas autoimmunes exarcebam-se ou iniciam-se
apos o parto, tais como doenca de Graves, tireoidite de Hashimoto, insuficiéncia
renal pés-parto ou sindrome hemolitica-urémica pds-gravidez, sindrome pos-
parto com anticorpos antifosfolipideos e miocardite autoimune pos-parto
(AMINO et al.,, 1999). Por outro lado, a mulher nulipara é considerada duas
vezes mais propensa ao desenvolvimento da AR (SPECTOR et al., 1990).
Recentemente, os investigadores detectaram algumas alteracGes imunoldgicas
humorais e celulares importantes durante a gestacdo, incluindo a elevagdo sérica
da a.2-globulina associada a gravidez (OSTENSEN et al., 1983), sintese de
fatores supressores pelo feto e alteracdo do perfil de citocinas pro-
inflamatdrias/antiinflamatorias (BELILOS e CARSONS, 1998), as quais em
conjunto com o0s niveis plasmaticos elevados de progesterona, estradiol e
testosterona podem ser responsaveis pela melhora do quadro clinico da AR
durante a gravidez. Entretanto, quando a medicacdo antiinflamatéria se faz
necessaria durante a gestacdo, geralmente sdo utilizadas DAINES, isoladamente
ou em combinagdo com uma droga remissiva de acdo lenta ou mesmo
corticosteroides mas, em funcdo da documentacdo insuficiente acerca da possivel
toxicidade destes compostos na gravidez, tem havido certo desacordo sobre o
emprego destas drogas na mulher gestante (NELSON e OSTENSEN, 1997).
Estudos recentes demonstram que a pentoxifilina, a talidomida e a clorpromazina

induzem a supressdo da producdo de TNFa por macrofagos ativados, inibigdo da
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resposta Thl pelos linfocitos T, proliferacdo de fibroblastos e metaloproteinases,
atividade antioxidante, bem como apresentam efeitos anti-inflamatérios e
imunomoduladores em modelos animais de artrite, sugerindo uma eficécia
potencial na terapia da AR (GHEZZI et al., 1996; MAKSYMOWYCH et al.,
1995; HUIZINGA et al., 1996; ISHII et al., 1997). Todavia, ainda ha caréncia de
estudos sobre seus efeitos reprodutivos, 0 mesmo ocorrendo com as novas drogas
inibidoras mais seletivas de ciclooxigenase tipo 2, nimesulide, meloxicam e

nabumetona, estas ja em uso para o tratamento clinico na populacdo em geral.
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2. OBJETIVOS

Estudos recentes tém demonstrado a participacdo de citocinas na
fisiopatologia da AR (SEITZ et al., 1993). Embora a patogénese da AR ainda ndo
seja compreendida inteiramente, sabe-se que a inflamacdo e a hiperplasia da
membrana sinovial, além da degradacdo da cartilagem articular decorrem, em
grande parte, da ativacdo de sinovidcitos e condrdcitos por citocinas produzidas
por macrofagos, tais como a IL-ip e o TNFa que, acredita-se, sejam 0s
principais mediadores participantes na fisiopatologia da AR (AREND e DAYER,
1995). Considerando-se que a ovulacdo, a formacéo e regressdo do corpo lGteo,
bem como a reacdo tecidual durante a nidacdo envolvem extensa remodelagem
tecidual e uma seqléncia ordenada de eventos similares a uma reagao
inflamatéria (SEOW et al.,, 1988; ROMERO et al, 1989; ESPEY, 1994) ¢
possivel que, além de participarem da fisiopatologia da AR, IL-ip e 0 TNFa,
produzidas em grandes quantidades e cronicamente nas articulagdes inflamadas,
possam atingir a circulagdo sisttmica e afetar negativamente 0s processos
reprodutivos.

Assim sendo, foi estabelecido um esquema de estudo baseado nos
seguintes objetivos:

1. Examinar as caracteristicas fisiopatoldgicas da AR no modelo de

artrite induzida por ACF na rata
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Investigar se o desenvolvimento das lesdes nas articulagbes estd

correlacionado com o0 aumento nos niveis séricos de IL-1{3 e TNFa.

. Verificar o efeito do tratamento com inibidores de COX e de TNF na

artrite induzida por ACF na rata.

Determinar se a gravidez ou se o tratamento com o EPH modificam o
desenvolvimento da artrite.

. Verificar até que ponto a artrite contribui para a infertilidade ou

subfertilidade.
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3. MATERIAL:

3.1. Animais Experimentais

Foram utilizadas ratas albinas (Rattus norvegicus') da variedade Wistar,
adultas com 180 a 200 gramas, uniparas, provenientes do Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia e do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara. Durante todo o estudo, os animais foram criados
em gaiolas de polipropileno e mantidos em condi¢bes ambientais semelhantes
aquelas anteriores aos experimentos, com uma temperatura de aproximadamente
25°C e ciclos de 12 horas/luz/dia, recebendo &gua a vontade e racdo padrdo tipo
punn&®

Antes da realizagcdo dos experimentos os animais eram submetidos a um
periodo de adaptacdo as condi¢cdes de manipulacdo laboratorial durante uma

Semana.

3.2. Aparelhos e Instrumentos Laboratoriais

Agitador magnético Fanen - 251
Agulhas de Calibres Variados B.D.

Autoclave Fabbe - 103
Balanca Analitica Marte AL - 200
Balanca para pesagem de animais Filizola ID - 1500
Banho mana Fanen = 100

Capilares Venosos de Vidro Perfecta 1.Ox 1.5mm



Centrifuga

Cronémetros

E spectrofotometro

Estantes para Tubos de Ensaio

Freezer Domeéstico

Leitor de ELISA

Material Cirdrgico

Medidor de pH

Microscopio Otico

Pipetas de Pasteur

Pletismografo

Ponteiras plasticas 200 e 1000 p.l

Régua comum

Seringas de Volumes Variados

Sist. de automacdo - andlises bioquimicas
Sist. de automacdo - analises hematoldgicas

Tubos de Ensaio

3.3. Drogas e Reagentes:

Acido nitrico (HNO3)
Adjuvante de Freund
Agua destilada

Agua destilada

Fanen - 215
Technos Quartz - 965

Beckman DU® 640B

Brastemp FF - 260
Molecular Devices - E08453
Professoonal
Analion PM - 608
Nikon SE - 102
Samco

Ugo Basile - 7150

Oxford

Unaplic
RATX Technicon-Bayer

H1 Technicon-Bayer

Cinética Quimica LTDA.
Sigma
CEME

UFC



Alcool etilico (etanol)
Clorpromazina

Dexametasona

Eter etilico

Fluoreto de fenilmetilsulfonila

Extrato de placenta Humana (EPH)

Indometacina

Inibidor de tripsina tipo I-S
Launl sulfato de sddio
Nabumetona

Nimesulide

Meloxicam

Pentoxifilina

Piroxicam

Salina normal 154mM

Salina normal 154mM
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Reagen

Rhodia

CEME

Reagen

Sigma

Placentex® - Albert David
Limited

Prodome

Sigma

Reagen

SmithKline Beecham
Lab. Asta Médica Ltda
Boehring Ingelheim
Hoechst

Pfizer

CEME

UFC
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4. METODOS

4.1. Criacdo dos animais para estudos da fertilidade e doenca inflamatoria
cronica.

Antes da inducdo da doenga inflamatoria cronica e dos estudos da
reproducdo, seguia-se uma fase de preparo dos animais. Aos 21 dias de nascida a
rata ainda impubere era desmamada. Se passasse pelo controle do fendtipo
(caracteres externos como pelagem, extensdo do corpo e conformagéo corporal
geral) e se fosse descendente de uma mée que tivesse dado cria de 10 a 12
filhotes, no minimo, era escolhida para o futuro acasalamento. O peso ideal
escolhido para o primeiro acasalamento era atingido quando os animais estavam
com cerca de 58 dias de vida. As ratas eram entdo mantidas com racgdo
balanceada e agua a vontade, sendo, nestas condi¢des, consideradas aptas para o
acasalamento por cerca de seis geracOes (7 meses e meio). O acasalamento era
sempre do tipo poligamico, com um macho para duas fémeas, sendo realizado na
sala do biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC.
Procurou-se evitar também o acasalamento entre animais da mesma familia.

O intuito foi garantir a fertilidade destes animais, a serem utilizados tanto
nos estudos subsequentes de reproducdo e inflamacéo crénica, sempre a partir do

segundo acasalamento.
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4.2. Coleta de sangue e obtencdo das amostras de soro

As amostras de sangue para dosagem de glicose sanguinea, transaminases
séncas, desidrogenase lactica e proteinas totais, bem como para a determinacao
do eritrograma e leucograma, foram colhidas atraves de puncdo do plexo orbital
dos animais com artrite no 35- dia ap6s a injecdo de ACF e dos animais normais,
ambos os grupos sob leve anestesia com éter etilico.

Para obtencdo do soro sangiineo utilizado nas dosagens das citocinas IL-
1P e TNFcc, o sangue foi mantido durante 45 minutos a temperatura ambiente no
laboratério (25 + 1°C) em tubos de ensaio, para coagular. Logo apds, foi
procedida uma centrifugacdo a 2000 rotagcdes por minuto durante 10 minutos
para separacdo das amostras de soro, as quais foram imediatamente
acrescentados 20 nL de inibidores de protease (fluoreto de fenilmetilsulfonila e
inibidor de tripsina tipo 1-S) na concentragdo de ! mg/mL. A seguir as amostras
de soro foram estocadas a -70°C até o momento da dosagem de citocinas. Nas
ratas do grupo controle com artrite as amostras de sangue foram colhidas nos dias
1 (5 horas apos inoculagdo de ACF), 10, 20 e 30 apo6s injecdo de adjuvante,
enquanto que nos grupos com artrite tratados com diferentes drogas, as amostras
sanguineas foram colhidas apenas no 20- dia apos injecdo de ACF, o que

corresponde ao periodo de pico da reagéo artritica.
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4.3 Ensaios farmacolégicos

4.3.1. Inducéo de artrite por adjuvante completo de Freund.

A artrite foi promovida por uma unica injecdo subplantar de 0,1 mL de
adjuvante completo de Freund (ACF), uma mistura contendo 1 mg de M.
tuberculosis morto por calor e dessecado, dissolvido em 0,85 mL de 6leo de
parafina e 0,15 mL de monooleato de manitol, na pata traseira direita de ratas
Wistar (150-180 g; n=24). O volume da pata contralateral (reacdo secundéria) foi
medido por pletismografia nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35 apds a injecdo do
adjuvante. O ganho de peso corporal de cada animal foi medido no inicio do
periodo experimental e, a partir dai. monitorado semanalmente até o 28° dia da
doenca. O aumento no volume da pata que ndo recebeu ACF (reagdo secundaria),
em relacdo ao seu volume inicial (dia 0 antes do ACF), serviu como medida da

reacao artritica (PEARSON, 1956).

4.3.2. Efeito da artrite por ACF no ciclo estral e no peso dos Orgaos
reprodutivos da rata
Este experimento tem o intuito de verificar a possivel influéncia da
inducdo de artrite por ACF na duracdo do ciclo estral da rata. Para tanto, foi
inoculado 0,1 mL ACF na pata traseira direita de ratas Wistar (180-2009)
apresentando ciclos estrais regulares. A partir do 14- dia ap6s a inducdo da
doenca, os animais foram examinados diariamente atraveés de observacdo da

citologia vaginal, sempre as 8 horas da manha, para detecgdo das fases do ciclo
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estral (proestro, estro, metaestro e diestro), até o 35- dia ap6s inoculacdo do
adjuvante. Nestas condicOes determinava-se a duragdo do ciclo estral das ratas
artriticas em comparacdo as ratas controle-normais, que ndo receberam injecéo
de ACF. Além disso, foi determinado o peso do Utero e do ovario na rata com

artrite no 35- dia a partir da inje¢céo do ACF.

4.3.3. Efeito da artrite por ACF na implantacdo do blastocisto na rata

Neste experimento foi inoculado 0,1 mL de ACF na pata traseira direita de
ratas Wistar (180-200 g; n-26) para inducdo de artrite. Do 10- ao 20- dia ap0s a
aplicacdo do adjuvante, estes animais foram acasalados a noite com machos de
fertilidade comprovada. A partir de entdo, diariamente (8 h da manhd), foi
procedido um exame do esfregaco vaginal para observagdo da presenca de
espermatozdides vaginais, 0 que caracteriza o 1~ dia de gravidez na rata. No 102
dia de gestacdo, as ratas foram sacrificadas por deslocamento cervical para
determinagdo do numero de sitios de implantacdo uterinos e contagem de corpos
luteos nos ovarios. Para fins de comparacdo, um grupo de ratas normais (n=I1)

foi avaliado paralelamente.

4.3.4. Efeito de inibidores da sintese de TNFa em ratas com artrite

Foi injetado 0,1 mL de ACF na pata traseira direita de ratas Wistar (180-
200g) para inducdo de artrite. Em seguida, os animais foram tratados com os
antagonistas de TNFa, pentoxifilina (20 mg/kg; n=18) e talidomida (10 mg/kg;

n=12) por via oral, diariamente, do dia 0 ao dia 35, apds injecdo do adjuvante. O
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aumento de volume da pata contralateral (reacdo secundéria) foi medido nos dias
0, 7, 14, 21, 28 e 35 apos injecdo de ACF e o ganho de peso corporal foi
determinado nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 apds a inducdo da doenca. O efeito
inibitério foi calculado em comparacdo aos valores do grupo controle normal

e/ou tratado somente com o adjuvante.

4.3.5. Efeito de inibidores da ciclooxigenase em ratas com artrite

Ratas Wistar (180-200g) receberam injecéo subplantar de 0,1 mL de ACF
na pata traseira direita para inducdo de artrite. Em seguida, os animais foram
tratados com o inibidor mais seletivo de COX-1, indometacina (2 mg/kg, v.o.;
n=17), com o inibidor mais seletivo da COX-2, nabumetona (20 mg/kg, v.o.;
n-11), ou com o inibidor ndo-seletivo da COX, piroxicam (2 mg/kg, v.o.; n=12),
diariamente, do dia 0 ao dia 35, apo0s injecdo do adjuvante. O aumento de volume
da pata contralateral (reacdo secundéaria) foi medido nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35
apos injecdo de ACF e o0 ganho de peso corporal avaliado semanalmente até o 282
dia da doenca. O efeito inibitorio foi calculado em comparagdo aos valores do

grupo controle normal e/ou tratado somente com o adjuvante.

4.3.6. Efeito da associacdo de um inibidor de ciclooxigenase tipo 2 e um
inibidor de TNFa em ratas com artrite
Para indugdo de artrite foi inoculado 0,1 mL de ACF na pata traseira
direita de ratas Wistar (180-200g). Em seguida, os animais (n=I 1) foram tratados

com a associacdo de nabumetona (20 mg/kg, v.0.) + pentoxifilina (20 mg/kg,
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v.0.), diariamente, do dia 0 ao dia 35, apds inje¢do do adjuvante. O aumento de
volume da pata contralateral (reacdo secundéria) e peso corporal destes animais
foi medido nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35 apds injecdo de ACF e o ganho de peso
corporal avaliado semanalmente até o 28° dia da doenca. O efeito inibitorio foi
calculado em comparacdo aos valores do grupo controle normal e/ou tratado

somente com o adjuvante.

4.3.7. Dosagem de IL-1{3 em ratas com artrite

As amostras de soro sanguineo aqui empregadas foram obtidas como
explicado anteriormente, no item 4.2.

Foi empregado um kit de ELISA especifico para IL-Ip de rato, com
sensibilidade de 3 pg/mL (Rat IL-ip, Biosource International, Camarillo,
California, USA). Todas as determinagdes foram procedidas seguindo-se
rigorosamente as especificacdes do fabricante. Inicialmente, 100 p,L do diluente-
padrdo foram acrescentados em cada poco, no qual encontrava-se 0 anticorpo
anti- IL-ip. Logo apds, foram distribuidos 50 pL das amostras séricas por pogo.
A placa foi coberta rapidamente e incubada por 3 horas a 37 °C. Em seguida, 0
contetdo dos pocos foi descartado e estes foram lavados com uma solugéo-
tampdo apropriada, quatro vezes cada poco. Apds isto, foram adicionados 100 pL
de anticorpo anti-lIL-ip a cada poco, permanecendo em incubacédo durante 1 hora
a temperatura ambiente (25 °C). Apds este periodo, o material contido nos pogos
foi descartado e estes lavados mais quatro vezes com a solugdo-tampéo. A seguir,

100 pL de estreptavidina-HPR foram adicionados a cada pogo. A placa foi
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coberta, permanecendo mais 30 minutos a temperatura ambiente (25 °C), sendo a
seguir esvaziada e lavada como ja descrito. Adicionou-se 100 uL de solucdo
cromoOgena a cada poco e a placa foi novamente incubada durante 30 minutos a
temperatura de 25°C, em ambiente escuro. Apds este periodo, 100 pL de uma
solugdo bloqueadora da reacdo foram acrescentados a cada pogo e, finalmente,
foi procedida a leitura da absorbancia com um leitor de ELISA calibrado para
450 nm, sendo os niveis de IL-13 expressos em pg/mL.

Em todos os experimentos foi construida uma curva padrdo com diluicbes
seriais de IL-1(3 do rato (46,9 a 3000 pg/mL), empregando-se analise de
regressdo linear simples das amostras especificas em relagdo as concentragdes
esperadas. O imunoensaio foi considerado valido somente quando o valor de r2
foi de 0,95 , no minimo. O valores dos niveis de IL-ip nos diferentes grupos
experimentais foram obtidos extrapolando-se os dados a partir da curva padréo,
multiplicando-se a concentracdo obtida pelo fator de diluicdo apropriado, de
acordo rigorosamente com as especificacdes do fabricante.

Os niveis séricos de IL-ip foram estudados no 1-, 10-, 20- e 30- dia apds a
injecdo de ACF nos animais controle com artrite. Nos animais com artrite
tratados com pentoxifilina (20 mg/kg, v.0.), nabumetona (20 mg/kg, v.0.),
indometacina (2 mg/kg, v.0.) ou com a combinagdo de nabumetona (20 mg/kg,
v.0.) + pentoxifilina (20 mg/kg, v.0.) durante 35 dias, foi medido o nivel de IL-
1P sérico no 20- dia ap6s a inoculacdo de ACF, periodo correspondente ao pico
da reacdo inflamatoria secundaria. Nas ratas com artrite gravidas foi determinado

0 nivel sérico de IL-13 no 21- dia de gestacdo, correspondente ao 14- dia apds
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injecdo de ACF. Um grupo adicional de ratas normais, sem tratamento algum,
foi também incluido para fms de determinacdo dos valores basais circulantes de

IL-ip.

4.3.8. Dosagem de TNFa em ratas com artrite

Os niveis séricos de TNFa foram determinados empregando-se um kit de
ELISA especifico para TNFa de rato, com sensibilidade de 4 pg/mL (Rat TNFa,
Biosource International, Camarillo, Califérnia, USA).

Inicialmente, foram adicionados 50 pL do diluente padrdo a cada poco
contendo o anticorpo especifico para 0 TNFa de rato. A seguir, 50 pL das
amostras e mais 50 pL dos padrdes foram distribuidos em cada pocgo e, logo
apos, adicionou-se 50 pL do segundo anticorpo anti-TNFa. Em seguida, a placa
foi submetida a incubacdo a temperatura ambiente (25 °C), durante | hora e meia.
Apds isso, as amostras foram descartadas e 0s po¢os lavados quatro vezes com
uma solucdo tampdo especifica. Foram distribuidos, entdo, 100 pL de
estreptavidina-HPR por pogo e a placa foi incubada durante mais 45 minutos a 25
°C. Apo0s este periodo, o material foi novamente descartado, repetindo o
procedimento de lavagem dos pogos. Apds isso, adicionou-se 100 pL de solugéo
cromogena a cada po¢o e a placa foi incubada por 30 minutos & temperatura
ambiente (25 °C), no escuro. Por fim, foram acrescentados 100 pL de solucdo

bloqueadora da reacdo e, imediatamente apds, foi procedida a leitura da
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absorbancia num leitor de ELISA calibrado a 450 nm. e os niveis de TNFa
expressos em pg/mL.

Em todos os experimentos foi construida uma curva padrdo com TNFa do
rato nas diluicdes de 15.6 a 1000 pgunL, a partir da qual extrapolava-se o valor
da concentracdo sérica de TNFa. de acordo com as especificacdes do fabricante
do Afi. O imunoensaio foi considerado valido somente quando o valor de r foi de
0,95 , no minimo.

O nivel sérico de TNFa foi estudado no 1~ 102, 202 e 30- dia apds a
injecdo de ACF nos animais controle com artrite. Nas ratas com artrite tratadas
com pentoxifilina (20 mg/kg, v.o.), nabumetona (20 mg/kg, v.0.), indometacma
(2 mg/kg, v.0.) ou com a combinacdo de nabumetona (20 mg/kg, v.0.) +
pentoxifilina (20 mg/kg, v.0.) durante 35 dias, o nivel sérico de TNFa foi medido
no 20- dia apos a inoculacdo de ACF, periodo correspondente ao pico da reacdo
inflamatoria secundaria. Nas ratas gravidas com artrite foi determinada a
concentracdo sérica de TNFa no 21- dia de gestacdo, correspondente ao 14- dia
apods injecdo de ACF. Um grupo adicional de ratas normais, sem tratamento, foi
também incluido para fins de determinagcdo dos valores basais circulantes de

TNFa.

4.3.9. Dosagem de IL-ip e TNFa durante o ciclo estral da rata
Foram utilizadas ratas Wistar (180-200g) apresentando ciclos estrais

normais. Os animais foram examinados no inicio da manhad (8:00 h), sendo
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realizado exame de esfregaco vaginal para identificacdo da fases de estro e
diestro. As amostras de sangue eram coletadas do plexo orbital, as 9:00 h da
manhd. Em seguida, as mesmas foram centrifugadas a 2000 rota¢Ges por minuto
durante 10 minutos. Foi obtida, entdo, uma amostra de soro a qual acrescentava-
se imediatamente inibidores de protease, antes da estocagem em refrigerador a
-70°C. A determinacdo de IL-10 e TNFcc foi feita através de ELISA, como
explicado anteriormente, com um numero de 5 animais por grupo. A
significancia estatistica foi avaliada através do teste ‘' de Student para amostras

desemparelhadas, com p<0,05 no minimo.

4.3.10. Efeito de inibidores de ciclooxigenase e da sintese de TNFa no ciclo

estral em ratas com artrite

Grupos de ratas com artrite (180-200g) foram tratadas com indometacina
(2mg/kg, v.o.; n=8), inibidora mais seletiva de COX-1, piroxicam (2 mg/kg, v.o.;
n=8), inibidor ndo-seletivo de COX, ou com os inibidores da sintese de TNFa,
pentoxifilina (30 mg/kg, v.o.; n=10) e talidomida (10 mg/kg, v.o.; n=TI), a partir
do 1- dia apds injecdo de ACF e entdo observadas as fases do ciclo estral, do 14-
até o 35- dia da doenca, como descrito anteriormente (item 4.3.2), para o estudo
da ciclicidade reprodutiva. Todas as drogas foram diluidas com salina fisioldgica
154 mM imediatamente antes de sua administracdo, ficando o volume final

ajustado para 10 mL/kg de peso corporal.
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4.3.11. Efeito de inibidores da sintese de TNFa na implantacdo do
blastocisto na rata
Ratas Wistar (180-200 g) normais foram acasaladas com reprodutores
de comprovada fertilidade. Na manhd do dia seguinte ao acasalamento,
examinava-se o esfregaco vaginal destes animais. A presenca de espermatozoides
no esfregaco indicava o 1~ dia de gravidez. Os animais foram entdo divididos em
seis grupos experimentais, trés dos quais receberam pentoxifilina (30 mg/kg,
v.0.; n=5), talidomida (10 mg/kg, v.0.; n=6) ou clorpromazina (30 mg/kg, v.0.;
n=6) do 1- ao 3~ dia de gravidez. Os trés grupos restantes foram tratados com as
mesmas doses das drogas em estudo, do 4~ ao 6- dia de gravidez. No 10- dia de
gestacdo, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, sendo
realizada laparotomia e determinado o numero de implantes fetais nos cornos
uterinos. Um grupo controle com ratas gravidas normais, sem tratamento, foi
também incluido para comparagé&o.
Todas as drogas foram diluidas com salina fisiolégica 154 mM
Imediatamente antes de sua administragdo, ficando o volume final ajustado para

10 mL/kg de peso corporal.

4.3.12. Efeito de inibidores da ciclooxigenase 1 e 2 na implantacdo do
blastocisto na rata
Ratas Wistar (180-200g) normais foram acasaladas na fase de proestro
do ciclo estral com machos de comprovada fertilidade. Na manhda do dia

seguinte, examinava-se o0 esfregaco vaginal destes animais, no qual a presenca de
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espermatozoides revelava o 1- dia de gravidez. Os animais foram entdo divididos
ao acaso em grupos de 10 fémeas gravidas em cada e tratados com salina
fisiologica (controle, 154 mM) ou com inibidores mais seletivos de COX-2,
nimesulide (5 mg/kg, v.o0.), meloxicam (3 mg/kg, v.0.), nabumetona (20 mg/kg,
v.0.), ou com um inibidor mais seletivo de COX-1, indometacina (2 mg/kg, v.0.).
Todos os tratamentos foram realizados do 1- ao 7- dia de gravidez, uma vez por
dia, exceto a indometacina, que foi administrada duas vezes por dia. O peso
corporal dos animais foi medido antes do inicio dos experimentos e, a partir dai,
a intervalos de 10 dias. Os grupos respectivos foram sacrificados por
deslocamento cervical e laparotomizados no 10- dia de gravidez, sendo

determinado o nimero de implantes utennos e de corpos l0teos ovarianos.

4.3.13. Efeito de inibidores da cicloxigenase 1 e 2 na gravidez da rata

Ratas Wistar (180-200g) normais foram acasaladas durante o proestro
com machos de comprovada fertilidade. O primeiro dia de gravidez foi
determinado pela presenca de espermatozdides no esfregaco vaginal, como
explicado anteriormente. Os animais foram a seguir divididos em grupos com 10
fémeas gravidas em cada e tratados com salina fisiologica (controle, 154 mM) ou
com inibidores mais seletivos de COX-2, nimesulide (5 mg/kg, v.0.), meloxicam
(3 mg/kg, v.0.), nabumetona (20 mg/kg, v.0.), ou com um inibidor mais seletivo
de COX-1, indometacina (2 mg/kg, v.0.). Todos os tratamentos foram realizados
do 1- ao 7- dia de gravidez, uma vez por dia, exceto a indometacina, que foi

administrada duas vezes por dia. No 20a dia de gestacdo, os animais foram
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sacrificados por deslocamento cervical e laparotomizados para determinacdo do
namero de fetos vivos/mortos, reabsorgdes fetais, bem como do peso dos fetos e

placentas.

4.3.14. Efeito do extrato de placenta humana em ratas com artrite

Ratas Wistar (180-200g) receberam injecdo de 0,1 mL de ACF na pata
traseira direita para inducdo de artrite. Entre o 10e e 20° dia apds a injecdo de
ACF, os animais foram tratados com EPH (400 mg/kg, i.p.) ou indometacina (2
mg/kg, v.0.), diariamente. O aumento de volume da pata contralateral (reagédo
secundaria) foi medido nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35 apds injecdo de ACF e o
ganho de peso corporal determinado nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 apds a indugdo da
doenca. O efeito inibitorio foi calculado em comparagdo aos valores do grupo

controle normal e/ou tratado somente com o adjuvante.

4.3.15 Efeito da inducédo de artrite na gestacdo da rata

Ratas Wistar (180-200g) normais foram acasaladas na fase de proestro
do ciclo estral com machos de comprovada fertilidade. A presenca de
espermatozoéides no esfregaco vaginal na manh& do dia seguinte ao acasalamento
designava o 1° dia de gravidez. No 7° dia de gravidez, os animais (n=9)
receberam uma injecdo subplantar de 0,1 mL de ACF na pata traseira direita para
inducdo de artrite. Verificou-se, através de pletismografia, o desenvolvimento da
lesdo inflamatdria primaria e secundaria nestes animais nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e

35, apobs a injecdo do adjuvante. Além disso, observou-se o peso e o tamanho dos



69

fetos e 0 peso da ninhada, bem como a ocorréncia de possiveis deformidades

fetais ou aborto durante a gravidez destes animais.

4.3.16. Efeito da inducédo de gravidez em ratas com artrite

Ratas Wistar (180-200g; n=32) receberam injecdo subplantar de 0,1 mL
de ACF na pata traseira direita para inducdo de artrite. Entre 0 10- e 0 15- ap0s
injecdo de ACF, os animais foram acasalados com machos reprodutores de
comprovada fertilidade.  Verificou-se  através de pletismografia, o0
desenvolvimento da lesdo inflamatdria secundaria nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35
apos a injecdo do adjuvante. O ganho de peso corporal foi determinado no inicio
do periodo experimental e entdo monitorado semanalmente até o 28° dia da
doenca. Observou-se também o desenvolvimento da gravidez destes animais até
0 parto, verificando-se 0 peso e o tamanho dos fetos e 0 peso da ninhada, bem

como a ocorréncia de possiveis deformidades fetais ou aborto.

4.3.17. Efeito de inibidores da sintese de TNFa e ciclooxigenase na gravidez
em ratas com artrite
Grupos adicionais de ratas com artrite foram tratados com o inibidor
mais seletivo de COX-1, indometacina (2 mg/kg, v.0.; n-8), com o inibidor mais
seletivo da COX-2, nabumetona (20 mg/kg, v.0.; n=8), ou com o inibidor da
sintese de TNFa, pentoxifilina (20 mg/kg,v.0.; n-8) diariamente, do dia 0 ao dia
35 apbs injecdo do adjuvante, e, em seguida, acasaladas como descrito

anteriormente no item 4.3.12. Verificou-se o desenvolvimento da gravidez destes
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animais até o parto, determinando-se o peso e o tamanho dos fetos, o peso da
ninhada, a extensao cramo-base da cauda dos filhotes, bem como a ocorréncia de

possiveis deformidades ou aborto.

4.4, Estudo histopatoldgico

Ratas normais e com artrite foram sacrificadas no 21- dia ap6s injecdo de
ACF. Em seguida, as patas contralaterais foram amputadas acima da articulagédo
tibiotarsica e fixas em formalina neutra a 10%. Ap0s a descalcificacdo em &cido
nitrico a 7%, as patas foram seccionadas longitudinalmente e realizada
montagem em laminas de vidro com fragmentos de tecido com 10 jim, coradas
com hematoxilina e eosina (HE) e avaliadas sob microscopia Optica. Em cada
grupo experimental, as seccgOes tissulares de quatro ratas foram escolhidas
aleatoriamente para avaliacdo dos sinais da artrite e os resultados tabulados como
se segue: animais 1-4, controles com artrite tratados com veiculo (salina 154
mM); animais 5-8, ratas com artrite tratadas com nabumetona (20 mg/kg, v.0.);
animais 9-12, ratas com artrite tratadas com pentoxifilina (20 mg/kg,v.0.); e
animais 13-16, ratas com artrite tratadas com nabumetona (20 mg/kg, v.0.) +
pentoxifilina (20 mg/kg, v.0.). Todos os tratamentos foram realizados
diariamente, do dia 0 ao dia 35 ap0s injecdo do adjuvante.

Foram examinadas também secces transversais do Utero e secgOes
longitudinais do ovéario obtidos de ratas com artrite no 21° dia ap06s a injecdo de
ACF, empregando-se a técnica de coloracdo por hematoxilina e eosina e

microscopia optica.
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4.5. Andlise estatistica
Os dados encontram-se expressos como média = erro padrdo da média
(EPM) e foram submetidos a ANOVA e teste de comparacdo maultipla de

Student-Newman-Kuels ou teste “t” de Student para amostras desemparelhadas,

com um nivel de significancia minimo exigido de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Curso temporal do desenvolvimento da lesdo inflamatdria secundéria e

do ganho de peso corporal em ratas com artrite

A Figura 1 e 0 Anexo 1 demonstram o desenvolvimento da lesdo artritica,
medida como 0 aumento de volume da pata contralateral (reacdo secundaria) em
relacdo aquela em que foi injetado o ACF, em ratas controle com artrite (n=24).
No grupo controle-artrite observou-se que o volume da pata contralateral comeca
a aumentar a partir do 14- dia (125 £ 26 pL), atingindo o pico no 21- dia (330 *
24 pL) e, a seguir, decresce progressivamente até o 35fi dia (126 + 24 pL) ap0os
injecdo de ACF. A Figura 2 e 0 Anexo 2 revelam que as ratas com artrite
comecam a perder peso no 7- dia ap6s a inje¢cdo do ACF , mantém-se perdendo
peso até o 14- dia e, a partir dai, persiste um baixo ganho de peso corporal no
decorrer do periodo experimental, indicando que a perda de peso precede o
méaximo desenvolvimento da lesdo da articulagdo. Nos dias 21 e 28 apds o ACF,
0 ganho de peso das ratas com artrite foi apenas 1.9 e 4% dos valores basais
respectivamente, contra 20,1 e 20,3% observado nas ratas normais do grupo

controle.

5.2. Perfil hematolégico e bioquimica sérica em ratas com artrite
A Tabela 1 mostra que ocorreu uma reducdo significativa do nimero de
leucdcitos totais, principalmente linfécitos, no sangue dos animais com artrite no

35- dia apds a injecdo de ACF. Os dados da Tabela 2 e da Tabela 3 demonstram
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que ndo houve alteragdes significativas nos niveis de glicose sanguinea,
transaminases séricas (TGO e TGP), desidrogenase lactica, proteinas totais ou
nas proteinas séricas totais, albumina, globulinas (totais, al, a2, pie2, y) e na

relacéo albumina/globulina nestes animais.

5.3. Peso dos 6rgao do sistema reprodutor e histologia do Utero e ovarios em

ratas com artrite

A Tabela 4 revela que ndo ocorre alteracdo significativa no peso ovariano e
uterino das ratas com artrite no 35- dia apés injecdo do ACF, em comparagdo as
ratas normais. Contudo, a Figura 3b demonstra que o0 ovario destes animais
apresenta-se com reducdo do numero de foliculos, em comparacdo aos animais
normais na fase de estro como visto na Figura 3a. O exame histolégico revelou
também um aumento da infiltracdo de células inflamatdrias, principalmente,
eosinofilos e plasmdcitos, no Gtero das ratas com artrite no 21- dia apos
inoculagdo do ACF (Figura 3d), em relacdo ao Utero normal durante o estro

(Figura 3c).

5.4. Efeito da artrite na duracéo ciclo estral da rata

Verificou-se, como exposto na Figura 4 e Anexo 3, que as ratas com artrite
induzida por ACF apresentam um significativo aumento na duragdo do ciclo
estral (p<0,001), 5,1 + 0,26 dias (n-18), em comparacdo as fémeas do grupo

controle normal, 4 + 0 dias (n=8), sem artrite.
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5.5. Efeito da artrite na implantacdo do blastocisto na rata

Verificou-se, como descrito na Figura 5, Anexo 4 e Figura 6, que a
ocorréncia de gravidez nas ratas com artrite entre 0 10° e 20° dia apds injecdo de
ACF, resultou numa reducdo significativa (p<0,05) do ndmero de implantacdes
uterinas (8 = 0,7; n-26) no 10° dia de gestacdo, correspondente a uma inibicdo de
22,3%, em comparagdo ao grupo controle normal (10,3 + 0,6; n=19). O nlmero
de corpos lateos sofreu um discreto aumento, ndo significativo estatisticamente,

nos animais com artrite (10,5 £ 0,5; n=26), quando comparados aos animais

normais (9,5 £ 0,7; n=17).

5.6. Efeito de inibidores da sintese de TNFa na lesdo inflamatéria articular e

no ganho de peso corporal em ratas com artrite

Observa-se na Figura 7 e Anexo 5, que nas ratas com artrite induzida por
ACF, tratadas durante todo o periodo da doenca com pentoxifilina (20 mg/kg,
v.0.; n=18) ou com talidomida (10 mg/kg, v.0.; n=12) ocorreu uma reducdo do
aumento do volume da reacdo inflamatoria secundaria, correspondente a 84 e
82% de inibicdo, respectivamente, com valores significativos estatisticamente
(p<0,001) no 21° dia ap6s inoculacdo do adjuvante, em comparacao as ratas com
artrite do grupo controle.

Além disso, a Figura 8 e 0 Anexo 6 revelam que as ratas com artrite
comecam a perder peso no 7° dia apds a injecdo do ACF , mantém-se perdendo
peso até o 14° dia e, a partir dai, persiste um baixo ganho de peso corporal no

decorrer do periodo experimental, indicando que a perda de peso precede o
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maximo desenvolvimento da lesdo da articulacdo. Nos dias 21 e 28 apds o ACF,
0 ganho de peso das ratas com artrite foi apenas 1.9 e 4% dos valores basais
respectivamente, contra 20.1 e 20.3% observado nas ratas normais do grupo
controle. O tratamento com as drogas inibidoras da sintese de TNFcc,
pentoxifilina (20 mg/kg, v.o.; n=28) ou talidomida (10 mg/kg, v.o.; n=12),
diariamente, durante todo o periodo experimental, ndo reverteu o baixo ganho de

peso observado nos animais com artrite.

5.7. Efeito de inibidores da ciclooxigenase na lesdo inflamatoria articular e

no ganho de peso corporal em ratas com artrite

A Figura 9 e 0 Anexo 7 demonstram que a administracdo do inibidor mais
seletivo de COX-1, indometacina (2 mg/kg, v.o.; n=17), ou do inibidor néo-
seletivo da COX, piroxicam (2 mg/kg, v.o.; n=12), inibe significativamente
(p<0,05) o desenvolvimento da lesdo secundaria nas ratas com artrite, com uma
inibicdo percentual de 55 e 64% respectivamente, em compara¢do aos animais
com artrite do grupo controle, tratados com salina 154 mM. Os resultados
demonstram ainda que o inibidor mais seletivo da COX-2, nabumetona (20
mg/kg, v.0.; n-U), inibe em 84% (p<0,001) a lesdo secundaria, comparado ao
grupo controle com artrite.

A Figura 10 e o Anexo 8 demonstram que o tratamento com as drogas
supracitadas ndo reverte o baixo ganho de peso corporal das ratas com artrite, em

comparacdo ao grupo controle normal. O exame do estbmago dos animais ao
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final do periodo experimental (35° dia apds ACF) ndo revelou a presenca de

lesBes macroscopicas ha mucosa gastrica.

5.8. Efeito da associacdo de um inibidor de ciclooxigenase 2 e um inibidor
de TNFa na lesdo inflamatoria articular e no ganho de peso corporal
em ratas com artrite
O tratamento com a associacdo de nabumetona (20 mg/kg, v.0.) +

pentoxifilina (20 mg/kg, v.0.), como exposto na Figura 11 e Anexo 9, reduziu

significativamente (p<0,001) o desenvolvimento da lesdo secundéria na ratas
com artrite induzida por ACF, com valor correspondente a 80% de inibicdo, em

comparagdo aos animais do grupo controle, tratados somente com salina 154

mM. Esta associacdo foi incapaz, entretanto, de reverter o baixo ganho de peso

corporal das ratas com artrite, como visto na Figura 12 e Anexo 10. A Figura 12

e 0 Anexo 10 demonstram também que o tratamento de ratas normais durante 28

dias com pentoxifilina (20 mg/kg, v.0.) ou nabumetona (20 mg/kg, Vv.0.)

isoladamente promove uma reducdo do ganho de peso corporal até o 14° dia e, a

partir dai, somente os animais que receberam pentoxifilina (20 mg/kg, v.0.)

continuam a perder peso até o 28° dia apds a administracdo da droga.

5.9. Analise histopatolégica das lesbes inflamatérias na articulagdo
tibiotarsica em ratas com artrite.
O exame histologico das articulacGes tibiotarsicas das ratas normais

revelaram que as extremidades dsseas e a membrana sinovial permanecem
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integras e 0 espaco entre 0s 0ssos € completamente claro (Figura 13a). Os
animais do grupo controle com artrite demonstram uma severa infiltracdo
leucocitica e hiperplasia da sindvia (Figura 13b), formacdo do pannus
inflamatorio, inclusive com invasdo dos seios medulares do 0sso subcondral,
deposicgéo de fibrina, bem como a presenga de eroséo da cartilagem articular nas
areas de expansao sinovial (Figura 13c e Tabela 5). As ratas com artrite tratadas
com a nabumetona (20 mg/kg, v.0.) ou com a pentoxifilina (20 mg/kg, v.0.)
manifestaram auséncia de infiltracdo celular e hiperplasia sinovial (Figura 13d e
e). Além disso, foi também observado um menor grau de deposicdo de fibrina,
formacdo de vilos e degradacdo/destruicéo da cartilagem (Tabela 5). Os animais
com artrite que receberam o tratamento combinado com nabumetona (20 mg/kg,
v.0.) + pentoxifilina (20 mg/kg, v.0.) demonstraram uma total auséncia de reagéo
inflamatoria, hiperplasia sinovial e destruicdo de cartilagem, mas somente

discreta formacao de vilos e deposicdo de fibrina (Figura 13fe Tabela 5).

5.10. Efeito de inibidores de ciclooxigenase e da sintese de TNFa no ciclo
estral da rata com artrite

Os dados da Figura 14 e Anexo 11 demonstram que 0s animais com artrite

tratados com piroxicam (2 mg/kg, v.o0.; n=8), inibidor ndo-seletivo de COX, mas

ndo com indometacina (2 mg/kg, v.o.; n=8), inibidor mais seletivo de COX-1, ou

com os inibidores da sintese de TNFa, pentoxifilina (20 mg/kg, v.o.; n=10) e

talidomida (10 mg/kg,v.0.; n=Il), demonstram ciclos estrais normais, com
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duracdo significativamente (p<0,001) menor, 4 = 0 dias (n=8), comparados

aqueles do grupo controle com artrite (5,5 = 1,26 dias; n=18).

5.11. Niveis circulantes de IL-ip e TNFa no ciclo estral da rata

Como demonstrado na Figura 15 e Anexo 12, foram determinados 0s niveis
séricos de IL-13 e de TNFa nas fases de estro e diestro do ciclo estral da rata
normal. Observou-se que os niveis circulantes de IL-ip, mas ndo de TNFa,
encontravam-se significativamente (p<0,05) elevados no estro (267 = 78,5

pg/mL; n=5), em comparagao ao diestro (62,2 + 40,4 pg/mL; n=5).

5.12. Niveis circulantes de IL-ip e TNFa em ratas com artrite

A Figura 16 e o Anexo 13 demonstram que as ratas com artrite induzida por
ACF apresentaram uma elevacdo significativa dos niveis séricos de 1L-13 (695,3
+ 74,9 pg/mL; n=5) e de TNFa (113,1 £ 2,74 pg/mL; n=4) jano 1~ dia (5 h apos
injecdo de ACF) apo6s a injecdo do adjuvante, em comparacdo ao grupo controle
normal (IL-13 62,2 + 40,4 pg/mL; n=5; TNFa 34,9 £ 8,7 pg/mL; n=4), e, a partir
dai, os valores de IL-13 diminuiram progressivamente até o 30- dia (268 + 63,5
pg/mL; n=4). Os niveis de TNFa, entretanto, mantiveram-se elevados durante

todo o curso da doenga.
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5.13. Efeito de inibidores da ciclooxigenase e da sintese de TNFa nos niveis
circulantes de IL-ip e TNFa na rata com artrite

Verifica-se a partir da Figura 17 e Anexo 14 que o tratamento das ratas com
artrite por ACF com a indometacina (2 mg/kg, v.0.), inibidor mais seletivo da
COX-1, reduziu significativamente (p<0,05) o nivel sérico de IL-1p (125 + 14,5
pg/mL; n=4), mas ndo o de TNFa, medidos no 20a dia apés injecdo de ACF, em
comparacao aos animais com artrite (IL-1J3 444 + 147,3 pg/mL; n=4), tratados
somente com salina 154 mM. Embora os grupos de animais que receberam
nabumetona (20 mg/kg, v.0.), inibidora mais seletiva de COX-2, ou pentoxifilina
(20 mg/kg, v.0.), inibidora da sintese de TNFa, ou a associacdo nabumetona (20
mg/kg, v.0.) + pentoxifilina (20 mg/kg, v.0.) tenham demonstrado algum grau de
inibicdo (44, 43 e 60%, respectivamente) nos niveis séricos de IL-Ip no 20- dia
apos inducdo da doenca, este decremento ndo foi estatisticamente significativo. O
nivel sérico de TNFa, contudo, diminuiu significativamente (p<0,001) nos
animais com artrite tratados com pentoxifilina isoladamente (31,7 £ 7,4 pg/mL;
n=4), ou em associacdo com a nabumetona (15,4 = 2,3 pg/mL; n=4) quando
comparados aos animais com artrite tratados com salina (124,8 + 20,1 pg/mL;
n-4), no 20- dia apds inducdo da doenga. A nabumetona isoladamente ndo
demonstrou uma inibicdo significativa nos niveis séricos de TNFa no pico da

reacdo inflamatdria secundaria.



80

5.14. Efeito da gravidez nos niveis circulantes de IL-Ip e TNFa na rata com
artrite no dia do parto.

Como demonstrado na Figura 18 e Anexo 15, os niveis séricos de IL-1[3
(276 £ 35,4; n=4) e TNFa (8,9 £ 1,8; n=4) encontram-se reduzidos de forma
altamente significativa (p<0,001) no 21° dia de gravidez, nas ratas gravidas nas
quais foi induzida artrite com ACF no 7° dia de gestacdo, em comparacdo aos
niveis circulantes de IL-ip (605,9 + 35,6; n=4) e TNFa (126 + 5,97; n=4) no 10°
dia apos injecdo de ACF nas ratas controle, tratadas somente com salina 154

mM.

5.15. Efeito da gravidez na lesdo inflamatéria secundaria em ratas com

artrite

A Figura 19 e Anexo 16 apresentam o desenvolvimento da lesdo artritica,
medida como o aumento de volume da pata contralateral (reacdo secundaria)
aquela em que foi injetado o ACF, em ratas controle com artrite (n=24), bem
como em ratas gravidas (n=15) nas quais foi induzida artrite no 7° dia de
gestacdo. No grupo controle observou-se que o volume da pata contralateral
comeca a aumentar a partir do 142 dia (125 + 26 pL), atingindo o pico no 21° dia
(330 £ 24 pL) e, a sequir, decresce progressivamente até o 35° dia (126 =* 24
pL) apos injecdo de ACF. Nas ratas gravidas o desenvolvimento da leséo artritica
foi reduzido significativamente (p<0,001) no 21° dia (8 + 4 pL), periodo

correspondente ao maximo desenvolvimento da doenca.
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5.16. Efeito da gravidez no desenvolvimento da lesdo inflamatéria primaria
na rata com artrite

De acordo com a Figura 20 e Anexo 17. observa-se que a injecdo subplantar
de ACF promove um intenso aumento de volume da pata traseira direita das ratas
controle com artrite (n=24), com pico no 14° dia (1160 = 100 pL) apos a
inoculacdo do adjuvante, permanecendo com valores relativamente elevados até
0 35° dia (630 *+ 40pL). Nas ratas gravidas (n=9) este aumento de volume foi
significativamente reduzido nos dias 14 (830 + 35 pL; p<0,01) e 21 (640 % 60
pL; p<0,05) apds injecdo de ACF, correspondente a uma reducdo de 29 e 30%,
respectivamente em comparacdo as ratas com artrite do grupo controle, que

receberam somente salina 154 mM durante o periodo experimental.

5.17. Efeito de inibidores da sintese de TNFa na implantacdo do blastocisto
na rata

O tratamento de ratas normais com inibidores da sintese de TNFa,
pentoxifilina (30 mg/kg), talidomida (10 mg/kg) e clorpromazina (30 mg/kg),
por via oral, no periodo do 1° ao 3° dia de gravidez, resulta numa diminuicéo
significativa (p<0,05; p<0,001) do numero de sitios de implantacdo uterina, com
percentagens de inibicdo de 49,2, 73,9 e 46,1%, respectivamente, no 10° dia de
gravidez, em comparagdo ao grupo controle normal, sem tratamento. Contudo,
ratas normais tratadas do 4° ao 6° dia de gravidez com as mesmas drogas, nas

mesmas vias e dosagens, apresentaram reducdo do numero de implantes uterinos
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apenas quando tratadas com clorpromazina, correspondendo a 52,7% de inibicao.

Os resultados estdo demonstrados na Figura 21 e Anexo 18.

5.18. Efeito de inibidores da ciclooxigenase 1 e 2 na implantacdo do
blastocisto na rata

O tratamento de ratas normais, do le ao 7e dia de gravidez, com o0s
inibidores mais seletivos da ciclooxigenase 2, nimesulide (5 mg/kg, v.o.; n= 11) e
meloxican (3 mg/kg, v.o.; n= 10), mas ndo com nabumetona (20 mg/kg, v.o.; n=
10), reduziu significativamente (p<0,05) o numero de implantes fetais, 6,6 =+ 1,3
e 6,8 £ 1,3, respectivamente, no 10- dia de gravidez, em comparagdo ao grupo
controle normal (10,3 £ 0,6; n=19), tratado com salina 154 mM. A administracao
de indometacina (2 mg/kg, v.o.; n=9), inibidora mais seletiva de COX-1, no
mesmo periodo gestacional, duas vezes ao dia, ndo alterou significativamente o
numero de implantes fetais. Dentre as drogas empregadas, apenas 0 NIM e o
MLX reduziram o nimero de corpos luteos, contudo, este efeito ndo foi
significativo estatisticamente. Os resultados estdo apresentados na Figura 22 e

Anexo 19.

5.19. Efeito de inibidores da cicloxigenase 1 e 2 na gravidez da rata

Ratas tratadas do 1- ao 7- dia de gravidez, por via oral, com os inibidores
mais seletivos de COX-2, nimesulide (5 mg/kg), meloxicam (3 mg/kg) e
nabumetona (20 mg/kg) demonstraram reducdo significativa (p<0,05) do nimero

de fetos vivos no 20- dia de gravidez, com valores respectivamente de 59 + 1,3,
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6,8 £ 1 e 8,6 = 1,5 fetos vivos por rata gravida, quando comparadas aos animais
do grupo controle normal, tratados no mesmo periodo de tempo com salina 154
mM (10,1 + 0,5 fetos vivos/rata gravida). Estas drogas, com excecdo da
indometacina, ndo aumentaram significativamente o nimero de reabsorcdes
fetais, determinado no 20a dia de gravidez. O tratamento dos animais, do 12 to 72
dia de gravidez, com a indometacina (2 mg/kg, v.0.), inibidor mais seletivo de
COX-1, reduziu significativamente o nimero de fetos vivos/rata gravida, 5,3 +
1,4 (p<0,05). A indometacina aumentou também significativamente (p<0,001) o
numero de reabsorc¢des fetais, 4,88 + 1,4, no 20a dia de gestacdo, em comparacao
aos animais normais, 1 = 0,37. Estes resultados encontram-se descritos na Figura
23, Anexo 20 e Figura 24.

A Tabela 6 revela que, embora os pesos das placentas ndo tenham sido
alterados significativamente, os pesos corporais dos fetos cujas maes foram
tratadas do 12 to 72 dia de gravidez com os inibidores de COX-2 nimesulide (5
mg/kg,v.0.), meloxicam (3 mg/kg v.0.) e nabumetona (20 mg/kg v.o.), foram
reduzidos significativamente (p<0,001), correspondentes a 20, 24 e 16% de
reducdo respectivamente, no 20a dia de gravidez em comparacdo aos pesos dos
fetos de ratas normais, tratadas somente com salina 154 mM. A mesma Tabela
demonstra que o tratamento com os inibidores mais seletivos de COX-1,
indometacina (2 mg/kg, v.0.), e de COX-2, nimesulide (5 mg/kg,v.0.),
meloxicam (3 mg/kg, v.0.) e nabumetona (20 mg/kg, v.0.), promoveu uma
reducdo do numero total de fetos vivos, correspondente a 84, 42, 46, 15%

respectivamente, quando comparadas ao grupo controle normal, que recebeu
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salina 154 mM, no mesmo periodo de gestacdo. O numero de fémeas gravidas
com fetos vivos também foi reduzido em 80. 20. 10, 10% nos grupos tratados
respectivamente com indometacina, nimesulide. meloxicam e nabumetona, na
mesma via, dosagens e periodo supracitados. Como consequéncia da reducdo do
peso corporal fetal, a relacdo peso da placenta/peso corporal fetal aumentou
proporcionalmente com o uso dos inibidores de COX-2.

Dentre um total de 317 fetos examinados em diferentes grupos, apenas no
grupo tratado com meloxicam foi observada a morte de 1 feto, um valor que
corresponde a 1,8% de mortalidade neste grupo. O ganho de peso corporal
materno variou de 2,42 a 3.43 g/dia, ndo sendo observadas alteragdes entre 0s
grupos ou mortalidade materna. O exame macroscopico das ninhadas, no 20a dia
de gravidez, ndo revelou deformidades fetais ou malformac6es placentarias com
as dosagens e via empregadas no presente estudo em qualquer dos grupos

experimentais.

5.20. Efeito da inducgdo de artrite com ACF na gestacdo da rata

Os dados da Tabela 7 demonstram que a inducgdo de artrite com ACF no 7~
dia de gestacdo da rata causa uma reducdo do numero total de filhotes nascidos
(21,3%), bem como uma diminuicéo significativa (p<0,01), correspondente a 6%
do peso corporal destes filhotes, quando comparados aos valores do grupo
controle normal. Dentre as fémeas gravidas neste grupo apenas 33% pariram e,
além disso, morreram 13,3% dos fémeas gravidas. A duracdo média da gestacdo

nestes animais foi de 23,6 dias.
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A mesma tabela mostra que as ratas com artrite que foram acasaladas entre
0 10- e 0 15- dia apds a injecdo de ACF, apresentaram uma reducdo de 66% no
numero de filhotes nascidos, comparado ao grupo controle normal, sem, contudo
apresentar alteracdo significativa estatisticamente no peso corporal ou no
tamanho dos filhotes e na mortalidade materna. Além disso, houve uma reducdo
de 84% no numero de ratas gravidas paridas neste grupo. A duracdo média da
gestacdo nestes animais foi de 25,4 dias. A Tabela 7 demonstra também que,
dentre trés grupos de 8 ratas com artrite tratadas com inibidores mais seletivos de
COX-1, COX-2 ou da sintese de TNFa, respectivamente indometacina (2 mg/kg,
v.0.; n=8), nabumetona (20 mg/kg,v.0.; n=8) e pentoxifilina (20 mg/kg,v.o.;
n=8), a partir da inducdo da doenca e também acasaladas entre o 10- e 15- dia
apo6s a inoculacdo de ACF, apenas 20 acasalaram e engravidaram, e, destas,
apenas 3 pariram - uma em cada grupo experimental. O namero total de filhotes
nascidos vivos foi também reduzido drasticamente, representando uma
diminuicdo de 93,7 , 86 e 100% para os animais tratados com indometacina,
pentoxifilina e nabumetona, respectivamente, em comparagdo ao grupo controle
normal. Dentre os filhotes nascidos, 2 mortos foram observados no grupo tratado
com nabumetona. Além disso, dentre as fémeas gravidas dos diferentes grupos, 2
morreram, uma das quais havia sido tratada com indometacina e a outra com

nabumetona; ndo houve mortalidade materna no grupo tratado com pentoxifilina.
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5.21. Efeito da gravidez, do extrato de placenta humana e da indometacina
na lesdo inflamatdria articular e no ganho de peso corporal em ratas
com a artrite

Observou-se que a ocorréncia de gravidez nos animais, entre 0 102 e 0 152
dia apos a inoculacdo de ACF, promoveu uma reducdo altamente significativa

(p<0,001) do aumento do volume da pata contralateral (reacdo inflamatdria

secundaria) nos animais com artrite, no 21a dia da doenca (157 + 34 pL; n=31),

um valor correspondente a 53% de inibicdo, em comparagdo ao grupo controle
com artrite (Figura 25 e Anexo 21). De forma semelhante, ratas com artrite que

receberam o EPH (400 mg/kg, i.p.) ou indometacina (2 mg/kg, v.0.)

manifestaram uma significativa (p<0,001) diminuicdo da lesdo secundaria, como

evidenciado no 21a dia apos a inoculacdo de ACF, correspondente a uma inibicdo
de 55 e 55%, em comparacgdo as ratas controle com artrite, tratadas somente com

salina 154 mM (Figura 26 e Anexo 22). Entretanto, a Figura 26 e Anexo 22

revelam que, subseqliente a suspensdo do tratamento (dia 21) com EPH, ocorreu

um progressivo aumento de volume da lesdo secundaria, mas que ndo foi

significativamente maior que os valores do grupo de ratas com artrite no 28 e 35

dia apo6s injecdo de ACF. 5

Verifica-se, a partir da Figura 27 e Anexo 23, que a ocorréncia de gravidez
ndo alterou o baixo ganho de peso associado a artrite por ACF. Contudo, 0s

animais com artrite tratados com EPH (400 mg/kg, i.p.), mas ndo com a

indometacina (2 mg/kg, v.0.), demonstraram um progressivo aumento no ganho

de peso corporal, inclusive com valores significativamente maiores (p<0,001)
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que aqueles dos animais do grupo controle normal, particularmente no 28- dia

apos a injecdo de ACF.
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Figura 1 - Curso temporal do desenvolvimento da lesdo inflamatéria
secundaria em ratas com artrite

A artrite foi induzida através da inoculacdo de ACF subplantar (0,1 mL) na pata
traseira direita das fémeas controle (n= 24). O desenvolvimento da lesdo na pata
contralateral (reacdo inflamatoria secundaria) foi medido nos dias 0, 7, 14, 21, 28

e 35 apds a mjecdo de ACF. Os dados estdo expressos como Média £ EPM.
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Figura 2 - Curso temporal do ganho de peso corporal em ratas com artrite

Os animais do grupo controle-artrite (n=44) foram pesados semanalmente a partir
do dia da injecdo do ACF (dia 0), sendo comparados a um grupo controle-
normal (n=8). Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de Student-
Newman-Kuels, estando expressos como Média *= EPM. ***p<0,001,

comparado ao controle normal.



Tabela 1. Alteracdes hematoldgicas em ratas com artrite tio 35~ dia apos inje¢do do ACF.

Parametros Controle-normal Controle-artrite

Eritrograma

Hemécias (x1O06/mtn3) 7,38 £0,09 7.35 + 0,09
Hemoglobina (g/dL) 14 +0,16 14 +0,19
Hematocrito (%) 43,75 + 0,75 445 + 0,65
Volume corpuscular médio (fL) 593 + 172 60,43 + 1.38
Hemoglobina corpuscular média (pg) 1892 + 0,2 19 + 0 21
Cone, de hemoglobina corpusc. média (%) 31,98 +0,31 31.25 +0,44
Leucograma

Leucdcitos (x103/mm3) 10,17 0,67 6,73 £1,01*
Neutréfilos (x103mm3) 2,5 0,17 2,03 £0,51
Eosinofilos (xIO /tnm3) 0,08 +0,03 0,23 £0,05
Basofilos (x 103/mm3) 0+0 0+0
Linfécitos (x103/mm3) 7,36 + 0,61 4,18 +0,49*
Monocitos (xIO3/mma3) 0,61 +0,21 0,29 £ 0,08

Os valores estdo representados como Média + EPM (n=8 animais/grupo). Teste “t” de Student
(*p<0,05).



Tabela 2. Pardmetros bioquimicos sanguineos em ratas com artrite no 35e dia apos injecdo do ACF.

Pardmetros n Confiole-normal Corrfiole-artrite

Glicose sanguinea (mg/dL) 8 107,25 £9,4 925+ 1,19

Transaminases séricas

TGO (U/mL) 8 238,5 + 14,89 202,25 + 9,43

TGP (U/mL) 8 57,5 5,85 53 +2,55
Desidrogenase lactica (U/L) 8 2284 +438 1934 +227
Proteinas totais (mg/dL) 8 7,10 20,14 7,38 £0,11

Os valores estdo representados como Média + EPM (n=8 animais/grupo). ANOVA e teste de
Student-Newman-Keuls. N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos.



Tabela 3. Proteinas séricas em ratas coin artrite no 35- dia apos a injecdo de ACF

Grupos Proteinas  Albumina Globulinas A/G
totais Total ai 0c2 Pl &2 Y

Controle-normal 718 +0,13 3,48 +0,23 3,7+0,13 0,86 +0,13 0,42 +0,01 1,39 +0,06 1,04 +0,01 0,95 + 0,09

Controle-artrite 7,48 £0,11 3,89 £0,05 3,74 +0,1 0,88 +0,03 0,38 +0,02 1,35 +0,03 0,94 +0,04 1,09 +0,02

A/G = relacdo albumina/globulina. Todos os valores estdo expressos em g/dL e representados como Média + EPM (n=8

animais/grupo). Né&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos.



Tabela 4. Peso relativo dos 6rgdos do sistema reprodutor em ratas com artrite no 35- dia ap6s a injecdo de ACF.

Parametros n Peso dos 6rgdos (g/100 g de peso corporal)
Utero Ovérios

Controle-normal 8 0,244 + 0,024 0,080 + 0,004

Controle-artrite 8 0,222 + 0,022 0,058 +0,024

Os valores estdo representados como Média £+ EPM (n=8 animais/grupo). ANOVA e teste de
Student-Newman-Keuls. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre 0s

grupos.

i



Figura 3 - Histologia do utero e ovario em ratas com artrite

O painel (a) mostra uma seccdo longitudinal do ovario normal e (b) um corte
semelhante do ovario da rata com artrite onde observa-se reducdo do numero de
foliculos ovarianos. O pamel (c) apresenta uma seccdo transversal do utero de
uma rata normal na fase de estro e (d) revela, empregando-se um corte similar a
(c), uma intensa infiltracdo de eosinofilos e plasmdcitos no endometrio da rata
com artrite (seta). O ovario foi fotografado com aumento de 40x e o Gtero com

aumento de 100x. Foi empregada a técnica de coloracdo hematoxilina-eosina.
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Figura 4 - Efeito da artrite no ciclo estral da rata

Foi estudada a duracdo do ciclo estral em fémeas normais (n=8) e com artrite
(n=18) induzida por ACF, examinando-se o esfregago vaginal dos animais do 14-
até o 35- dia apds a injecdo de ACF. Os dados foram comparados empregando-se

0 teste ‘t’ de Student ndo-pareado e estdo aqui apresentados como Média + EPM.

***p<0,001.
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NUmero de corpos luteos no ovario

Figura 5 - Efeito da artrite na implantacdo do blastocisto na rata

Foi induzida gravidez entre o 10- e 20- dia ap6s inoculacdo de ACF (grupo
controle-artrite; n=26), sendo determinado o nimero de implantacdes uterinas e
corpos lateos ovarianos no 10- dia de gestacdo, em comparacdo ao Qgrupo
controle-normal (n=19). Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de

Student-Newman-Kuels e estdo representados como Média £ EPM. *p<0,05.



98

Figura 6 - Sitios de implantacgéo fetal no Utero da rata com artrite.

Foi induzida artrite pela tUioculagdo de 0,1 mL de ACF na pata traseira direita dos
animais. Observa-se que a rata com artrite apresenta um significativo aumento do
volume da pata contralateral (reacdo inflamatdéria secundaria) e, quando
acasalada com um macho feértil entre 0 10° e 20° dia ap06s a inoculacdo de ACF,
demonstra uma significativa diminuicdo do numero de implantacGes uterinas no

102 dia de gravidez, em comparagdo a rata normal.
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Aumento no volume da pata (pL)

Figura 7 - Efeito de inibidores da sintese de TNFa na lesdo inflamatéria
secundéaria em ratas com artrite

Os animais foram tratados com salina 154 mM (controle-artrite; n=24), PTF
(pentoxifilina 20 mg/kg, v.o.; n=18) ou TMD (talidomida 10 mg/kg, v.0.; n=12)
durante 35 dias, ap6s a inoculacdo de ACF. Os dados foram submetidos a
ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels, estando expressos como Média +

EPM. ***p<0,001.
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Controle-normal
Controle-artrite
Artrite + PTF

Artrite + TMD

Figura 8 - Efeito de inibidores da sintese de TNFa no ganho de peso
corporal em ratas com artrite

Os animais foram pesados semanalmente, a partir do dia da injecdo do ACF,
sendo tratados diariamente com salina 154 mM (controle-artrite; n=44), PTF
(pentoxifilina 20 mg/kg, v.o.; n=18) ou TMD (talidomida 10 mg/kg, v.0.; n=12),
durante todo o periodo experimental, sendo comparados a um grupo controle
normal (n=8), tratado somente com salina 154 mM. Os dados foram submetidos

a ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels, estando expressos como Média +

EPM. ***p<0,001, comparado ao controle normal.
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Aumento no volume da pata (p,L)

Figura 9 - Efeito de inibidores da ciclooxigenase na lesdo inflamatoria
secundaria em ratas com artrite

Os animais foram tratados com salina 154 mM (controle-artrite; n=24), INDO
(indometacina 2 mg/kg, v.0.; n=17), NAB (nabumetona 20 mg/kg, v.o.; n=II) ou
PIROX (piroxicam 2 mg/kg, v.o.; n=12) durante 35 dias, apds a inoculacdo de
ACF. Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels,

estando expressos como Média + EPM. *p<0,05 e ***p<0,001.
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—o0—Controle-normal

Controle-artrite
Artrite + INDO

Artrite + NAB
Artrite + PIROX

Figura 10 - Efeito de inibidores da ciclooxigenase no ganho de peso corporal
em ratas com artrite

Os animais foram pesados semanalmente a partir do dia da inoculacdo de ACF e
tratados diariamente com salina 154 mM (controle-artrite; n=44), INDO
(indometacina 2 mg/kg, v.o.; n=17), NAB (nabumetona 20 mg/kg, v.o.; n=10)
ou PIROX (piroxicam 2 mg/kg, v.0.; n=12), durante todo o periodo experimental,
sendo comparados a um grupo controle-normal in=8), tratado com salina 154
mM. Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels,
estando expressos como Média =+ EPM. ap<0,001, comparado ao controle-

normal; bp<0,01, comparado ao controle-artrite.
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Aumento no volume da pata (p,L)

Figura 11 - Efeito da associacdo de um inibidor de ciclooxigenase 2 e um
inibidor da sintese de TNFa na lesdo inflamatoéria secundaria em ratas com
artrite

Os animais foram tratados com salina 154 mM (controle-artrite; n=24) ou
PTF+NAB (pentoxifilina 20 mg/kg, v.o. + nabumetona 20 mg/kg, v.o.; n=I1)
durante 35 dias, apds a inoculacdo de ACF. Os dados foram submetidos a
ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels, estando expressos como Média +

EPM. ***p0,001.
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_a_ Controle-normal
—m- Controle-artrite
-o- PTF

-o-NAB
Artrite + PTF+NAB

Figura 12 - Efeito da associacdo de um inibidor da ciclooxigenase e da
sintese de TNFa no ganho de peso corporal em ratas com artrite

Ratas com artrite induzida por injecdo de ACF foram tratadas com salina 154
mM (controle-artrite; n=24) ou com a associacdo PTF+NAB (pentoxifilina 20
mg/kg, v.0. + nabumetona 20 mg/kg, v.o0.; n=Il) durante todo o periodo
experimental, apds a inoculacdo de ACF. Paralelamente, ratas normais foram
tratadas com PTF (pentoxifilina 20 mg/kg, v.0.; n=12) ou com NAB
(nabumetona 20 mg/kg, v.0.; n=7) durante 0 mesmo intervalo de tempo. Os
dados foram submetidos a ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels, estando

expressos como Média £ EPM. ***p<0,001.



Figura 13 - Histopatologia das lesGes inflamatdrias em sec¢des sagitais da
articulacao tibiotarsica em ratas com artrite

O painel (a) mostra a aparéncia da articulagdo normal. Os painéis (b e c)
mostram as alteracGes inflamatorias na articulagdo contralateral (reacdo
secundéria) no 202 dia ap6s a injecdo de ACF: (b) hiperplasia sinovial e severa
infiltracdo leucocitica 1la camada sub-sinovial (seta); (c) panmis inflamatério
invadindo o osso subcondral (seta). Nos painéis (d, e e f) observa-se auséncia de
infiltracdo celular e hiperplasia sinovial nas articulagcbes de ratas com artrite
tratadas com (d) pentoxifilina 20 mg/kg, v.0. ou (e) nabumetona 20 mg/kg, v.o.

e (f) pentoxifilina 20 mg/kg, v.o. + nabumetona 20 mg/kg, v.o.. (HE) x 100.






Tabela 5. Caracteristicas histopatologicas observadas na articulacdo tibiotarsica de ratas com artrite tratadas com inibidores da

COX-2 e da sintese de TNF isoladamente ou em associacao.

Histopatologia

Hiperplasia sinovial
Formacéo de vilos
Deposicao de fibrina
Infiltracéo geral
Formacédo de panmis
Eroséo da cartilagem

Destruicdo 0ssea

Destruicéo de cartilagem

Presenca de artrite

+

3

2
Controle
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +

+
+ +
+ +
+ +

NUmero da rata

0 1 12 13
PTF

14 15 16
PTF + NAB
+ +
+

Ratas com artrite foram tratadas por via oral com salina 154 mM (controle), NAB (nabumetona 20 mg/kg), PTF (pentoxifilina

20mg/kg) ou a associagdo PTF + NAB (pentoxifilina 20 mg/kg + nabumetona 20 mg/kg), a partir da injecdo de ACF, sendo

sacrificadas no 21a dia apds inducdo da doenca e analisada por microscopia Optica a lesdo da pata contralateral.
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Figura 14 - Efeito de inibidores da ciclooxigenase e da sintese de TNFa no
ciclo estral da rata com artrite

Foi estudada a duracdo do ciclo estral em fémeas normais e com artrite induzida
por ACF, pelo exame do esfregaco vaginal dos animais do 14- até o 35- dia apds
injecdo de ACF. Os animais com artrite foram tratados com INDO (indometacina
2 mg/kg, v.0.; n=8), PIROX (piroxicam 2 mg/kg, v.o0.; n=8), PTF (pentoxifilina
20 mg/kg, v.0.; n=10) ou TMD (talidomida 10 mg/kg, v.o.; n=Il) sendo
examinados no mesmo periodo de tempo. Os dados estdo aqui apresentados
como Média £ EPM e foram comparados através do teste ‘t’ de Student ndo-
pareado. ap<0,001, comparado ao controle normal (n=8); hp<0,001, comparado

ao controle com artrite (n=18), tratado com salina 154 mM.
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Figura 15 - Niveis circulantes de IL-ip e TNFa no ciclo estral da rata
normal

Foram medidas as concentraces séricas de IL-ip e TNFa durante as fases de
estro e diestro do ciclo estral da rata normal. Os dados estdo aqui apresentados
como Média + EPM (n=5). Os grupos foram comparados com teste ‘t' de Student

ndo-pareado. *p<0,05; comparado com o nivel sérico de IL-ip no diestro.

Niveis séricos de TNFa (pg/mL)
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: | Niveis séricos de TNFa (pg/mL)

Figura 16 - Niveis circulantes de IL-ip e TNFa em ratas com artrite

A artrite foi induzida pela inoculagdo subplantar de 0,1 mL de ACF na pata
traseira direita das ratas e o nivel sérico de citocinas foi determinado no decorrer
do tempo, a partir do 1~ dia (5 h apos injecdo de ACF), e a seguir no 10-, 20- e
30- dia apos a injecdo do adjuvante. Os dados representam a Média = E.P.M. (n=
4-5 animais por grupo). ***p<0,001, comparado ao grupo controle-normal;

ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels.
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H Niveis séricos de TNFa (pg/mL)

Figura 17 - Efeito de inibidores de ciclooxigenase e da sintese de TNFa nos
niveis circulantes de IL-10 e TNFa em ratas com artrite

Os niveis séricos de IL-10 e TNFa foram medidos no 20~ dia ap0s a inoculacao
de ACF (0,1 mL/animal). As ratas foram tratadas por via oral com salina 154
mM (controle-artrite), PTF (pentoxifilina 20 mg/kg), NAB (nabumetona 20
mg/kg), INDO (indometacina 2 mg/kg) ou com PTF+NAB (pentoxifilina 20
mg/kg + nabumetona 20 mg/kg). Os valores encontram-se expressos como Média
+ EPM. (n=4-5 animais por grupo). *p<0,05 e ***p<0,001, comparado ao grupo

controle-artrite; ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels.
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Figura 18 - Efeito da gravidez nos niveis circulantes de IL-ip e TNFa em
ratas com artrite no dia do parto

Foi medido o nivel sérico de IL-1J3 e TNFa no 21- dia de gravidez,
correspondente ao 14- dia ap6s a injecdo de ACF, em ratas gravidas nas quais foi
injetado ACF no 7~ dia de gestacdo (Artrite + gravidez), comparando-se com 0sS
niveis séricos destas citocinas no grupo controle-artrite (10 dias ap0s injecdo de

ACF) e com o grupo controle-normal (animais normais). Os valores encontram-
se expressos como Média £ EPM. (n= 4-5 animais por grupo). **p<0,01 e
***p<0,001, comparado ao grupo controle-artrite; ANOVA e teste de Student-

Newman-Kuels.
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Figura 19 - Efeito da gravidez na lesdo inflamatoéria secundaria em ratas
com artrite

Foi induzida artrite através da inoculacdo de ACF subplantar (0,1 mL) nas
fémeas do grupo controle-artrite (n= 24), e gravidas (Gravidez+artrite), no 7° dia
de gravidez (n=15). O desenvolvimento da lesdo na pata contralateral (reacdo
inflamatoria secundaria) foi medido nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35 apds injecdo de

ACF. Os dados estdo expressos como Média £ EPM. e foram submetidos a

ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels.***p<0,001.
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Figura 20 - Efeito da gravidez na lesdo inflamatoria primaria em ratas com
artrite

As ratas controle (controle-lesdo primaria; n=12) receberam injecdo subplantar
de ACF (0,1 mL) na pata traseira direita, sendo medido o volume da pata injetada
nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35 apds inoculacdo do adjuvante. Paralelamente, nas
ratas gravidas (lesdo priméaria+gravidez; n=9) foi inoculado o ACF, no 7~ dia de
gravidez e, a partir dai, foi medido o volume da pata injetada no periodo de

tempo supracitado. Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de Student-

Newman-Kuels, estando expressos como Média + EPM. *p<0,05 e **p<0,01.
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Figura 21 - Efeito de inibidores da sintese de TNFa na implantacdo do
blastocisto na rata

As ratas foram tratadas do 1~ ao 32 dia (n=6-7) ou do 4- ao 6- (n=5-6) de gravidez
com PTF (pentoxifilina 30 mg/kg), TMD (talidomida 10 mg/kg) e CPZ
(clorpromazma 30 mg/kg), por via oral, uma vez por dia, determinando-se o
numero de ovoimplantagcBes no 10- dia de gravidez nos respectivos grupos. Um
grupo controle normal (n=6) tratado com salina 154 mM (10 mL/kg, v.0.) foi
incluido para comparacdo. Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de

Student-Newman-Kuels e estdo representados como Média =+ EPM. *p<0,05 e

***n<0,001.
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Figura 22 - Efeito dos inibidores de ciclooxigenase 1 e 2 na ovoimplantagcao
em ratas

A INDO (indometacina 2 mg/kg, v.0., duas vezes/dia; n=9), o NIM (nimesulide 5
mg/kg, v.o.; n= 11), o MLX (meloxicam 3 mg/kg, v.0.; n= 10) e a NAB
(nabumetona 20 mg/kg, v.0.; n= 10) foram administrados do 1- ao 7a dia de
gestacao da rata e comparados ao grupo controle normal (n=19), tratado somente
com salina 154 mM (1 mL/kg, v.0.), no mesmo periodo gestacional. Os animais
foram laparotomizados no 10- dia de gravidez, determinando-se o nimero de
ovoimplantacdes uterinas e corpos luteos ovarianos. Os dados estdo

representados como Média + EPM. e foram previamente submetidos a ANOVA e

teste de Student-Newman-Kuels. *p<0,05.
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Figura 23 - Efeito de inibidores da cicloxigenase 1 e 2 na gravidez da rata

As drogas-teste, INDO (indometacina 2 mg/kg), NIM (nimesulide 5 mg/kg),
MLX (meloxicam 3 mg/kg) e NAB (nabumetona 20 mg/kg) ou salina 154 mM,
foram administradas, por via oral, uma vez por dia, do 1- to 7- dia de gravidez,
exceto a indometacina que foi injetada duas vezes por dia, durante 0 mesmo
periodo de tempo. Todas as ratas foram laparotomizadas no 20- dia de gravidez,
sendo determinado o nimero de fetos vivos e reabsorgdes fetais. Os dados estdo

representados como Média £ EPM (n=10). ANOVA e teste de Student-Newman-

Kuels. *p<0,05 e ***p<0.001.



Tabela 6. Efeitos da administracdo de inibidores da ciclooxigenase | e 2 no inicio da gestacdo sobre parametros avaliados no

20- dia de gravidez

Tratamentos NUmero de fémeas  Total de fetos  Peso corporal Peso da Peso da placenta
com fetos vivos vivos/moitos fetal (g) placenta (g) Peso corporal fetal
Controle 10(10) 101/0 2.5 +0.07 0.44 +0.01 0.18 + 0.04
Indometacina 2 mg/kg, v.o 2(10) 16/0 2.9 £0.30 0.43 +0.02 0.17 +0.01
Nitnesulide 5 mg/kg, v.0 8(10) 59/0 2.0 £0.02*** 041 +0.01 0.20 £0.04**
Meloxicam 3 mgrkg, v.0 9(10) 55/1 19 £0.04*** 042 +0.01 0.22 £0.05%**
Nabumetone 20 mg/kg, V.0 9(10) 86/0 2.1 +0.02*** (.44 £0.01 0.21 0.04%**

Os valores de peso corporal fetal e a relacdo peso da placenta/peso corporal fetal estdo representados como Média £ EPM. O
numero total de ratas gravidas por grupo esta indicado entre parénteses. Os controles receberam salina 154 mM e os demais
grupos receberam os respectivos tratamentos diariamente, do 1~ ao 7- dia de gravidez, exceto a indometacina, que foi

administrada duas vezes por dia. ANOVA e teste de Student-Newman-Keuls (**p<0.01 e ***p<0.001).

Q0
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Figura 24 - Fetos no Utero de ratas normais e tratadas com inibidores da
cidooxigenase.

No painel (a) vé-se o Utero de uma rata normal no 20- dia de gravidez, engquanto
que (b) mostra ateros de fémeas tratadas do 1- ao 7- dia de gestacdo com
meloxicam (3 mg/kg, v.0.) no 20- dia de gravidez, onde nota-se grande reducdo
do numero de fetos. Em (c) sdo mostrados os Uteros de fémeas gravidas tratadas
com meloxicam (3 mg/kg, v.0.) ou indometacina (2 mg/kg, v.o. duas vezes/dia)
no mesmo periodo gestacional que em (b): o tratamento com meloxicam
(superior) promove reducdo do namero de fetos, e com indometacina (inferior)

aumenta o numero de reabsorcdes de fetais.



Tabela 7. Efeito da inducdo de artrite na rata gravida (7- dia de gestacéo) e da inducéo de gravidez na rata com artrite (10- ao

15- dia ap6s ACF) nos parametros matemos e neonatais no dia do nascimento.

Tratamentos

Controle

Gravidez + artrite

Artrite + gravidez

+ gravidez + INDO
(2 mg/kg, v.0.)

+ gravidez + NAB
(20 mg/kg, v.0.)

+ gravidez + PTF
(20 mg/kg, v.0.)

Numero de fémeas NGmero total de
acasaladas/ fémeas fijlhotes vivos/mortos

gravidas
6/6

15/15

32/31
8/7

8/6

8/7

61/0

48/0

21Al
2/0

0/2

8/0

Peso corporal
dos filhotes

@)
5,65 + 0,09

5,32 £0,06***

5,88 +0,17
6,45 +0,51

581 +0,19

Extensdo cranio-
base da cauda
dos filhotes (cm)

3,73 £ 0,03

3,99 + 0,06

3,86 +0,08
4,15 +0,35

3,79 +0,07

Ndmero de fémeas
gravidas/paridas

6/6(0)
15/5 (2)

31/5(0)
7/1(1)

6/1 (1)

7/1(0)

Os valores de peso corporal e extensdo cranio-base da cauda dos filhotes estdo representados como Média + EPM. O numero de ratas

grévidas mortas por grupo esta indicado entre parénteses. Gravidez+Artrite = fémeas gravidas nas quais foi induzida artrite no 7- dia de

gravidez. Artrite+gravidez = ratas com artrite nas quais foi induzida gravidez entre o 10- e 15- dia apds injecdo de ACF. Os controles

receberam salina 154mM e os demais grupos receberam os respectivos tratamentos diariamente, do I~ao 35- dia apds a injecdo de ACF,

sendo também acasalados entre o 10- e 15a dia ap06s injecdo de ACF. ANOVA e teste de Student-Newman-Keuls.

comparado ao grupo controle

***p<0,001,
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Figura 25 - Efeito da inducdo da gravidez na lesdo infflamatoria secundaria
em ratas com artrite

O ACF foi inoculado (0,1 mL/animal) na regido subplantar da pata traseira
direita de ratas Wistar e, a seguir, media-se a intervalos semanais o volume da
pata contralateral (reacdo secundaria). Foi induzida gravidez nestes animais
(n=31), entre 0 10- e 0 15- dia apds a moculagdo de ACF, comparando-se aos
animais com artrite (n=24) tratados com salina 154 mM. Os dados foram

submetidos a ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels e estdo representados

como Média + EPM. ***p<0,001.
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Figura 26 - Efeito do EPH e da indometacina na lesdo inflamatéria
secundaria em ratas com artrite

O EPH foi administrado na dose de 400 mg/kg, por via i.p. (n=8), do 10~ ao 20-
dia a partir da indugdo da artrite, enquanto a indometacina (2 mg/kg, v.0.; n=8)
foi injetada durante 35 dias a partir da inoculacédo de ACF, sendo comparados ao
grupo controle-artrite tratado somente com salina 154 mM (n=20). Os dados

encontram-se expressos como Média £ EPM e foram submetidos a ANOVA e

teste de Student-Newman-Kuels. ***p<0,001.
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Controle-normal

Controle-artrite
Artrite + gravidez
Artrite + INDO

Artrite + EPH

Figura 27 - Efeito da gravidez e do EPH no ganho de peso corporal em ratas
com artrite

O EPH foi administrado na dose de 400 mg/kg, por via i.p. (n=8), do 10- ao 20-
dia a partir da inducdo da artrite, promovendo um aumento significativo do
ganho de peso corporal, quando comparado aos animais com artrite tratados
somente com salina 154 mM (1 mL/kg, v.o.; n=20) ou com indometacina (2
mg/kg, v.0.; n=8). Nos animais do grupo Artrite+gravidez (n=31), as fémeas
foram acasaladas entre 0 10- e 0 15- dia apds a inoculacdo de ACF. Os dados

encontram-se expressos como Média £ EPM e foram submetidos a ANOVA e

teste de Student-Newman-Kuels. ap<0,001,comparado ao grupo controle-normal,

bp<0,001, comparado ao grupo controle-artrite.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foi utilizado o modelo de artrite induzida por ACF na rata
no intuito de avaliar a influéncia da doenca inflamatdria crénica nos processos
reprodutivos. Demonstrou-se que a concentracdo sérica de 1L-10 e TNFa aumenta
dramaticamente ap6s a inducdo de artrite por ACF narata. E presumivel que a fonte
celular destas citocinas seja os tecidos periféricos inflamados, um fato apoiado por
investigacdes anteriores (SHINMEI et al., 1989; SMITH-OLIVER et al., 1993;
CHOWDREY e LIGHTMAN, 1993). Foi tambeém observado nesta investigacdo
uma significativa reducdo do numero de leucdcitos, principalmente linfdcitos, no
sangue dos animais com artrite no 35- dia ap6s indugdo da doenca, sugerindo que as
celulas inflamatorias podem estar migrando para as articulagdes no curso da doenca
Além disso, o presente trabalho também demonstra que, ao contrario da
concentracgdo sérica de IL-1, o0 TNFa mantem-se elevado durante todo o periodo da
doenca, indicando que o TNFa possa ser a principal citocina envolvida na
patogénese da AR na rata. Estudos experimentais e clinicos recentes sdo
concordantes com esta hipotese, McCOMB et al. (1999), por exemplo,
demonstraram que em ratos com artrite induzida por adjuvante, tratados com o
receptor soltvel de TNF tipo I, ocorre intensa inibicdo da destruicdo articular, bem
como uma diminuicdo das manifestacdes sistémicas da doenca, enquanto

BENDELE et al. (1999) observaram apenas uma modesta diminui¢do da inflamacéo
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articular quando IL-Ira foi administrado a pacientes com AR e a ratos com artrite
induzida por adjuvante. Outros estudos também documentam que o TNFa contribue
para a perpetuacdo da destruicdo das articulagbes na AR em virtude de sua
capacidade de induzir proliferacéo de sinovidcitos e estimular a producao de outros
mediadores tais como o fator de ativacdo plaquetaria, prostaglandinas,
metaloproteinases e citocinas pro-inflamatérias (DAYER et al., 1985; LUPIA et al.,
1996). E interessante salientar que, diferentemente do presente estudo, PHILIPPE et
al. (1997) utilizando ratos Lewis notaram um aumento da concentragdo plasmatica

de TNFa somente durante a fase inicial da artrite por adjuvante (6 horas apés a
injecio do adjuvante), sem evidenciar muita alteragdo nos niveis de IL-1(3. E
provavel que as diferencas entre as linhagem de animais (Wistar x Lewis) e 0s
protocolos experimentais possam ter contribuido para as diferencas observadas no
perfil de citocinas obtidas nos dois estudos (SILVA et al., 1999; PHILIPPE et al.,
1997).

Verificou-se também na presente investigagdo que os niveis circulantes de IL-
1(3 e, principalmente, de TNFa, encontram-se drasticamente reduzidos no dia do
parto (21- dia de gravidez) nas ratas gravidas com artrite. Evidéncias demonstram
que a progesterona, estrogenos e cortisol podem desviar a imunidade celular
mediada por células Thl (produtoras de IL-12, INFy, etc) durante a gestagdo, para

rm predominio de células Th2 (produtoras de IL-4, IL-10, etc) e imunidade

fumoral, sendo este padrdo invertido no periodo pés-parto (WILDER, 1998). Em
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exacerba a producédo de citocinas regulatorias, tais como o TNFcc e a JL-2, pelos
macrofagos (WILDER e ELENKOQOV, 1999). enquanto que a ocorréncia de gravidez
aumenta a producédo de EL-10, uma citocina antiinflamatdria e imunomodulatoria,
que parece ser de grande importancia para a remissdao da AR durante a gestacao
(HUIZINGA et al., 1999). Além disso, MAYMON et al. (1999) descreveram
recentemente que o TNFa e seu receptor tipo | diminuem fisiologicamente no
liqguido amnidtico nas mulheres normais com o avango da gravidez, mas ndo em
mulheres durante o parto prematuro. Paralelamente, KEELAN et al. (1999)
demonstraram uma elevacdo no perfil de EL-10 nos tecidos amnidticos e corio-
deciduais em mulheres durante o periodo do parto, sugerindo que o controle dos
niveis de ambas as citocinas, 1L-10 e TNFa, pode ter importancia crucial em varias
etapas da gestacdo e do processo do parto.

O presente estudo revela que o desenvolvimento da resposta inflamatéria
articular primaria e secundaria reduz-se drasticamente quando da inducgéo da artrite
por ACF na rata no inicio do periodo gestacional (7- dia de gestacdo) ou quando a
gravidez ocorre com a artrite estabelecida (dia 10-15 apds ACF). Estes resultados
estdo de acordo com informacg0Oes anteriores que relatam uma melhora ou mesmo
remissdo dos sintomas e sinais da AR durante a gravidez em pacientes humanos
(HENCH, 1938; NELSON etal., 1993; OSTENSEN, 1999). Tem sido sugerido que
a susceptibilidade feminina a AR é mediada em grande parte pelos hormonios

sexuais, particularmente pelos estrogenos, que desempenham funcao critica para a
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manutencdo do feto e para a protecdo materna (MASI et al., 1995). Uma
investigacdo prévia, empregando o modelo de artrite por ACF, demonstrou que a
administracdo de estradiol, mas ndo de progesterona, em doses que se aproximam
dos niveis sericos necessarios para a manutencdo da gravidez, melhora a poliartrite
causada por adjuvante na rata, e que a pseudogravidez, com ou sem decidualizacao
uterina, ndo modifica a severidade da doenca, sugerindo que o corpo liteo e o tecido
decidual ndo sejam responsaveis pelo efeito protetor observado durante a gravidez
(BRANDELY et al., 1982). Informagdes mais recentes propdem que 0s estrogenos
relacionados a gravidez (estradiol, estrona e estriol), provavelmente agindo através
de receptores nucleares, possam influenciar a distribuicéo tissular e a funcdo das
celulas do sistema imunoldgico, a producgéo de citocinas, a diferenciacdo celular e a
expressdo de moléculas de adesdo (HUIZINGA et al., 1999; JANSSON e
HOLMDAMHL, 1998), as quais, em conjunto, podem contribuir para os efeitos
imunossupressivos decorrentes da gravidez e, assim sendo, alterar o curso temporal
do processo inflamatdrio crénico durante a artrite por adjuvante na rata.

E plausivel se supor que ambas as citocinas, IL-ip e TNFa, produzidas em
elevadas concentragOes e de forma sustentada na AR, possam entrar na circulagéo e
influenciar a funcéo de sistemas distantes da articulacdo, como o sistema reprodutor,
no qual a expressdo e funcdo de IL-1J3 e TNFa e de seus receptores é criticamente
regulada (RUTANEN, 1993; HUNT, 1993; SIMON e POLAN, 1994
TERRANOVA et al.,, 1995, WU, 1996). No presente estudo, a analise da

eelularidade do esfregaco vaginal de cada uma das ratas com artrite, sucessivamente
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do 14- ao 35- dias apds a inducdo da doenca, revelou irregularidades caracterizadas
pelo aumento na duracdo do ciclo estral, que foram revertidas pelo piroxicam,
inibidor ndo-seletivo de COX, mas ndo pela pentoxifilina ou talidomida, inibidores
da sintese de TNFa, ou pela indometacina, inibidora mais seletiva de COX-1. E
interessante salientar que HIRAHARA et al. (1986), estudando a artrite induzida por
coldgeno em camundongos, observaram alteracdes semelhantes no ciclo estral e uma
baixa resposta ovariana a injecdo de gonadotropinas, com menor taxa de maturagédo
folicular e ovulagdo, em comparagdo aos animais normais. O trabalho de
HIRAHARA et al. (1986) corrobora também com a observagdo do presente estudo
em que a analise histoldgica revelou uma reducdo dos foliculos nos ovarios das ratas
com artrite, em comparagdo aos animais normais. E tambeém importante considerar
que o piroxicam, um potente inibidor da COX de reconhecida eficacia na AR em
humanos e animais (ENGELHARDT etal., 1995; NOBLE e BALFLOR, 1996), ndo
tem demonstrado efeitos adversos na reproducéo, fertilidade e no desenvolvimento
pos-natal de coelhos e ratos (PERRAUD etal., 1984), mas um estudo recente sugere
que esta droga pode inibir preferencialmente a COX-2 nos tecidos reprodutivos
femininos e seu uso continuado pode promover infertilidade (CALMELS et al.,
1999). Observou-se também nesta investigacdo que o perfil sérico de IL-10, mas ndo
TNFa, encontra-se significativamente mais elevado no estro que no diestro em ratas
normais. Consistente com estes resultados, KOL et al. (1999) descreveram que IL-

10 e seu receptor tipo | encontram-se elevados no ovario (granulosa, teca interna e
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00cito) no periodo pré-ovulatério, com pico durante a ovulacdo. O ciclo estral,
entretanto, parece ndo influenciar os niveis basais de RNAmpara o TNFoc no ovario
em camundongos (TERRANOVA et al., 1995). Pesquisadores do mesmo grupo
demonstraram recentemente que a inibicdo do processo ovulatério pela
indometacina e possivelmente por outras DAINES, se deve, pelo menos em parte, a
um blogueio da producdo de prostaglandinas mediado pela IL-Ip intraovariana
(ANDO et al., 1999). E importante considerar que variagdes ciclicas na expresséo de
citocinas e seus receptores, e sua regulacdo pelos esterdides sexuais, tambem j&
foram observadas durante o ciclo reprodutivo normal da mulher e de outras espécies
animais, bem como no cancer ginecolégico (MALIK e EPENETOS, 1992; EIUNT,
1993). Recentemente, ROBY et al. (1999) descreveram que camundongos
deficientes do receptor de TNF tipo | apresentam anormalidades do ciclo estral, com
prolongamento da fase de diestro em relagdo ao estro, bem como significativa
reducdo no tamanho da ninhada. Possivelmente, o desequilibrio crénico na
homeostase de IL-1P e TNF promovido pelo grande aumento de suas concentragdes
sistémicas, que inclusive antecede a manifestacdo sintomatologica da artrite, como
observado neste e em outros estudos (MASI et al., 1999), possa prejudicar a fungéo
reprodutiva em espécies susceptiveis, por interferéncia em diferentes niveis do eixo
lipotalamo-hipofise-gonadal.

Observou-se que a maior parte das ratas nas quais a artropatia ja se
mcontrava estabelecida (10-15e dia apos injecdo de ACF), mesmo apresentando

rregularidade de ciclo estral, foram capazes de se acasalar com machos férteis,
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indicando que os esterdides ovarianos produzidos durante o periodo pré-ovulatorio
foram capazes de exercer seus efeitos periféricos, como visto neste estudo pela
microscopia da mucosa vaginal, e centrais, pela manutencdo da libido nestes
animais. Entretanto, é também razoadvel se supor que, em virtude dos niveis
cronicamente elevados de citocinas circulantes, o sistema hipotalamo-hipofisario
dos animais com artrite por ACF ndo esteja respondendo plenamente aos estrogenos
periféricos, e, em decorréncia disso, ocorra diminuicdo da taxa de ovulacdo pela
liberacdo insuficiente de LH. Em concordancia com esta hipotese, ESQUIFINO et
al. (1999) publicaram que apos a injecdo de ACF ocorre aumento dos niveis séricos
de ACTH e prolactina, que mantém seu padrdo ritmico circadiano de secre¢do, mas
os niveis de GH e LH reduzem-se e perde-se sua ritmicidade didria.

No presente estudo verificou-se também que as drogas inibidoras da produgéo
de TNFa, pentoxifilina (STRIETER et al., 1988), talidomida (SAMPAIO et al.,
1991) e clorpromazina (GADINA et al., 1991) bloguearam significativamente a
ovoimplantacdo quando administradas no inicio da gravidez (dias 1-3 de gestacao).
Estudos recentes revelam que o TNFa é sintetizado no endométrio, placenta e feto,
em seres humanos e animais, sendo um importante fator para o desenvolvimento
embrionario, principalmente no inicio da gravidez (ARGILES et al., 1998). O
mesmo estudo sugere que as malformagdes fetais provocadas pela talidomida
possam se dever a agdes embriotoxicas mediadas pela inibicdo da sintese de TNFa.
Além disso, tem sido demonstrado que a pentoxifilina bloqueia a fertilizacdo e o

desenvolvimento de odcitos fertilizados em camundongos (TOURNAYE et al.,
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1994). Em nosso estudo, o tratamento com clorpromazina, mas ndo com
pentoxifilina e talidomida, afetou negativamente a ovoimplantagdo, quando
administrada no periodo peri-implantacéo (dia 4-6 de gravidez). YANG et al. (1998)
observaram intenso bloqueio da implantacdo (100% de inibicéo da fertilidade) apds
injecdo de hidrocloreto de clorpromazina nos cornos uterinos de ratas gravidas, sem
alteracdo da concentracdo sérica de estradiol e progesterona, sugerindo uma agédo
direta no Utero. Outros mecanismos, além da inibicdo da sintese de TNFcc, podem
também contribuir para o efeito antiimplantacdo destas drogas, tais como a reducéao
na formacé&o de radicais livres, diminuicdo da quimiotaxia de neutréfilos e inibicdo
da sintese de prostaglandinas (GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 1989; ANAYA ¢
ESPINOZA, 1995; MAKSYMOWYCH et al., 1995).

PSYCHOYOS (1966) e ENDERS e SCHLAFKE (1967) estdo entre os
primeiros a descrever que o sinal inicial para a implantacdo do embrido em roedores
¢ um aumento da permeabilidade nos sitios onde ocorre a ades@o do blastocisto a
superficie luminal do endométrio, um efeito intensamente mediado pelas
prostaglandinas nos locais de ovoimplantacdo (KENNEDY, 1980; HAMILTON e
KENNEDY, 1994; PAKRASI, 1997). A esse fendmeno se segue a aderéncia local e
invasdo do epitélio uterino, através da membrana basal, pelas células do trofoblasto,
s inicio da reacdo decidual (SCHLAFKE e ENDERS, 1975; PARR et al., 1987).
Investigacdes subseqlientes confirmaram que as prostaglandinas E, F e | parecem
lesempenhar um papel essencial na implantacdo do blastocisto e no processo de

iecidualizagdo de roedores (KENNEDY et al., 1999; LIM et al., 1999). Estudos
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bloqueio da ovoimplantacdo (YUOSIF e THULESIUS, 1998). Por outro lado, a
nabumetona, uma pro-droga que é metabolizada no figado para produzir seu
metabdlito ativo, o &cido 6-metoxi-2-nafiltilacético, é relativamente menos seletiva
para a COX-2 que o nimesulide. Possivelmente, as variacbes nas acOes e
seletividade desses inibidores possam comprometer de forma diferenciada a
implantagdo do embri&o e seu desenvolvimento em roedores.

Por outro lado, a indometacina, um inibidor mais seletivo para COX-1, é
reconhecido h& anos por inibir a ovoimplantacdo em roedores (LAU et al., 1973;
LINDNER et al., 1980; GUPTA et al., 1981), um efeito que tem sido associado a
inibicdo da geracdo de prostaglandinas no embrido e nos tecidos uterinos (ACKER
et al., 1988). Contudo, na dose testada neste estudo (2 mg/kg, v.o., duas vezes ao
dia), a indometacina ndo impediu a ovoimplantacdo. Nos estudos anteriores a
indometacina foi utilizada por via intrauterina ou em altas doses, e, nestas situacdes,
além da inibicdo da COX, esta droga pode promover outros efeitos que contribuem
para impedir a ovoimplantagdo. E importante destacar que, no presente estudo, 0
tratamento das ratas com indometacina durante o periodo de inicio da gravidez (dia
1 a 7 de gestacdo), mesmo ndo tendo afetado adversamente a implantacdo do
embrido, causou aumento significativo das reabsorcdes fetais. Ainda néo é claro até
que ponto a especificidade da inibicdo da COX seja responsavel pelas acbes da
indometacina na fase que antecede a implantacdo do embrido. INSEL (1996), por
exemplo, destaca que a indometacina é mais eficaz nos modelos experimentais de

inflamagdo que nos ensaios de inibicdo enzimatica, o que apdia a idéia de que sua
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acdo aintimflamatéria estd também associada a outros mecanismos. Foi
demonstrado, por exemplo, que a indometacina pode bloguear canais de célcio
(SAWDI et al., 1998), podendo afetar as caracteristicas espaciais e temporais de
varios estagios do desenvolvimento dos gametas e embrides (TESARIK, 1999).
Além disso, recentemente foi descrito que a indometacina pode bloquear o ovulacéo
em ovelhas por inibicdo da apoptose, um mecanismo dissociado do paradigma da
inibicdo dos prostandides (MURDOCH e LUND, 1999). Sabe-se também que
roedores deficientes de COX-1 sdo férteis, mas apresentam diminuicdo da
viabilidade da ninhada (DAVIS et al., 1999). Portanto, a intensa diminui¢cdo no
tamanho da ninhada e perdas fetais observadas no 202 dia de gravidez nas ratas
tratadas com indometacina indica a possivel interferéncia da droga com a
organogeénese, envolvendo provavelmente mecanismos dependentes e independentes
de prostaglandinas.

Nenhuma evidéncia de parto prematuro ou lesdo anatbmica macroscopica
fetal foi observada no 20" dia de gravidez nos grupos de animais expostos a
inibidores de COX durante o inicio da gravidez. Contudo, foi observado um retardo
de crescimento nos fetos de ratas tratadas com os inibidores mais seletivos de COX-
2. Este fato é consistente com achados de que a expressdo génica diferencial de
COX-1 e COX-2 esta envolvida na morfogénese normal dos Orgdos fetais
(KOMHOFF et al.,, 1997). O fato de que os pesos das placentas encontram-se
inalterados nestes animais demonstra que a saide materna ndo é comprometida com

as doses de inibidores de COX usadas neste estudo. Considerando-se que 0s
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inibidores mais seletivos, de COX-1 e COX-2, reduzem o peso fetal, sugere-se que
a expresséo e funcdo de ambas as isoformas da COX sejam importantes durante a
gravidez. Todavia, a seguranca e a eficacia clinica dos inibidores mais seletivos de
COX-1 e COX-2 para a populacdo geral somente podem ser validadas apds
extensivos estudos. Os dados da presente investigagdo demonstram, contudo, que a
exposicdo de ratas a inibidores de COX-2 durante o periodo inicial da gravidez afeta
adversamente a funcéo reprodutiva materna e o desenvolvimento fetal.

Em ratos com artrite por ACF encontra-se elevada expressdo sinovial de
COX-2 (SANO et al., 1992). Trabalhos documentam também que 0 RNAmM e a
propria enzima COX-2 sdo induzidos em outros modelos animais de inflamacéo, tais
como abolsa de ar em camundongos e 0 edema de pata induzido por carragenina em
ratos; concomitantemente elevam-se os niveis de prostaglandina E2, 6-ceto-
prostaglandma Fia (metabdlitos da Prostaglandina 12) e de tromboxano (VANE,
1994; SEIBERT et al., 1994). Sabe-se também que estas lesdes inflamatorias séo
inibidas pela dexametasona ou por bloqueadores seletivos de COX-2
(MASFERRER et al., 1994; MITCHELL et al., 1994). Além disso, a fungédo da
COX-2 na inflamacdo €é evidenciada pela demonstracdo de sua expressao elevadano
tecido sinovial durante a AR humana (CROFFORD et al., 1994; FROLICH, 1997).
Estes e outros achados desencadearam um grande interesse nas companhias
farmacéuticas para o desenvolvimento de inibidores seletivos de COX-2,
possivelmente mais eficazes e seguros para o tratamento das doencas inflamatorias.

Entretanto, a delecdo do gene da COX-2 no camundongo produziu um resultado
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surpreendente, pois este animal € susceptivel a inflamacdo tanto quanto o
camundongo normal (MORHAM et al., 1995; DINCHUK et al., 1995). Além disso,
contraditoriamente, os camundongos deficientes de COX-1, também produzidos por
ablacdo genética da enzima especifica, ndo apresentam patologia gastrica em
resposta a indometacina ou apresentam menor &rea com ulceracdo na superficie
gastrica e tém sobrevida normal, além de apresentarem reduzida agregacdo
plaquetdria e menor resposta a inflamacdo na orelha induzida pelo 4cido
araquidonico (LANGENBACH etal., 1995; WU, 1996). Estudos atuais demonstram
tambeém que as drogas antiinflamatorias tradicionais podem apresentar novas agdes,
tais como inibicdo da angiogénese por acdo direta nas células endoteliais,
provavelmente por inibicdo da atividade proteina quinase ativada por mitdgeno
(MAP quinase), ou de sua translocagdo nuclear, por mecanismos dependentes e
independentes de prostaglandinas (JONES et al., 1999), que podem ter efeito
benéfico na AR humana (WALSH, 1998).

No presente trabalho tanto a pentoxifilina, inibidora de PDE4 (ANAYA ¢
ESPINOZA, 1995), quanto a nabumetona, uma droga antiinflamatoria mais seletiva
para COX-2, apresentaram efeitos igualmente potentes na reducdo do aumento
maximo da lesdo artritica, como evidenciado pela medida do volume da pata e
analise histoldgica. O efeito inibitdrio da pentoxifilma na lesdo articular é esperado
em vista de suas reconhecidas a¢des farmacologicas, que incluem a diminuicdo da
aderéncia de leucocitos polimorfonucleares, da fagocitose e da atividade oxidativa

promovida pelo TNFa, bem como inducdo da citocina antiinflamatéria 1L-10
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(ANAYA e ESPINOZA, 1995; BESSLER etal., 1986). Ao contrario do tratamento
com pentoxifilina, a nabumetona ndo reduziu os niveis séricos de TNFa nas ratas
com artrite e sua acdo envolve provavelmente outro mecanismo. A capacidade do
TNFa. em induzir a producdo de metabdlitos do acido araquiddénico como a PGE2 e
PGI2 tem sido considerada como um mecanismo efetor importante na fungéo desta
citocina na patogénese das doencas inflamatorias. Entretanto, ha muitas informacoes
indicando que os inibidores de COX-2 ndo reduzem os niveis circulantes de TNFa,
mas podem prevenir a progressao da artrite, que se correlaciona com a reducao dos
niveis dos produtos da COX (CORAN et al.,, 1992; JOHNSON e VON BORREL,
1994). Num estudo anterior, foi descrito que certas DAINES como o ibuprofeno,
melhoram os sintomas e sinais da artrite induzida por adjuvante em ratos, mas nédo
reduzem os niveis de TNFa na articulacdo dos animais (SMITH-OLIVER et al.,
1993).

As DAINES tais como a aspirina, indometacina e o ibuprofeno estéo entre os
farmacos mais amplamente prescritos na terapia da dor, das doencas
cardiovasculares e da AR e, mais recentemente, na prevengdo do cancer de colon e
da doenca de Alzheimer (MITCHELL e WARNER, 1999). Além disso, novas
drogas com diferentes mecanismos de acdo também tém sido investigadas na
terapéutica da AR, trazendo beneficios clinicos em graus variados, destacando-se 0s
antagonistas do folato e das purinas, agentes alquilantes e antipirimidinas, além dos

anticorpos monoclonais quiméricos (camundongo/humano) contra 0 TNF e 0s
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antagonistas do receptor de IL-1 recombinante humana (FYE, 1999). Entretanto,
nenhuma droga isoladamente é universalmente eficaz na terapia da AR. Assim
sendo, o0 uso de combinagdes de drogas no tratamento da doenca é plausivel. Para
verificar a possivel interrelacdo entre TNF e COX na artrite induzida por ACF, foi
realizado durante esta investigacdo o tratamento dos animais com pentoxifilina
associada a nabumetona, no intuito de inibir simultaneamente a PDE4 e COX em
ratas com artrite. Os resultados obtidos ndo apresentaram nenhuma diferenca
significativa emrelacdo a seus efeitos independentes no aumento do volume da pata,
mas demonstraram um certo grau de redugdo das lesdes histologicas da artrite,
sugerindo que uma terapia combinada desta natureza possa ser benéfica na
preservacdo da integridade estrutural das articulacfes. Os dados do presente trabalho
indicam também que nos animais com artrite, os niveis séricos de citocinas ndo se
correlacionam acuradamente com o grau de supressdo da lesdo das articulagOes.
Reforcando esta hipotese, NOWAK et al. (1999) observaram recentemente nédo
haver associacdo entre a melhora do estado clinico e as variacdes sangiineas de
citocinas, quando analisadas num periodo de 6 meses em pacientes com AR.
Entretanto, inibidores de COX e PDE4 ou sua associa¢do podem ter um potencial
terapéutico no tratamento da AR.

No presente trabalho foi demonstrado que ratas com artrite por ACF,
acasaladas com machos férteis no periodo de maior desenvolvimento da patologia,
apresentam uma reducdo significativa do nimero de implantacdes fetais. Um estudo

anterior revelou que camundongos com artrite por colageno acasalados ap6s o inicio
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da doenca ndo produziram filhotes (HIRAHARA et al., 1986). O mesmo trabalho
revela uma reducdo da maturacdo folicular e da taxa de ovulagdo em ratas com
artrite, um fato que pode contribuir para diminuir o ndmero de blastocistos
disponivies para a ovoimplantacdo. No presente estudo, a avaliacdo histoldgica do
Utero das ratas com artrite revelou a presenca de grande infiltracdo uterina com
predominancia de eosindfilos e plasmacitos, indicando a ocorréncia de um processo
inflamatorio crénico no utero, além de reducdo do crescimento dos foliculos no
ovario. Recentemente, ALTMAN et al. (1999) mostraram que citocinas regulatorias
como o TNFa estimulam o epitélio endometrial a produzir e liberar RANTES
(regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted), uma quimiocina
capaz de atrair e ativar eosinofilos e outros leucdcitos. Em condi¢des normais, 0s
estrogenos estimulam a infiltracdo de eosinofilos no Utero durante o ciclo estral e na
cérvix no periodo do parto, mas a razdo para esta migracdo preferencial ainda nao
esta esclarecida. A baixa fecundidade das ratas com artrite gravidas evidenciada no
presente trabalho pode ser explicada por uma possivel resposta pré-inflamatéria
uterina na interface matemo-fetal mediada pelas altas concentracbes de citocinas
séricas, promovendo retardo no desenvolvimento embrionario e intensificagdo na
reabsorcéo fetal, um resultado consistente com um estudo recente de MOORMANN
et al. (1999). Além disso, foi descrito que a injecdo de IL-1 causa supressdo da
atividade sexual em ratas mas ndo em ratos, e, além disso, as ratas produzem mais
PGE2 no cérebro e menos corticosterona que os ratos (AVITSUR e YIRMIYA,

1999), tendo sido sugerido que este pode ser um mecanismo protetor, que reduz a
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probabilidade de concepcdo durante a infeccdo, evitando a possivel ocorréncia de
aborto, parto prematuro ou mesmo mortalidade materna. Em nosso estudo foi
demonstrada uma grande reducdo no tamanho da ninhada nas ratas com artrite nas
quais a doenca foi induzida no inicio da gravidez, com diminuigéo significativa do
peso ao nascer dos filhotes e mortalidade materna. Um fato semelhante ocorreu
quando ratas com artrite engravidam com a doenca j& em desenvolvimento. Esta
também bem estabelecido em varias espécies que um balanco energético negativo
pode comprometer a fungéo reprodutiva (JUDD, 1998) e, assim sendo é possivel que
0 baixo ganho de peso observado nas ratas com artrite também possa contribuir para
reducdo da fertilidade. Estudos futuros sdo necessarios para esclarecer melhor os
mecanismos que medeiam a reducdo da fertilidade na rata com artrite.

Ja esta bem estabelecido que as citocinas sdo produzidas fisiologicamente
pelas células do trofoblasto e células de Hofbauer na placenta e por muitas outras
linhagens celulares em condicdes de estresse fisiologico (SOCOL et al., 1985). A
expressdo de IL-10 em animais de laboratério tem sido considerada um elemento
chave para o desvio de citocinas do tipo Thl para Th2, pois favorece a
imunotolerancia na gravidez (WEGMANN et al., 1993). De acordo com esta
hipGtese, as citocinas expressas pelas células Th2, tais como a IL-10, previnem a
rejeicdo do feto por suprimir a producéo de citocinas pré-inflamatdrias pelas células
T citotoxicas (MOORE et al., 1993) e macrofagos (FIORENTINO et al., 1991).
Niveis elevados de TNFa na placenta e decidua, por sua vez, pode ocasionar

aumento da producéo de potentes moléculas vasocontritoras tais como a endotelina
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1, fator de crescimento derivado de plagquetas e tromboxanos pelo endotélio vascular
(CONRAD e BENYO, 1997) ou diminuir a producdo de compostos vasodilatadores
tais como as prostaciclinas, dificultando, em ambos os casos, as trocas matemo-
fetais. Niveis elevados de IL-1 p também induzem a ativagdo endotelial, aumentando
a expressao de moléculas de adesdo que pode contribuir para a perda da funcéo de
troca da barreira endotelial pela adesdo intensa de neutrofilos nos capilares
placentarios (RINEHART et al., 1999). Em ambos 0s casos, a placenta pode tomar-
se cada vez mais hipoxica a medida que progride a gravidez, podendo retardar ou
impedir o desenvolvimento fetal. Foi demonstrado também que as prostaglandinas
tém papel crucial na mitogénese, diferenciacdo e apoptose e que a expressao
exagerada da isoforma COX-2 também estd relacionada com a diminuicdo da
diferenciacdo celular e alteragcdo da apoptose, como visto nos tumores do trato
gastrintestinal (SMITH e DEWITT, 1996; LEVY, 1997; OSHIMA et al., 1996) e no
trofoblasto exposto a grandes concentracGes de citocinas pro-inflamatorias ou em
condicBes de hipoxia, como na pré-eclampsia humana (JOHNSON et al., 1997),
onde anormalidades da citodiferenciacdo podem causar retardo do crescimento fetal
(NELSON etal., 1999). Concordante com estes trabalhos, nosso estudo demonstrou
que o tratamento com inibidores mais seletivos da COX-1, indometacina, da COX-2,
nabumetona ou da sintese de TNFcc, pentoxifilina, em doses que promovem efeito
antiinflamat6rio melhoram os sinais e sintomas da poliartrite por adjuvante, mas ndo
revertem a baixa fertilidade da ratas gravidas com artrite possivelmente por interferir

mm a producdo e/ou funcdo normal das prostaglandinas e citocinas na interface
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placenta-decidua. Faz-se necessario a investigacdo de terapias alternativas capazes
de melhorar a fertilidade durante a artrite.
OSTENSEN (1999) e MASI et al.(1999) comprovaram recentemente que a
AR reincide durante o periodo pés-parto. O nivel sanguineo total de corticosterona
encontra-se inalterado durante a gravidez na rata com artrite e, portanto, a supressao
pos-parto deste hormoénio ndo pode explicar esta remissdo (BRANDELY et al.,
1982). Na presente investigacdo foi demonstrado que o tratamento com o EPH
resulta numa significativa supressdo da resposta inflamatédria no pico da reacédo
artritica na rata, no dia 21 apés a injecdo de ACF, com uma magnitude similar a
ndometacina, indicando um efeito antiinflamatério. O EPH, em dose similar aquela
isada neste estudo, promoveu efeito antiinflamatorio no teste do edema de pata
nduzido pela carragenina em ratos, possivelmente por um mecanismo de
;stabilizacdo de membrana (BANERJEE et al., 1992; BANERJEE et al., 1994).
11ém disso, o EPH tem sido empregado clinicamente para o tratamento do vitiligo,
ma doenca pigmentar reconhecidamente de origem autoimune (SUITE e
1UAMINA, 1991; PAL etal, 1995). Nossos resultados, entretanto, demonstram que
interrupgdo do tratamento com o EPH apds o 20- dia que se segue a injecdo de
kCF, causa uma tendéncia a recidiva da reacdo inflamatoria secundaria, o que
igere um mecanismo contrarregulatorio. A partir dessas observacdes, é plausivel se
ipor que o EPH contenha alguns fatores imunorregulatérios que podem exercer

na funcdo modulatoria na resposta inflamatoria. O fato de que o tratamento com
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EPH suprime a artrite por adjuvante na rata e a tendéncia a recorréncia da doenca
apos a cessacao do tratamento, sugerem amplamente esta possibilidade.

No que se refere aos efeitos no ganho de peso corporal na rata, o presente
estudo revela que a perda de peso nas ratas com artrite precede o desenvolvimento
méaximo da reacdo inflamatdria secundaria (dia 21 apds ACF). Este achado esté de
acordo com um estudo prévio que sugere que as alteracbes do ganho de peso
corporal ndo se correlacionam bem com as manifestacbes clinicas da inflamacéo
articular durante a artrite por aduvante (ROUBENOFF et al., 1997). As alteracoes
metabodlicas durante a artrite induzida por adjuvante, que estdo associadas a
producdo aumentada de TNFa e EL-1(3, parecem contribuir para uma grande reducéao
na massa celular corporal (ROUBENOFF et al., 1994). Além disso, estas citocinas
sdo reconhecidas por induzir caguexia e anorexia quando mjetadas em animais
experimentais (TRACEY et al., 1988; HELLERSTEIN et al., 1989; HILL et al.,
1997). No presente estudo, as ratas com artrite tratadas com EPH durante o
iesenvolvimento méaximo da lesdo articular (dia 21 apdés ACF) demonstraram guase
J mesmo perfil de ganho de peso que os animais normais mas, subsequentemente,
itingiram valores significativamente maiores que aqueles das ratas normais, 0 que
sugere que o EPH pode apresentar propriedade anabolizante. Esta resposta nao foi
(bservada nos animais tratados com indometacina, um reconhecido inibidor da
intese de prostaglandinas, quando administrada as ratas com artrite numa dose de
omprovada eficacia anti-artritica (IIDA e SAITO, 1999). De acordo com estes

esultados héa estudos que demonstram que a indometacina pode aumentar os niveis
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séricos e articulares de citocinas pro-inflamatonas tais como IL-1 e TNF durante a
artrite por adjuvante, provavelmente através da inibicdo das prostaglandinas e
consequente perda do controle da producdo de citocinas dependente de AMPc
(SACCO etal., 1998; WANGe CHEN, 1998; WANG etal., 1998). Em sintese, este
estudo demonstra que a artrite por adjuvante afeta negativamente 0s processos
reprodutivos na rata e sugere que a gravidez tem uma influéncia modulatéria na
artrite, envolvendo provavelmente fatores de origem placentaria, cuja identidade

permanece a ser estudada.
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. CONCLUSOES

. Ainducéo de artrite por ACF prolonga o ciclo estral, reduz o nimero de
implantac@es fetais e promove reducdo da fecundidade em ratas, alem de
aumentar a infiltracdo de células inflamatdrias, principalmente eosinofilos
e plasmacitos, no Utero e reduzir os foliculos ovarianos;

. As drogas inibidoras da COX e da sintese de TNF interferem com a
ovoimplantacéo e afetam a gravidez na rata normal;

O tratamento com drogas mibidoras da COX e da sintese de TNF, ou sua
associacdo, tem efeito benéfico no desenvolvimento das lesfes na artrite
Iinduzida por ACF na rata,

Indometacina, nabumetona e pentoxifilina, nas doses e via aqui
empregadas, ndo revertem a baixa fecundidade da rata com artrite ;

. A ocorréncia de gravidez promove reducdo altamente significativa da
artrite por ACF na rata;

O EPH melhora o ganho de peso e reduz a inflamacéao associados a artrite
induzida por ACF na rata, indicando que os produtos derivados da
gravidez podem ser uma alternativa atraente para a descoberta de novas
drogas antiinflamatérias/imunomoduladoras Gteis na terapia dos distarbios

inflamatorios e reprodutivos associados a artrite reumatdide.
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9. ANEXOS

ANEXO 1 - Dados referentes a Figura 1
Curso temporal do desenvolvimento da lesdo inflamatéria secundaria
em ratas com artrite.
Dias ap6s a injecao ¢ e ACF

Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35
Grupos n

Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM

Controle- 24 32 10 125 30 330 80 130 30 130 20
artrite

n = n2 de animais/grupo. Os va ores tabulados representam o vo ume da pata
contralateral nos dias 7,14,21, 28 ou 35 apds ACF menos o volume da pata no dia da
injecdo de ACF, e foram expressos em pL, exceto “ri”.

ANEXO 2 - Dados referentes a Figura 2
Curso temporal do ganho de peso corporal em ratas com artrite
Dias ap0s a injecdo de ACF

Grupos n Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
Controle-
normal 8 19,7 3,7 29,8 2,96 31 3,79 31,3 3,89
Controle-
. 44 - X
artrite 06 147 12 159 §3 1,86

n = n2 de animais/grupo; ***p<0,001; ANOVA e teste ce Student-Newman-Kuels
Versus controle-normal. Valores tabulados representam o ganho de peso corporal
semanal cumulativo e encontram-se expressos em gramas, exceto “ri”.
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ANEXO 3 - Dados referentes a Figura 4
Efeito da artrite no cic o estral da rata
Duracéo do ciclo estral (dias)

Grupos n Média EPM
Controle-normal 8 4 0
Controle-artrite 18 5 ] 1,26

n = n2 de animais/grupo; ***p<0,001 Versus normal, Teste “t” de student ndo-pareado.
A duracdo do ciclo estral foi avaliada do 142 ao 352 dia apés ACF.

ANEXO 4 - Dados referentes a Figura 5
Efeito da artrite induzida por ACF na implantacdo do blastocisto na rata

G N2 de ovoimplantacdes N2 de corpos luteos
rupos

Média EPM Média EPM
Controle 19 10,3 0,6 9,5 0,7
Artrite 26 8* 0,7 10,5 0,5

n - n2 de animais/grupo; *p<0,05 Versus controle; ANOVA e teste de Student-Newman-
Kuels. Controle e Artrite (salina 154 mM). A gravidez foi induzida nas fémeas com
artrite entre o 102 e 202 dias ap6s o ACF.

ANEXO 5 - Dados referentes a Figura 7
Efeito de inibidores da sintese de TNFa na lesdo inflamatoria secundaria em ratas com artrite
Dias ap6s a injecao de ACF
Grupos n Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35
Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM

Controle-
artrite 24 32 10 125 26 330 80 130 26 130 40

Artrite + PTE 18 15 5 21 g 92Y** 1 52 14 48 50

Atrie +TMD 15 10 4 57 4 37 39 23 32 2
n = nfi de animais/grupo; ***p<0,001; ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels versus
controle-artrite, respectivamente. Os valores tabulados representam o volume da pata
contralateral nos dias 7,14,21, 28 ou 35 apds ACF menos o0 volume da pata no dia da injecao de
ACF, e foram expressos em pL, exceto “n”. Controle-artrite (salina 154 mM), Artrite+PTF
(pentoxifilina 20 mg/kg,v.0) e Artnte+TMD (talidomida 10 mg/kg,v.0) do Is ao 35a dia apds
ACF
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ANEXO 6 - Dados referentes a Figura 8
Efeito de inibidores da sintese de TNFa no ganho de peso corporal em ratas com artrite
Dias ap6s a injecdo de ACF

Grupos n Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM

Controle-

normal 8 19,7 3,7 29,8 2,96 31 3,79 01,3 3,89

Controle- 44 Ok Hkek

artrite . 06 1,2 159 99 1,86

Artrite + PTF  2g 17 2 10,6%** 16 12,7%%* 19

Artrite + TMD 12 il 13 T*** 23 2,45%** 2,6 -0,64%** 3,5

n = ne de ammats/grupo; ***p<0,001; ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels versus
controle-normal. Valores tabulados representam o ganho de peso corporal semanal cumulativo
e encontram-se expressos em gramas, exceto “n”. Controle-normal e controle-artrite (salina 154
mM), Artrite+PTF (pentoxifilina 20 mg/kg,v.0) e Artrite+TMD (talidomida 10 mg/kg,v.0) do la
ao 35a dia apds ACF.

ANEXO 7 - Dados referentes a Figura 9
Efeito de inibidores da ciclooxigenase na lesdo inflamatdria secundéria em ratas com artrite
Dias ap6s a injecdo de ACF
n Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35
Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM

Grupos

Controle- 24 350 19 125 26 000 g0 128 26 126 24
artrite

Artrite +INDO 17 100 30 130 30 150* 30 120 40 100 30
Artrite + NAB 11 10 6 30 8 5oxx%x 11 35 10 34 10

Artrite+PIROX 12 76 15 120 25 120 17 120 18 130 20

n = n2 de animais/grupo; *p<0,05 e ***p<0,001; ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels
versus controle-artrite, respectivamente. Os valores tabulados representam o volume da pata
contralateral nos dias 7,14,21, 28 ou 35 ap6s ACF menos o0 volume da pata no dia da injecdo de
ACF, e foram expressos em uL, exceto “n”. Controle-artrite (salina 154 mM), Artrite+INDO
(indometacina 20 mg/kg,v.0), Artrite+NAB (nabumetona 20 mg/kg,v.0) e Artnte+PIROX
(piroxicam 2mg/kg,v.0) do la ao 35a dia ap6s ACF.
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ANEXO 8 - Dados referentes a Figura 10
Efeito de inibidores da sintese de ciclooxigenase no ganho de peso corporal em ratas

com artrite
Dias apds a injecao de ACF
Grupos . ! . P s . .
n Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
Controle- 8 19,7 3,7 29,8 2,96 31 3,79 31,3 3,89
normal
Controle-
artrite 44 122 06 142 12 42 159 83a 186

Atrite+INDO 8 682 14 582 12 692 19 292 114
Artrie +NAB 10 333 13 852 12 6a 15  10a 97
Artrite + PIROX g 56a 09 129ab 11 h182 18 11,9 2.4

n = if de animais/grupo; ap<0,001 comparado ao controle-normal; bp<0,01 comparado ao
controle-artrite; ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels. Valores tabulados representam o
ganho de peso corporal semanal cumulativo e encontram-se expressos em gramas, exceto “n”.
Controle-normal e controle-artrite (salina 154 mM), Artrite+INDO (indometacina 2 mg/kg,v.0),
Artrite+NAB (nabumetona 20 mg/kg,v.0) e Artrite+PIROX (piroxicam 2mg/kg,v.0) do le ao
35a dia ap6s ACF.

ANEXO 9 - Dados referentes a Figura 11
Efeito da associa¢do de um inibidor de COX 2 e um inibidor da sintese de TNFa na leséo
inflamatdria secundaria em ratas com artrite
Dias ip6s a injecdo de ACF
Grupos n Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35
Média EPM Média EPM Média EPM Meédia EPM Média EPM

Controle-
artrite 24 32 10 125 26 50 700 50 630 40
Artrite + %0

PTF+NAB 11 20 9 11 e5*** 41 780 41 640 50

n = ne de animais/grupo; ***p<0,001 versus controle artrite ANOVA e teste de Student-
Newman-Kuels. Os valores tabulados representam o volume da pata contralateral nos dias
7,14,21, 28 ou 35 ap6s ACF menos o volume da pata no dia da injecdo de ACF, e foram
expressos em pL, exceto “n”. Controle-artrite (salina 154 mM) e Artrite+PTF+NAB
(pentoxifilina 20 mg/kg, v.0. + nabumetona 20 mg/kg, v.0.) do 1° ao 352 dia apds ACF
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ANEXO 10 - Dados referentes a Figura 12
Efeito da associa¢do de um inibidor de COX 2 e um inibidor da sintese de TNFa no
ganho de peso corporal em ratas com artrite
Dias ap0s a injecao de ACF

Grupos n Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28

Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
Controle-
normal 8 19,7 29,8 2,96 31 3,79 31,3 3,89
COI‘!trOIe- 44 2] oxxx 0,6 12 4x** 1,59 g K il 1,86
artrite
Artrite + fkkk

11 _Q Okkk _E Exkx 21 3

PTF+NAB 32 08 o 18 L7 -
PTF 0 33 | 49 B 7 B9 53
NAB 7 _1’4*** 2,6 2 6*** 2 16 3*** 19’8 4,8

n = n° de animais/grupo, ***p<0,001 Vversus controle-normal, ANOVA e teste de
Student-Newman-Kuels. Valores tabulados representam o ganho de peso corporal
semanal cumulativo e encontram-se expressos em gramas, exceto “ri”. Controle-normal
e Controle-artrite (salina 154 mM), Artrite + PTF+NAB (pentoxifilina 20 mg/kg,v.o. +
nabumetona 20 mg/kg,v.0.) do 12 ao 352 dia apés ACF. PTF e NAB ratas normais
tratadas somente com pentoxifilina 20 mg/kg,v.0. ou com nabumetona 20 mg/kg,v.o.,
respectivamente.

ANEXO 11 - Dados referentes a Figura 14
Efeito de inibidores da ciclooxigenase e da sintese de TNFa no ciclo estral da rata com artrite
Duracéo do cicio estral (dias)

Grupos n Média EPM
Normal 8 4 0
Artrite 18 5,1a 1,3
Artrite + INDO (2 mg/kg,vo) 8 4,884 0,4
+ PIROX (2 mg/kg,vo) 8 4h 0
+ PTF (20 mg/kg,vo) 10 4,9 1,3
+ TMD (10 mg/kg,vo) 11 4,9 0,3

n = n2 de animais/grupo; ap<0,001 versus normal e bp<0,001 versus artrite; ANOVA e teste de
Student-Newman-Kuels. A duragdo do ciclo estral foi avaliada do 14° ao 35a dia ap6s ACF.
Normal e Artrite (salina 154 mM). INDO (indometacina 2 mg/kg,vo), PIROX (piroxicam 2
mg/kg,vo), PTF (pentoxifilina 20 mg/kg,vo), TMD (talidomida 10 mg/kg,vo) As drogas
foram administradas durante 35 dias apds inje¢do de ACF.
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ANEXO 12 - Dados referentes a Figura 15
Niveis circulantes de IL-10 e TNFa no ciclo estral da rata normal

Média EPM Média EPM
Estro 5 267,5* 78,5 28,75 4,6
Diestro 5 62,2 40,4 34,9 8,7

n = na de animais/grupo; *p<0,05 versus diestro; ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels.

ANEXO 13 - Dados referentes a Figura 16
Niveis circulantes de IL-1 p e TNFa em ratas com artrite

Grupos . IL-10 (pg/mL) TNFa (pg/mL)
Média EPM Média EPM
Controle normal 4-5 62,2 40,39 34,9 8,7
Artrite Dia | ap6s ACF 4 659,29*** 74,9 113,1%** 2,74
Dia 10 ap6s ACF 4 605,8::: 35,6 126*** 5,97
Dia 20 ap6s ACF 4 443,9 1473 124,8%** 20.1
Dia 30 ap6s ACF 4 268,2 63,5 123*** 11,2

n = n° de animais/grupo; ***p<0,001 versus controle normal; ANOVA e teste de Student-
Newman-Kuels.

ANEXO 14 - Dados referentes a Figura 17
Efeito de inibidores de ciclooxigenase e da sintese de TNFa nos niveis séricos de 1L-13
e TNFa em ratas com artrite

Grupos i IL-10 (pg/mL) TNFa (pg/mL)
Média EPM Média EPM
Controle-artrite 4-5 444 147.3 124 20,1
Artrite + PTF 4 249 39,5 31,65*** 7,4
+ NAB 4 255 14,5 109,8 4
+ INDO 4 125* 38 75,5 13,3
+ NAB+PTF 4 179 22 15,4%** 2,3

n = n2 de animais/grupo; *p<04,05 e ***p<0,001 versus controle-artrite. ANOVA e teste de
Student-Newman-Kuels. Controle-artrite (salina 154 mM), Arinte+PTF (pentoxifilina 20
mg/kg,v.0), Artrite+NAB (nabumetona 20 mg/kg,v.0), Artnte+INDO (indometacina 2
mg/kg,v.0), Artrite + PTF+NAB (pentoxifilina 20 mg/kg,v.0. + nabumetona 20 mg/kg,v.0.) do
Is ao 35a dia ap6s ACF.
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ANEXO 15 - Dados referentes a Figura 18
Efeito da gravidez nos niveis circulantes de IL-Ift e TNFa em ratas com artrite no dia do parto

Grupos N IL-Ip (pg/mL) TNFa (pg/mL)
Média EPM Média EPM
Controle normal 4 62,2 40,4 34,6 8,7
Artrite dia 10 4-5 605,9 35,6 126 5,97
Artrite dia 14 4 276** 35,4 8,93*** 1,8

+Gravidez (dia 21)

n = n2 de animais/grupo; **p<0,01 e ***p<0,001 versus artrite dia 10; ANOVA e teste de
Student-Newman-Kuels. Controle normal e Artrite dia 10 (salina 154 mM). Artrite dia
14+gravidez (dia 21) representa ratas gravidas nas quais a artrite foi induzida com ACF no 72
dia de gestacéo.

ANEXO 16 - Dados referentes a Figura 19
Efeito da gravidez na lesdo inflamatdria secundaria em ratas com artrite
Dias apds a injecdo ¢ e ACF

Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35
Grupos n
Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
Controle- 32 10 125 30 330 80 130 30 130 20
artrite
Artrite + 40 10 30 6 4 45 14 27 10
gravidez

n = na de animais/grupo; ***p<0,001 versus controle artrite. ANOVA e teste de Student-
Newman-Kuels. Os valores tabulados representam o volume da pata contralateral nos dias
7,14,21, 28 ou 35 apds ACF menos o volume da pata no dia da injecdo de ACF, e foram
expressos em uL, exceto “n”. Controle-artrite (salina 154 mM). Artrite+gravidez representa
ratas gravidas nas quais a artrite foi induzida com ACF no 7~ dia de gestacdo.
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ANEXO 17 - Dados referentes a Figura 20
Efeito da gravidez na lesdo inflamatéria primaria promovida pelo ACF na rata
Dias ap0s a injecdo de ACF

Grupos 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35

Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM

Controle-
lesdoprimaria 15 950 85 1160 100 910 50 700 50 630 40
Leséo primaria

+ gravidez
940 80 830** 35 640* 41 780 41 640 50

n =n2 de animais/grupo; *p<0,05 e **p<0,01 versus controle lesdo priméaria; ANOVA e teste de
Student-Newman-Kuels. Os valores tabulados representam o volume da pata que recebeu
injecdo do ACF menos o volume da mesma pata antes da inoculacdo do adjuvante (dia 0), e
foram expressos em pL, exceto “n”. Controle-lesdo primaria (salina 154 mM). Lesdo
primaria+gravidez representa ratas gravidas nas quais a artrite foi induzida com ACF no 7~ dia
de gestacéo.

ANEXO 18 - Dados referentes a Figura 21
Efeito de inibidores da sintese ¢ e TNFa na implantacdo do blastocisto na rata
N- de implantagdes uterinas

Grupos n Média EPM

Controle 6 9,9 0,46
Gravidez (lfi ao 3fi dia)

+ PTF (30 mg/kg,vo) 1 5* 2

+ TMD (10 mg/kg,vo) 7 2,6%** 15

+ CPZ (30 mg/kg,vo) 6 5,3* 1,31
Gravidez (4e ao 6a dia)

+ PTF (30 mg/kg,vo) 5 9,4 15

+ TMD (10 mg/kg,vo) 6 6,7 2,2

+ CPZ (30 mg/kg,vo) 6 4,7 2,2

n = na de animais/grupo; *p<0,05 e ***p<0,001 versus controle; ANOVA e teste de Student-
Newman-Kuels. PTF (pentoxifilina 30 mg/kg,vo), TMD (talidomida 10 mg/kg,vo), CPZ
(clorpromazina 30 mg/kg,vo).
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ANEXO 19 - Dados referentes a Figura 22
Efeito de inibidores da ciclooxigenase 1 e 2 na ovoimplantacdo em ratas

N2 de ovoimplantages N2 de corpos lateos

Grupos
Média EPM Média EPM
Controle 19 10,3 0,6 9,8 0,67
Indometacina (2 mg/kg,vo;2xdia) 9 9,5 0,97 10,3 0,62
Nimesulide (5 mg/kg,vo) 11 6,6* 1,3 8,4 0,74
Meloxicam (3 mg/kg,vo) 10 6,8* 13 9 0,49
Nabumetona (20 mg/kg,vo) 10 10,8 0,5 H,1 0,48

n =na de animais/grupo; *p<0,05 versus controle; ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels.

ANEXO 20 - Dados referentes a Figura 23
Efeito de inibidores da ciclooxigenase 1 e 2 na gravidez na rata

N2 de fetos vivos/ninhada N2 de reabsorc@es/ninhada

Grupos n
Meédia EPM Média EPM
Controle 10 10,1 0,5 | 0,37
Indometacina (2 mg/kg,v.0.) 10 5,3* 14 4,88*** 14
Nimesulide (5 mg/kg,v.0.) 10 5,9* 1,3 0,8 0,47
Meloxicam (3 mg/kg,v.0.) 10 5,6* 1,0 0,9 0,48
Nabumetona (20 mg/kg,v.0.) 10 8,6 -1,5 1,5 0,43

n = na de animais/grupo, *p<0,05 e ***p<0,001; ANOVA e teste de Student-Newman-Kuels
versus controle.

ANEXO 21 - Dados referentes a Figura 25
Efeito da inducdo da gravidez na lesdo inflamatéria secundéria em ratas com artrite
Dias ap6s a injecdo de ACF
Grupos n Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35
Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM

Controle-

artrite 24 32 10 118 26 333 79 128 26 126 24
Gravidez + ok

artrite 31 55 11 87 16 157 34 94 31 71 20

n = n2 de animais/grupo; ***p<0,001 versus controle artrite; ANOVA e teste de Student-
Newman-Kuels. Os valores tabulados representam o volume da pata contralateral nos dias
7,14,21, 28 ou 35 apdés ACF menos o volume da pata no dia da injecdo de ACF, e foram
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expressos em p.L, exceto “n”. Controle-artrite e Gravidez+artrite (salina 154 mM) durante 35
dias. A gravidez foi induzida apds acasalamento com machos férteis do 10a ao 15a dia ap0s
ACF.

ANEXO 22 - Dados referentes a Figura 26
Efeito do EPH e da indometacina na lesdo inflamatéria secundaria em ratas com artrite
Dias ap0s a injecdo de ACF

Grupos n Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35
Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM

Controle-

artrite 20 29 10 125 30 351 89 142 28 126 26

Artrite +EPH

Artrite +
INDO 8 101 26 128 34 148 29 120 36 102 31

n = na de animais/grupo; ***p<0,001 versus controle-artrite; ANOVA e teste de Student-
Newman-Kuels. Os valores tabulados representam o volume da pata contralateral nos dias
7,14,21, 28 ou 35 ap6s ACF menos o volume da pata no dia da injecdo de ACF, e foram
expressos em jxL, exceto “n”. Controle-artrite (salina 154 mM), Artrite+EPH (2 mg/kg,v.0) e
Artrite+INDO (indometacina 2 mg/kg,v.0) Ifi ao 35a dia ap6s ACF.

8 59 18 30 17 151 26 181

00

200 21

ANEXO 23 - Dados referentes a Figura 27
Efeito da gravidez e do EPH no ganho de peso corporal em ratas com artrite
Dias ap6s a injecao de ACF

G . ) ) )
rupos n Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28

Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM

Controle-

normal 8 197 37 298 29 31 379 313 389

Coqtrole- 44 1,2 0,6 -1,44 1,2 4a 1,59 8,3a 1,86

artrite

Artrite + 32 512 098 50 2,3 -6a 3 5,44 2,8

gravidez 49

Artrite +INDO 8 6,9 14 1,2a ’ 7a 19 2.8a 11

Artrite +EPH 8 51a L7 2462 39 369 57 465ah 95

n = nfi de animais/grupo; ***p<0,001 versus controle-normal; ANOVA e teste de Student-
Newman-Kuels. Valores tabulados representam o ganho de peso corporal semanal cumulativo e
encontram-se expressos em gramas, exceto “n”. Controle-normal e Controle-artrite (salina 154
mM), Artrite+EPH (2 mg/kg,v.0) e Artrite+INDO (indometacina 2 mg/kg,v.0) la ao 35a dia
apés ACF. A gravidez foi induzida ap6s acasalamento com machos férteis do 10a ao 15a dia
apds ACF.



