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RESUMO

Modelos pré-clinicos de artrite reumatoide (AR) em roedores sdo amplamente
empregados em estudos sobre os mecanismos da doenga, bem como na triagem de
candidatos a farmacos antiartriticos. Semelhancas morfolégicas com a doenca
humana e capacidade de prever a eficacia clinica sao critérios importantes na
escolha do modelo. A artrite induzida por adjuvante em ratos € um modelo
experimental de AR com histérico comprovado de previsibilidade de eficacia de
candidatos a farmacos antiartriticos. O esquema de administracdo do adjuvante
completo de Freund (CFA; Mycobacterium tuberculosis, 1 mg/mL), constituido de
duas injecdes no primeiro dia (100 uL por via intradérmica na base da cauda e 100
ML por via intraplantar na pata direita) e uma inje¢éo no segundo dia (100 uL por via
intradérmica na base da cauda) em ratos Holtzman fémeas, induziu inflamacéo
periarticular localizada na pata injetada, de inicio imediato e de duracdo prolongada
(21 dias). O carater monoartritico do modelo permitiu a observacdo de alteracbes
tipicas da fase inicial da AR em humanos, como edema, alodinia mecanica,
paniculite, sinovite, neoangiogénese e elevacdo da atividade da mieloperoxidase,
sem ocorréncia de doenca generalizada que pudesse resultar em grave desconforto
para os animais. O aumento de temperatura corporal foi observado apenas apos as
duas primeiras injecbes de CFA. Tendo em vista a atividade da riboflavina e da
tiamina em modelos experimentais de dor e inflamacéo agudas, foi avaliado o efeito
induzido pelo tratamento prolongado com essas vitaminas sobre a alodinia e o
edema no modelo experimental. Riboflavina (125, 250 ou 500 mg/kg) ou tiamina
(150, 300 ou 600 mg/kg) foram administradas per os, duas vezes ao dia, ao longo do
periodo de avaliacdo. Os resultados demonstraram que a riboflavina ndo reduziu
significativamente o edema de pata e a alodinia mecénica. O tratamento prolongado
dos animais com tiamina ndo inibiu o edema de pata, mas atenuou a alodinia
mecanica de forma dose-dependente no 6° e no 12° dias de avaliacdo. Também foi
investigado o efeito induzido pela associacédo de tiamina (600 mg/kg) ou riboflavina
(500 mg/kg) com dexametasona (0,5 mg/kg, per 0s) sobre a alodinia mecéanica e
edema de pata induzidos pelas injecdes de CFA. A alodinia mecéanica néo foi
atenuada pelo tratamento com dexametasona e ndo foi observado efeito
antialodinico induzido pela associagcdo de riboflavina com dexametasona. A
associacdo tiamina e dexametasona induziu efeito antiedematogénico de maior
magnitude do que aquele induzido por tiamina ou dexametasona isoladamente.
Concluindo, os resultados demonstraram que o modelo de monoartrite induzida por
CFA em ratos Holtzman foi reprodutivel, sendo observadas alteracdes inflamatérias
como sinovite, paniculite, neoangiogénese, edema de pata e alodinia mecanica
persistentes. Entre as vantagens de um modelo experimental de AR no qual os
animais desenvolvem monoartrite, mas nao poliartrite, inclui a possibilidade de
identificar sinais caracteristicos da doenca em apenas uma articulagdo, com menor
comprometimento das fungbes fisiologicas e sofrimento dos animais e maior
probabilidade de observacdo de efeitos induzidos por candidatos a farmacos. Os
resultados também indicam que a riboflavina e, principalmente, a tiamina
apresentam potencial no tratamento de pacientes com AR, principalmente em
associacdo com outros farmacos com indicacao ja estabelecida.

PALAVRAS-CHAVE: artrite reumatoide, adjuvante completo de Freund, riboflavina,
tiamina, dexametasona, dor nocicepcao e edema.



ABSTRACT

Preclinical models of rheumatoid arthritis (RA) in rodents have been widely used to
investigate the disease mechanisms and also to screen new drugs. Similarities with
the human disease and predictive value for efficacy and safety are important criteria
to choose a preclinical model of RA. Arthritis induced by adjuvant in rats is a
preclinical model of RA with a well established predictive value for efficacy of
antiarthritic drugs. Two injections of complete Freund adjuvante (CFA;
Mycobacterium tuberculosis, 1 mg/mL) in the first day (one intradermal injection of
100 L into the tail base and one intraplantar injection of 100 L into the right paw)
followed by a third injection in the second day (a intradermal injection of 100 uL into
the tail base) in female Holtzman rats induced an immediate and long lasting (21
days) localized periarticular inflammation.The monoarthritic model allowed to identify
characteristic changes of the early phase of RA in humans, including edema,
mechanical allodynia, panniculitis, synovitis, neoangiogenesis and increase of
myeloperoxidase activity, without systemic disease that resulted in severe animal
suffering. Body temperature increase was observed only after the second injection of
CFA. As riboflavin and thiamine activities have been demonstrated in acute models
of pain and inflammation, their effects on the mechanical allodynia and edema in the
experimental model were investigated. Riboflavin (125, 250 or 500 mg/Kg) or
thiamine (150, 300 or 600 mg/Kg) were administered per os, twice daily, throughout
the experimental period. Riboflavin reduced neither paw edema nor mechanical
allodynia. Thiamine did not change paw edema, but dose-dependently inhibited the
mechanical allodynia on days 6 and 12 of the experimental period. The effects
induced by the association of thiamine (600 mg/Kg) or riboflavin (500 mg/kg) with
dexamethasone (0.5 mg/Kg, per os) on the mechanical allodynia and paw edema
induced by the injections of CFA were also investigated. Mechanical allodynia was
inhibited neither by dexamethasone nor by the association of riboflavin with
dexamethasone. The association of thiamine with dexamethasone, when compared
with each drug, induced a greater antiedematogenic effect. In conclusion, the results
of the present study demonstrate that the model of monoarthritis induced by CFA in
Holtzman rats is reproducible, allowing to identify RA typical inflammatory changes
such as long lasting synovitis, panniculitis, neoangiogenesis, paw edema and
mechanical allodynia. Advantages of an experimental model of RA in which the
animals develop monoarthritis, but not polyarthritis, include the possibility of
identifying characteristic signs of the disease in a single joint, with reduced impact
over the physiological functions, minor animal suffering and greater probability of
detecting effects induced by drug candidates. The results also indicate that riboflavin
and mainly thiamine may be useful in the treatment of RA patients, especially in
association with other drugs with established efficacy.

KEY-WORDS: rheumatoid arthritis, complete Freund adjuvant, riboflavin, thiamine,
dexamethasone, pain, nociception and edema.
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1 INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento populacional e artrite reumatoide

O aumento da expectativa de vida e o consequente envelhecimento populacional
tém sido observados em quase todo o mundo. Entre as possiveis causas associadas
a esses fendbmenos estdo a reducédo da taxa de mortalidade infantil e o acentuado
declinio da taxa de fecundidade, que contribuem para o aumento do namero relativo
de idosos na populacdo (ALHO, 2008; HILL et al., 2012). De acordo com o censo de
2010 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, a redu¢do dos niveis de
fecundidade acarretou na diminuicdo de 42,7% (1960) para 24,1% (2010) da
participacdo da populacéo entre 0 e 14 anos de idade na populacdo geral. Por outro
lado, no periodo 1960/2010, a populagédo de 65 anos ou mais passou de 2,7% para
7,4%. Nesse meio século, a expectativa de vida do brasileiro aumentou 25,4 anos,

passando de 48,0 para 73,4 anos.

Com o envelhecimento, os individuos ficam mais susceptiveis ao desenvolvimento
de doencas predispostas em seu perfil genético e/ou associadas ao estilo de vida.
Muitas dessas doencas sdo crbnicas, 0 que justifica maiores cuidados e,
consequentemente, gastos elevados. A prevaléncia, os cuidados com a salude e os
gastos relacionados a internacdo sdo consideracdes importantes na populacao
acima de 60 anos e com multiplas doencas crénicas (ANDERSON & HORVATH,
2004; NOWOSSADECK, 2012). Nos idosos, as doencas reumaticas, em especial a
artrite reumatoide (AR), destacam-se entre as varias doencas crbnicas
caracteristicas dessa faixa etaria (GOLDENBERG, 2008; HOFFMAN et al., 1996;
KOVAR, 1977; WOLLF et al., 2002).

A AR é uma doenca inflamatoria sistémica cronica de origem autoimune que pode
afetar diversos tecidos e oOrgdos, incluindo pele, vasos sanguineos, coracao,
pulmbes e musculos. Entretanto, a AR acomete principalmente as articulacdes
periféricas, induzindo uma sinovite simétrica proliferativa e inflamatéria néo
supurativa que geralmente progride para destruicdo da cartilagem articular e do osso
subcondral e também anquilose (ROSENBERG, 2004). A AR pode resultar em


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nowossadeck%20E%5Bauth%5D

16

comprometimento poliarticular e em sinais e sintomas extra-articulares como fadiga
e vasculite (HARRIS, 2005). Quando a doenca € diagnosticada antes dos 16 anos, 0
quadro clinico € denominado AR juvenil (RAVELLI & MARTINI, 2007).

A AR tem uma prevaléncia mundial em torno de 0,5 a 1,0% da populacdo adulta,
sendo as mulheres duas a trés vezes mais acometidas que os homens (GIBOFSKY,
2012; McINNES & SCHETT, 2011), ocorrendo em todas as regides do mundo e em
todas etnias (BRANDAO et al., 1997). A doenca se inicia, geralmente, entre os 30 a
50 anos e entre 20% a 30% dos pacientes ndo tratados tornam-se incapacitados
para o trabalho dois a trés anos apds o diagndstico. A prevaléncia aumenta com a
idade em ambos os géneros, acompanhando o envelhecimento da populagdo. No
Brasil, a prevaléncia é similar a da populacdo mundial, predominando na populacdo
do género feminino, com inicio apos os 40 anos e com maior incidéncia na faixa dos
50 anos (BLAY et al., 2012; GOLDENBERG, 2008; SENNA et al., 2004).

A sobrevida dos pacientes com AR é menor do que a da populacdo em geral e a
expectativa de vida pode decrescer de trés a dez anos, dependendo da gravidade e
da idade do paciente no inicio da doenca (KVALVIK et al., 2000). As causas mais
comuns descritas para as mortes desses pacientes sdo as doencas
cardiovasculares, alguns tipos de cancer, doencas infecciosas e renais (AVINA-
ZUBIETA et al., 2008; GABRIEL & MICHAUD, 2009; MUTRU et al., 1985; TORIGOE &
LAURINDO, 2006). Pacientes com AR apresentam maior nimero de dias com
comprometimento das saudes fisica e mental comparados com individuos sem a
doenca (ABELL et al., 2005; BRANDAO et al., 1997; ZHANG et al., 2010).
Devido ao carater progressivo, ao desenvolvimento das deformidades e ao
comprometimento da capacidade funcional, a AR representa um importante impacto
econdmico e social (LAURINDO et al., 2004; HOOTMAN et al., 2012).

1.2 Fisiopatogénese da AR
A fisiopatogénese da AR ainda ndo estd bem elucidada. As possiveis causas sdo

atribuidas tanto a fatores ambientais como tabagismo, ou agentes infecciosos (virus,

bactérias ou micoplasmas), quanto a fatores genéticos, em funcédo das evidéncias
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observadas em gémeos monozigéticos que apresentam até mais que 30% de
concordancia no desenvolvimento da doenca (GIBOFSKY, 2012). Outra evidéncia
genética relacionada a AR € a observacao da incidéncia de certos alelos (HLA) DR1
ou DR4 na populacdo caucasiana, presentes em 80% dos pacientes com AR
(GREGERSEN et al, 1987; SUAREZ-ALMAZOR et al., 1995;
WORDSWORTH & BELL, 1991).

O curso da doenca néo apresenta um padrdo homogéneo, principalmente quando se
observam o ritmo da evolucdo da infiltragdo articular e das manifestagbes extra-
articulares, assim como, a resposta as intervencdes terapéuticas. As alteracdes
iniciais sdo provenientes de um infiltrado de linfocitos e macrofagos na membrana
sinovial, com consequente hiperplasia de células sinoviais e neoangiogénese
(SZEKANECZ et al.,, 1998a; SZEKANECZ et al.,, 2005), contribuindo para a
formacao de um tecido sinovial proliferativo, chamado de “pannus”, o qual atinge o
0sso subcondral e a cartilagem articular, com destruicdo progressiva (GIBOFSKY,
2012; McINNES & SCHETT, 2011; MIOSSEC, 2004).

Em relacdo as células envolvidas na fisiopatogénese da AR, de forma semelhante
ao que se observa com os mediadores, claramente constata-se um evento
multimediado, com destaque aos linfécitos B que possuem importante papel na
doenca (DORNER & BURMESTER, 2003). Algumas das funcbes dos linfécitos B
incluem apresentacao de antigenos, secrec¢do de citocinas inflamatorias, producéo
do fator reumatoide, envolvimento no processo de organogénese linfoide ectopica
presente no sinévio reumatoide (formacado do tecido linfoide terciario), participacéo
na formacdo do complexo imune e coestimulacdo de células T. A formacdo de
agregados com estrutura de foliculos terciarios devido a migracao de células T e B,
a expressdo de moléculas coestimulatérias (CD 154) e o aumento da producéo de
IL-6 e IL-10 indicam a hiperatividade de linfocitos B na AR (MARSTON et al., 2010).

Macrofagos e neutrofilos sdo representantes celulares cuja participacdo na
fisiopatogénese da AR também esta bem estabelecida (SZEKANECZ & KOCH,
2007; WIPKE & ALLEN, 2001). Essas células fagociticas, quando ativadas,
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produzem as espécies reativas de oxigénio (ROS) altamente tOxicas para patégenos
invasores. Por outro lado, atuam como moléculas que regulam diversas vias de
sinalizacao fisiologica dos neutrofilos. Como sinalizadoras, as ROS e as RNS
servem como moduladores de proteinas e cinases, fosfatases de lipidios, receptores
de membrana, canais de i0nicos e fatores de transcri¢ao, incluindo NF-kappa B.
Esse ultimo regula a expressao de genes de citocinas e quimiocinas importantes que
modulam a resposta inflamatéria (FIALKOW et al., 2007). As ROS e os radicais de
nitrogénio, entre os quais se incluem o superéxido, o peroxido de hidrogénio, 0s
radicais hidroxila, o acido hipocloroso e os do 6xido nitrico (NO), também estédo
relacionados a fisiopatogénese da AR. As ROS e outros radicais livres contribuem
para os danos celulares da AR e de outras doencas inflamatérias (KORHONEN et
al., 2005). As ROS séao produzidas no curso da fosforilagdo oxidativa celular e a sua
producdo excessiva pode provocar danos em proteinas, lipides, acidos nucleicos e
componentes de matriz. O NO é um radical livre reconhecido como um mediador e
regulador de respostas inflamatérias. Tal molécula pode alterar funcdes celulares ao
interagir com oxigénio molecular e anion superoxido para produzir espécies reativas
de nitrogénio (BREDT & SNYDER, 1994). Sabe-se que o NO possui papel
importante como mediador nos processos inflamatérios osteoarticulares (BAO et al.,
2012; CHOU et al., 2011).

Os neutrdfilos, presentes em abundancia nas articulacdes de pacientes com AR
ativa, estdo relacionados a fisiopatogénese da doenca uma vez que produzem
varias citocinas inflamatérias e induzem danos teciduais. A exposi¢cdo a complexos
imunes, fator reumatoide, citocinas, mediadores inflamatérios da cascata do acido
araquidénico e metabdlitos toxicos de oxigénio resultantes da ativacdo de neutrdfilos
contribuem para a destruicdo da cartilagem observada na AR. O processo
inflamatorio intra-articular persistente esta relacionado com a acdo das moléculas
guimiotaticas que determinam a predominancia de células inflamatérias agudas em
lesBes inflamatdrias crénicas (KITSIS & WEISSMANN, 1991). Evidéncias do
envolvimento dos neutréfilos na fisiopatogénese da AR tém sido fornecidas por
estudos em modelos animais (WIPKE & ALLEN, 2001), o que justifica o interesse no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas com o objetivo de modular a atividade

desse grupo celular.
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A mieloperoxidase (MPO), maior componente dos granulos azurdfilos de neutrofilos
€ uma hemeproteina secretada principalmente por neutréfilos ativados. Essa enzima
catalisa a converséo de H,0O, em HOCI, bem como a oxidacdo de tirosina a radical
tirosil usando o H,O, como agente oxidante. Ambos os produtos sdo citotdxicos,
contribuindo para destruicdo de micro-organismos invasores (HEINECKE et al.,
1993; NAUSEEF et al., 1988). Stamp et al. (2012) verificaram concentracfes
plasmaticas da MPO significativamente maiores em pacientes com AR em relacao
ao grupo controle. A alta atividade da MPO em pacientes com AR promove estresse

oxidativo por meio da producéo de HOCI.

Véarios mediadores, como as citocinas inflamatérias, as quimiocinas e as
prostaglandinas (PG’s) tém participagdo nos eventos inflamatérios que caracterizam
a AR (FELDMANN et al., 1996; NOURI et al., 1984; SZEKANECZ et al., 2000). Entre
0s eventos celulares desencadeados, estdo a producao de interferon-gama (IFN-y)
por linfocitos T auxiliares do tipo 1, que estimulam a liberacdo de fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), interleucina-1 beta (IL-1B) e metaloproteinases pelos macrofagos
e fibroblastos sinoviais (KLIMIUK et al., 1999). O TNF-a ocupa posi¢cao relevante
entre as mais de 100 citocinas e quimiocinas diferentes presentes na AR, pois induz
ativacdo marcante dos osteoclastos, evento que contribui para erosdo da
articulacdo. Resultados de estudos em modelos animais e com tecidos humanos
indicam os osteoclastos como importantes células envolvidas na fisiopatogénese da
AR (WILLIANS et al., 1992).

As quimiocinas, mediadores cuja participacdo na fisiopatogénese da AR
(SZEKANECZ & KOCH, 2001) tem ficado evidente nos ultimos anos, sao
representadas por uma superfamilia de citocinas estruturalmente homologas,
caracterizadas pela presenca de cisteinas conservadas e pontes de dissulfeto.
Subdividem-se em quatro sub-familias chamadas C, CC, CXC e CX3C, com base na
posi¢cdo das cisteinas. As principais fun¢des das quimiocinas sdo a regulacdo do
recrutamento e ativacdo dos leucdcitos e da angiogénese (SZEKANECZ et al.,
1998a). Algumas dessas quimiocinas como a proteina quimiotatica para monaocitos
(MCP)-1 e a proteina inflamatéria derivada de macrofagos (MIP)-1a ja foram

relacionadas a fisiopatogénese da AR e parecem ter papel importante na indugéo
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das altera¢Bes laboratoriais, clinicas e histoldgicas caracteristicas da doenca (KOCH
et al., 1994a; KOCH et al., 1994b; SZEKANECZ et al., 1998b).

1.3 Ador e o edemana AR

Pacientes com AR geralmente relatam dor moderada a intensa e, por décadas,
pesquisas médicas tém sido direcionadas ao desenvolvimento de intervencdes
terapéuticas que promovam o alivio da dor e aumentem a expectativa de vida
(REGINSTER, 2002). A dor € um sintoma importante na AR (YU et al., 2002) e &
caracterizada por alodinia, hiperalgesia e dor espontanea (SHAIBLE & GRUBB,
1993). De acordo com a definicdo estabelecida pela Associacao Internacional para
Estudo da Dor, a dor € uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada com lesao tecidual real ou potencial. Geralmente, essa experiéncia se
inicia com a ativacdo dos nociceptores, que sdo neurbnios sensoriais de alto limiar,
componentes do sistema nervoso somatossensorial periférico, capazes de traduzir e
codificar estimulos nocivos. Nas articulacbes, 0s nociceptores localizam-se na
cavidade articular, ligamentos, 0ssos, periosteo e proximos aos vasos, sendo
sensiveis a pressdo e ao movimento articular (LIPSKY, 1977; SCHAIBLE &
SCHIMIDT, 1984).

Clinicamente, a dor inflamatdria é muito mais persistente do que aquela observada
normalmente na maioria dos modelos pré-clinicos. Um modelo experimental no qual
um fenoétipo de hipersensibilidade inflamatéria apresenta-se mais prolongado pode
representar um modelo com maior valor preditivo para o desenvolvimento de novas
intervencdes terapéuticas. Wilson et al. (2006), ao caracterizar e validar um modelo
de dor inflamat6ria crénica, demonstraram que a injecao intra-articular de adjuvante
em ratos resulta em uma resposta caracterizada por sensibilizacdo prolongada a
estimulos nocivos e ndo nocivos, o que tem paralelo com uma dor inflamatoria
prolongada. Além disso, foi observado um estado de sensibilizacdo, tanto na
presenca como na auséncia de inflamacé&o. Varios farmacos analgésicos conhecidos
exibem atividade em modelos experimentais cronicos de AR, incluindo morfina,

ibuprofeno e etoricoxibe.
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O edema inflamatoério também é uma manifestacdo importante da AR. O edema da
sindvia e das estruturas periarticulares € um fator que contribui para a rigidez, pois
interfere nas funcdes fisiologicas da articulacdo (KHURANA & BERNEY, 2005). A
membrana sinovial envolve as articulacbes e possui, em condi¢cdes normais, trés
camadas de células e estroma subsinovial avascularizado. Na artrite aguda, tal
membrana apresenta-se espessada, hiperémica e edematosa (GOLDING, 1999),
com seis a dez camadas de células, neoangiogénese, obstrucdo capilar e

hemorragia perivascular (SKARE, 1999).

Em individuos normais, ndo se consegue remover o fluido sinovial com facilidade da
cavidade articular dos joelhos. Porém, no joelho artritico, volumes consideraveis
podem ser aspirados de uma articulagcdo, podendo ser préximos de 70 mL
(SCHAIBLE & GRUBB, 1993). O fluido sinovial normal em humanos pode conter
entre 10-200 células/mm® e possui aspecto claro e amarelado. Entretanto, em
pacientes com AR, o liquido possui coloracdo esverdeada, sendo escuro, turvo ou
opaco, e contém, em média, 20.000 células/mm?® (GOLDING, 1999).

1.4 A febre na AR

A febre é uma alteracdo neuroenddcrina caracteristica de fase aguda (BLATTEIS &
SEHIC, 1997; BLATTEIS, 2003), podendo ser definida como uma elevacao
controlada da temperatura interna de um organismo para niveis acima dos normais
em decorréncia da elevacao do ponto de regulagem hipotalamico (BLATTEIS, 2006).
O hipotalamo, mais precisamente a area pré-éptica do hipotalamo anterior, controla
a temperatura corporal em torno de um ponto de regulagem relativamente constante.
Nessa regido sao encontrados neurbénios termossensiveis cuja frequéncia de disparo
é afetada tanto por variagcbes na temperatura sanguinea da &rea adjacente, como
por influéncia de conexdes diretas com termorreceptores distribuidos na pele e nos
musculos. Em resposta a variacbes de temperatura, 0s neurdnios hipotalamicos
iniciam respostas termorregulatorias apropriadas para manter uma temperatura
interna constante (BOULANT, 2000). A resposta febril € uma resposta complexa que
envolve producdo de citocinas e de proteinas de fase aguda, além da ativagdo de
varios sistemas como o enddcrino e o imunoldgico (MACKOWIAK et al., 1997). A

despeito de a febre ser conhecida desde a antiguidade como manifestacédo de
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infeccdo (ATKINS, 1984; BLATTEIS, 1986), esse sinal clinico pode ocorrer em
pacientes com doengas autoimunes, neoplasias, trombose, infarto agudo do
miocardio, entre outras (BLATTEIS, 2006).

A hipétese do envolvimento de multiplos pirogénios na fisiopatogénese da febre é
bastante explorada. Durante as investigagdes iniciais, havia especulacdo sobre a
participacdo do IFN na etiologia da febre. Desde os primeiros ensaios clinicos
utilizando IFNs parcialmente purificados, a febre foi reconhecida como a principal
reacdo adversa induzida por essa terapia. O TNF-a € também intrinsecamente
pirogénico e induz febre monofasica apos administracéo intravenosa em coelhos.
Esses resultados, juntamente com os observados com o IFN-a e IL-1pB, ddo suporte
para a hipétese expandida da fisiopatogénese da febre envolvendo varios pirogénios
endogenos (DINARELLO et al., 1986). Em um estudo conduzido por Philippe et al.
(1997) foram avaliados parametros degenerativos, inflamatérios e funcionais em
modelo experimental de AR induzida por adjuvante. Nesse estudo, os autores
demonstraram hipertermia primaria com pico no primeiro dia ap0s inducdo e um
segundo aumento da temperatura corporal entre os dias 13 e 15. O primeiro pico foi
associado ao aumento da concentracdo plasmatica de IL-6 e TNF-a. No segundo
pico, observou-se um aumento mais proeminente da concentracdo plasmatica de IL-
6.

1.5 Modelos experimentais de AR

No desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para a AR, sdo comumente
utilizados modelos experimentais para fornecer subsidios que permitam aumentar o
conhecimento sobre os mecanismos da doenca e identificar novos agentes
terapéuticos. A inducdo de artrite é tradicionalmente realizada por meio da
administracdo de agentes artritogénicos, entre os quais estdo o pristane (VINGSBO
et al.,, 1996; ZHENG et al., 2002), o zimosano (GUERRERO et al., 2006), o
adjuvante incompleto de Freund (CANNON et al., 1993; ZHANG et al., 1999) e o
adjuvante completo de Freund (CFA) (BARTON et al., 2007; BILLIAU & MATTHYS,
2001; CAI et al.,, 2006; YU et al.,, 2002). Os modelos experimentais de artrite
induzida por adjuvante (AIA) sao justificados pelas caracteristicas que se
assemelham aquelas da doenca humana (BILLIAU & MATTHYS, 2001; CAI et al.,
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2006; COOK & MOORE, 2006; NAGAKURA et al., 2003). Entre as semelhancas,
incluem-se a alodinia, a hiperalgesia, o edema de articulagdo e as alteracdes
histopatol6gicas (DONALDSON et al., 1993; WILSON et al., 2006).

Os critérios para elegibilidade de um modelo pré-clinico para testes com candidatos
a farmacos incluem a eficicia preditiva, fisiopatogénese similar com aquela da AR
humana, facilidade de uso, reprodutibilidade de dados e duracdo adequada do
periodo de teste. Sabe-se que grande parte dos farmacos utilizados na clinica
induzem reacgdes adversas e toxicidade que impedem o seu uso a longo prazo ou o
uso de doses que podem modificar de forma favoravel o curso da doenca. Modelos
animais frequentemente predizem esses fendmenos. Muitos dos modelos de AR tém
alguma caracteristica fisiopatolégica que é similar a que ocorre na AR humana,
contudo, diferengcas importantes sdo observadas. Assim, em modelos animais de
AR, a doenca progride muito mais rapidamente do que na doenca humana, o que
confere um aspecto de doenca inflamatdria aguda. Outro aspecto conhecido é o fato
de que roedores desenvolvem uma reabsorcdo Ossea intensa em resposta a
inflamac&o articular, de forma diferente do que se observa em humanos (BENDELE
et al., 1999; BENDELE, 2001).

Variacbes de modelos de artrite imuno-mediada em roedores (AIMR) tém sido
investigados nas ultimas décadas a fim de verificar sua adequacao para avaliacao
de doenca articular imune-mediada. As opcdes de AIMR estdo relacionadas a
variaveis como espécie empregada (rato, camundongo ou porco da india), tipo de
doenca (induzida, espontanea ou por modificacdo genética) e agente indutor
(adjuvantes, polissacarideo, proteoglicanas, colageno e outras proteinas) (BOLON et
al.,, 2011). Apesar das limitacBes inerentes, muitos modelos de AIMR tém
contribuido significativamente para o conhecimento da fisiopatogénese da AR e,
consequentemente, para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.
Uma vez que a geracgao rapida de resultados sobre eficacia pré-clinica e toxicidade é
fundamental, a selecdo adequada de um modelo é importante (BENDELE, 2001). Os
principais modelos de artrite induzida, espontdnea ou por modificagdo genética com

suas vantagens e desvantagens, estao resumidos na Tabela 1.
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Tabela 1 — vantagens e desvantagens dos principais modelos de artrite induzida,

espontanea ou por modificacdo genética.

Agente (s)
Modelo @ indutor (s)/ = Animal Vantagens Desvantagens Referéncias
alteracao
genética
INDUZIDOS
Rapido inicio e Maior quantidade de BARTON et al., 2007.
progressao droga para pesquisa
BENDELE et al., 1999.
Inflamagé&o Maior gasto com
articular de facil producdo e manutengcdo | BILLIAU & MATTHYS,
mensuracao 2001.
AlA CFA rato Poliartrite causa estresse
Procedimentos de e desconforto intensos CAl et al., 2006.
inicializacéo e
caracterizagdo KIM & MOUDGIL,
bem estabelecidos 20009.
Semelhangas com Auséncia de BOLON et al., 2011.
AR humana exacerbacoes e
rato remissdes BEVAART et al., 2010.
SOTO et al., 2008.
Cola Semelhangas com | Modelo pouco adequado PHADKE et al., 1985.
geno . O
tipo Ii camun- AR hu_mana. para a avaliacao de
CIA dongo clinicas, AINEs e FMCDs
histologicas e
imunoldgicas Possibilidade de
investigacdo de novos
imunossupressores

GENETICAMENTE MODIFICADO

Util para Dificuldade de AHLQVIST et al., 2009.
Expressa investigacéo de padronizacdo das
m receptor aspectos técnicas
de células especificos FUGGER &
T camun- (funcdes de Elevada possibilidade de SVEJGAARD, 2000.
moléculas MHCII | artefatos na manipulagéo
K/BxN transgene dongo e identificagdo de gendmica
(KR,N) e epitopos de
molécula células T) Interacdes entre os
A de MHC genes manipulados e os
I humano genes do animal
97)
AIMR ESPONTANEA
Semelhancas com Sindrome autoimune BEVAART et al., 2010.
AR humana: progressiva
proliferacdo de TSUNEYAMA et al.,
células sinoviais, De 16 a 24 semanas, 2001.
A formacéo de desenvolvimento de
ocorrencia | camun- pannus, nédulo lesGes renais e outras CHRISTOPHER &
MRL/Ipr natural dongo reumatoide e complicacdes que podem GARY, 2002.
circulacao de resultar na morte de até
fatores 50% dos animais
reumatoides

AlA - artrite induzida por adjuvante; CFA - adjuvante completo de Freund; CIA - artrite induzida
por colageno; K/BxN - camundongo modificado geneticamente; KRN - receptor de células T
transgene; g7- molécula A de MHC Il humano; MHC Il - complexo maior de
histocompatibilidade tipo II; MRL/Ipr - camundongo de ocorréncia natural MRL/Ipr -


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Christopher+M.+Reilly%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Gary+S.+Gilkeson%22

25

A AIA em ratos foi o primeiro modelo animal a ser descrito (WHITEHOUSE, 2007) e
ainda é largamente utilizada em testes pré-clinicos de novos agentes antiartriticos e
muito empregada para estudar a inflamacdo (ALMARESTANI et al.,, 2011,
BAUEROVA et al., 2011, COSTA et al, 1981; PEARSON et al., 1956;
SNEKHALATHA et al., 2012). A doenca autoimune induzida € mediada por células
T, apresentando semelhancas com a AR humana (YOSHINO & CLELAND, 1992;
ZHANG et al., 1999). O método classico consiste na injecao intradérmica de CFA em
ratos Lewis. O CFA é composto por oOleo de parafina contendo mono-oleato de
manitol como um surfactante em suspensdo com uma micobactéria (Mycobacterium
tuberculosis ou Mycobacterium butyricum) morta (BILLIAU & MATTHYS, 2001). Esse
modelo apresenta caracteristicas conhecidas como inicio rapido do processo
inflamatorio e progressdo robusta, inflamacdo poliarticular e intensa reabsorcao
0ssea. Os sinais clinicos da poliartrite grave aparecem, geralmente, cerca de dez
dias apos injecdo do CFA, porém, raramente, mantém-se apos um més (CANNON et
al., 1993). Preferencialmente, utiliza-se a via de imunizacao intradérmica, na base da
cauda. No 14° dia ap6s a imunizacao, além da destruicdo articular, torna-se mais
evidente o infiltrado celular, particularmente o neutrofilico. A resposta inflamatoria
nesse modelo é dependente de células T e compartilha algumas caracteristicas com
a AR humana como: edema das extremidades, destruicdo das cartilagens, infiltracao
de linfécitos, perda de funcao das articulacdes e reabsorcao 6ssea (CAl et al., 2006).

1.6 Farmacoterapia da AR

Na terapia medicamentosa da AR sao empregados os anti-inflamatorios esteroides
(AIEs), os farmacos modificadores do curso da doenca (FMCDs) e, em alguns

casos, o0s anti-inflamatérios ndo-esteroides (AINES).

1.6.1 AlEs

Os AIEs, farmacos cujo mecanismo envolve a ligacdo a receptores especificos
localizados no citosol das células de tecidos-alvo, exercem um efeito modulatério
sobre a expressdao de um grande numero de genes. O efeito induzido por esses
farmacos pode ser resultado da interacdo direta sobre sequéncias de DNA

especificas levando a uma transativacdo de genes de proteinas anti-inflamatorias
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ou, indiretamente, da inibicdo dos fatores de transcricdo de genes que codificam
mediadores inflamatérios como citocinas, moléculas de adesdo e enzimas. Como
consequéncia, ocorre supressao da producao de citocinas inflamatérias, quimiocinas
e moléculas de adesédo, por meio da inibicdo da funcdo dos macrofagos e células
apresentadoras de antigenos, inibicdo da desgranulacédo dos mastocitos, reducédo da
producdo de PGs e leucotrienos pela reducdo da expressdo do gene para
ciclooxigenase (COX-2), entre varios outros efeitos que contribuem para as
marcantes atividades anti-inflamatdria e imunossupressora dessa classe. Embora
sejam farmacos anti-inflamatérios eficazes, a sua administragcdo crbnica
frequentemente resulta em reacfes adversas graves como reducéo da densidade
0ssea, desequilibrio de fluidos e eletrdlitos, elevacao da glicemia, imunossupressao,
aumento da pressédo intraocular, elevacdo da pressao arterial, entre outras. Essas
reagOes adversas sao fatores limitantes do uso dos AIEs no tratamento de pacientes
com AR (SCHIMMER & FUNDER, 2011).

Os AlEs tém sido utilizados para tratar pacientes com AR durante mais de 60 anos,
pois fornecem alivio sintomético imediato e diminuem sinais de inflamagdo na
doenca ativa. Apesar do emprego dos AlEs fazer parte da farmacoterapia da AR,
existe ainda um debate consideravel sobre o esquema posolégico adequado e a
duracédo do tratamento, principalmente por causa das reacdes adversas frequentes,
e, por vezes, graves, particularmente apds uso de doses elevadas (WASSENBERG
et al., 2011). Os efeitos amplamente conhecidos e esperados dos AIEs em pacientes
com AR sdo a atenuacdo do processo inflamatério e o alivio da dor. Todavia, ha
evidéncias para indica-los como FMCDs em associacao com os demais (MOTA et
al., 2011). A administracdo de AIEs a pacientes com AR inicial retarda a progressao
da doenca quando avaliada por meio radiografico, o que sustenta a definicdo de
FMCD convencional. Além disso, no acompanhamento em longo prazo de pacientes
submetidos a farmacoterapia com AIEs, verificou-se alteracdo favoravel no curso da
doenca mesmo apds a descontinuacdo do uso de tais farmacos. Considerando que
qualquer FMCD deve ter atividade intrinseca que leve a melhora prognostica em
longo prazo e que possa ser utilizado por tempo suficiente para alterar o curso da
doencga, o investimento em pesquisas que empreguem os AIEs pode ser justificada
(BIJLSMA, 2012).
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Membro da classe dos AIEs, a dexametasona possui atividades anti-inflamatéria e
imunossupressora e tem sido alvo de investigacdo clinica e experimental na AR. A
terapia com dexametasona em pacientes com AR conduz a um efeito rapido e
clinicamente benéfico (BAE et al.,, 2003). O aumento da producdo de IL-10 pode
estar envolvido no beneficio clinico prolongado. O efeito imunossupressor fica mais
evidente ao se constatar uma diminuicdo da producéo de IFN-y, o que resulta em
um deslocamento relativo em relacdo a atividade de células T tipo 2. Avaliagfes in
vitro demonstraram que essa mudanca de equilibrio das células T foi relacionada a
um efeito direto induzido pela dexametasona e, portanto, independente do eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal (VERHOEF et al., 1999).

A fim de aumentar a acdo de farmacos tradicionais empregados na terapia da AR,
pesquisadores tém procurado associar AIEs em baixas doses aos FMCDs,
reduzindo, assim, a possibilidade de ocorréncia das conhecidas reacbes adversas
induzidas pelos AIEs. Wassenberg et al. (2005) demonstraram em um estudo
multicéntrico, duplo-cego e controlado por placebo que uma dose reduzida de
prednisolona (5 mg/dia), empregada por mais de dois anos em combinagcdo com
FMCDs padrao, metotrexato (MTX), ou sais de ouro em pacientes com AR inicial de

baixo risco, foi capaz de retardar a progresséao radiogréafica da doenca.

1.6.2 FMCDs

Os FMCDs incluem um diversificado grupo de pequenas moléculas, podendo ser
agentes biologicos e nao-bioldgicos (Tabela 2). O objetivo primario das terapias com
FMCDs é preservar as funcdes das articulacdes, reduzindo ou prevenindo danos
(BLUMBERG & FOX, 2001). Alguns desses farmacos inibem a producdo de
citocinas inflamatdrias ou impedem a sua interagcdo com 0s seus receptores. Sendo
as principais citocinas inflamatérias, o TNF-a, a IL-1 e a IL-6 representam alvos de
interesse terapéutico em doencas inflamatorias cronicas como a AR. Entre os
farmacos biologicos, os antagonistas de TNF-a sdo a primeira escolha para
pacientes com resposta inadequada aos FMCDs n&o-biolégicos. Sendo os farmacos
bioldgicos eficazes imunossupressores, existe o risco da ocorréncia ou agravamento
de infeccbes agudas ou crbnicas ou reativacdo de infecgBes latentes, com
consequéncias graves para o paciente (BERNATSKY et al., 2007; HAROON &
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INMAN, 2009; VASSILOPOULOS & CALABRESE, 2007). Na pratica clinica, o

emprego desses farmacos tem sido associado a ocorréncia de algumas reacdes

adversas graves, com custos consideraveis (KUKAR et al., 2009).

FARMACO

NAO BIOLOGICOS

Tabela 2 — FMCDs e suas respectivas classes

CLASSE

AZATIOPRINA

CICLOFOSFAMIDA
CICLOSPORINA
CLOROQUINA
HIDROXICLOROQUINA

LEFLUNOMIDA

METOTREXATO

Inibidor da sintese de purinas

Agente alquilante

Inibidor de calcineurina
Antimaléarico e anti-reumético
Antimaléarico e anti-reumético

Inibidor da sintese de pirimidina

Antimetabdlito

MINOCICLINA

Antibidtico tetraciclina inibidor da 5-lipooxigenase

PENICILAMINA

Agente gquelante e imunossupressor

SULFASSALAZINA Salicilato
BiloLOGICOS
ABATACEPTE Proteina que inibe ligagdo a CD80 ou CD86 da APC

com CD28 dacélulaT

ADALIMUMABE

Anticorpo humanizado tipo IgG anti-TNF-a

ANAKINRA

Antagonista de receptor de IL-1

CERTOLIZUMABE

Fragmento Fab que se liga ao TNF-a

GOLIMUMABE Anticorpo humanizado tipo IgG anti-TNF-a
INFLIXIMABE Anticorpo tipo IgG anti-TNF-a
RITUXIMABE Fab direcionado ao CD20 de células B citotoxicas

Fonte: Adaptado de GROSSER et al. (2011).
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Se por um lado, na Lista de Medicamentos Essenciais (2011) da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) os FMCDs preconizados sdo MTX, azatioprina, cloroquina,
hidroxicloroquina, penicilamina e sulfassalazina, por outro, na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (2012) do Ministério da Saude do Brasil tem-se, além dos
farmacos preconizados pela OMS, os seguintes farmacos, classificados como
componentes especializados da assisténcia farmacéutica: adalimumabe e

infliximabe.

1.6.3 AINEs

Os AINEs sdo uma classe de anti-inflamatorios que apresentam atividades
analgésica, antipirética e antiedema. Entre os mecanismos de a¢ado propostos para
esses farmacos estd a inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2, as quais estdo
envolvidas na producdo de mediadores inflamatdrios como PGs e tromboxanos
(TXs) (SEIBERT et al., 1994; VANE, 1971; VANE, 1996). Farmacos dessa classe
sdo populares por causa de suas propriedades analgésicas e antiedema
(BLUMBERG & FOX, 2001). Entretanto, o seu uso requer cautela devido a
possibilidade de ocorréncia de reacdes adversas como dor epigastrica, Ulceras

gastrintestinais, lesdes renais e eventos tromboembdlicos.

T

de PGI; e, principalmente, PGE,, eicosanoides envolvidos na reducédo da secrecao
acida gastrica, no aumento da secrecdo de muco protetor e de bicarbonato, bem
como na regeneracao epitelial (KONTUREK et al., 1981; ROBERTS & MORROW,
2001). Outra reacdo adversa relacionada ao uso dos AINEs é derivada da inibicdo
da sintese de TXA,, um eicosanoide indutor da vasoconstricdo e da agregacao
plaquetéria, o que resulta em aumento do tempo de sangramento e consequente
hemorragia nas microvasculaturas (ROBERTS & MORROW, 2001). Os AINEs
inibem a COX nos rins, reduzindo a sintese de eicosanoides vasodilatadores como
as PGE; e PGl,, podendo desencadear nefrite intersticial crénica, necrose tubular e
insuficiéncia renal crénica. Essas complicacdes decorrem do fato de que as PGs
produzidas localmente sdo importantes para a funcdo renal (GAMBARO &
PERAZELLA, 2003).
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1.6.4 Outras estratégias terapéuticas

Além da farmacoterapia tradicional, inUmeras estratégias terapéuticas sé&o
desenvolvidas paralelamente ao conhecimento da fisiopatogénese, como, por
exemplo, as intervengdes que reduzam a producdo de agentes oxidantes ou que
apresentem a atividade antioxidante nos modelos experimentais ou na clinica.
Estudos epidemiologicos tém mostrado uma associacdo entre uma dieta rica em
antioxidantes e menor incidéncia de AR. Cerhan et al. (2003), em um estudo de
coorte numa populacédo feminina, verificaram que a ingestdo de micronutrientes e
antioxidantes pode ser protetora contra o desenvolvimento da AR. Também foi
observada uma relacdo inversa entre as concentracdes de antioxidantes e a
magnitude da inflamacdo. Em modelos animais de AR, observou-se que o
tratamento com compostos que apresentam atividade antioxidante atenua as
alteracdes morfoldégicas e funcionais tipicas da doenca (HITCHON & EL-
GABALAWY, 2004). Recentemente, Bauerova et al. (2011), investigando nova
abordagem terapéutica na AR focada na regulacdo dos processos imune e
oxidativo, demonstraram o beneficio conferido por compostos antioxidantes em

combinagdo com o MTX.



1.6.5 O Consenso Brasileiro 2012 para farmacoterapia da AR

O Consenso da Sociedade Brasileira de Reumatologia para o tratamento de
pacientes com AR (MOTA et al., 2011) apresenta recomendacdes para o0 manejo da

doenca, considerando aspectos peculiares da realidade socioecondmica brasileira

Em todas as fases:
. Prednisona até 15
mg/dia ou
equivalente
(menor tempo
possivel)
. AIE intra-articular
e/ou AINES e
analgésico

Falha ap6s 3 meses

(Figura 1).
MONOTERAPIA
(preferencialmente MTX)
Falha apds 3 meses

o

5

£,

&

A\ 4
Resultado parcial ao Intolerancia ao MTX
L \

Combinagao de FMCDs

Troca entre FMCDs
sintéticos

o

sintéticos

Falha apds 3 meses

Segunda

FMCD sintético (preferencialmente MTX)

(anti-TNF como primeira opgdo ou abatacepte

+
FMCD biolégico

ou tocilizumabe)

Terceira

Falha ou intolerancia a FMCD biolégica:
Manter FMCD sintético (preferencialmente
MTX) e mudar FMCD biolégico para outro
anti-TNF ou abatacepte ou rituximabe ou
tocilizumabe

Falha apés 3-6

Doenga ativa:
Considerar os ICAD visando remissao, ou pelo
menos baixa atividade de doenga

Figura 1 - Fluxograma para a farmacoterapia da AR.

Adaptado de Mota et al. (2011).
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1.7 Reposicionamento de farmacos

O desenvolvimento de novos farmacos exige altos investimentos e longos periodos
de pesquisa. A investigagdo de novas funcbes para farmacos em uso cujas
informacdes sobre seguranca e farmacocinética estejam consolidadas na literatura
apresenta-se como alternativa bastante interessante, pois possibilita resultados em
prazo reduzido e com custos menores. Nos ultimos anos, as pesquisas direcionadas
ao desenvolvimento de novos farmacos apresentaram resultados insatisfatorios para
compensar os consideraveis investimentos, resultando numa relagdo extremamente
desfavoravel entre custo e beneficio (CHONG & SULLIVAN, 2007).

Entre os farmacos sob investigacdo de novas indicacdes estdo as vitaminas do
complexo B. As vitaminas do complexo B s&o compostos organicos que participam
de diferentes funcdes metabdlicas. O complexo possui onze vitaminas: tiamina,
riboflavina, piridoxina, niacina, cianocobalamina, acido félico, &cido pantoténico,
biotina, inositol, colina e 4cido para-aminobenzoico. A maioria dessas vitaminas nao
€ produzida pelo organismo humano e, além disso, por serem moléculas
hidrossollveis, o organismo tem dificuldade para armazené-las, devendo, portanto,
serem ingeridas diariamente (MARCUS & COULSTON, 2001). Entre essas
vitaminas, a tiamina ou riboflavina apresentaram atividade farmacolégica em
modelos experimentais de dor e inflamacdo que ndo estdo relacionados com

doencas secundarias as suas deficiéncias.
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1.7.1 Tiamina

A tiamina é uma vitamina hidrossoluvel encontrada em fontes vegetais como ervilha,
feijdo, arroz integral e outros tipos de cereais e em fontes de origem animal como
peixes, rins e figados, entre outros. A estrutura quimica da tiamina [3-(4-amino-2-
metil-5-pirimidinil)metil)-5-(2-hidroximetil)-4-cloreto de metiltiazélio] € caracterizada

por uma pirimidina substituida e um anel tiazol (Figura 2).

OH

Figura 2 - Estrutura quimica da tiamina

Essa vitamina, sob acdo da enzima tiamina pirofosfatase, origina a tiamina
pirofosfato (TPP). As funcdes da TPP envolvem a participacdo como coenzima de
dezenas de enzimas (Figura 3), entre as quais estdo a piruvato desidrogenase
(importante para a producdo de energia no ciclo de Krebs), a transcetolase
(importante para a producédo de aminoacidos de cadeia ramificada e a producédo e a
manutengdo da bainha de mielina) e a a-cetoglutarato desidrogenase (importante
para a sintese de acetilcolina, acido gama-aminobutirico e glutamato) (THIAMINE
MONOGRAPH, 2003).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Tiamina_pirofosfatase&action=edit&redlink=1
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Figura 3 — Esquema indicando as funcdes de duas importantes enzimas dependentes da

tiamina, a piruvato desidrogenase e a a-cetoglutarato desidrogenase

A deficiéncia da tiamina pode levar a manifestacdes classicas como o beribéri ou a
sindrome de Wernicke-Korsakoff (HILLMAN, 2001). H& muitas situacBes nas quais
os individuos apresentam caréncia dessa vitamina, como dieta rica em carboidratos
simples, principalmente em alimentos processados, alcoolismo, nutricdo parenteral
total, cirurgia gastrintestinal, infeccdo grave, dialise renal e uso prolongado de
diuréticos, entre outras (MARTIN et al., 2003; THIAMINE MONOGRAPH, 2003). Vale
ressaltar que o cloridrato de tiamina (comprimido de 50 mg) esta presente na lista
de medicamentos essenciais da OMS. A tiamina, assim como as demais vitaminas
do complexo B, apresenta-se como uma interessante alternativa de investigacao
experimental, uma vez que tem apresentado atividade em muitos modelos

experimentais de dor e inflamagéo (Tabela 3).
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Tabela 3 — Sintese dos resultados de estudos que investigaram os efeitos induzidos pela

Estudo

tiamina em modelos experimentais de dor e inflamacao.

Modelo

Doses (mg/KQ)

e vias de
administracao

Possiveis
NEERT S

Resultados

Naik et al., Edema por carragenina 30; Inibicéo de Inibicéo de
1970 i.p. transaminases edema
Edema por formalina
Auséncia de
Formacéao de tecido efeito
fibrovascular
Franca et al., Contorgdes induzidas 50,100 e 200; Inibicdo da Efeito
2001 por acido acético i.p. sintese ou agao antinociceptivo
de mediadores
Nocicepcéo induzida inflamatorios
por formalina
Wang et al., Compressao do ganglio 1,5, 10, 33 e 100; Inibic&do da Reducéo da
2005 espinhal i.p. conducéo e da hiperalgesia
excitagdo térmica
nervosa
Caram-Salas  Ligag&o de L5 e L6 do 600; Aumento da Reducéo da
et al., nervo espinhal s.C. atividade da alodinia
2006 guanilato-ciclase mecénica
Placa quente Inibicdo da Efeito anti-
producéo de nociceptivo
PGE,, TBX; e
50, 100, 125; LTE,
Ligacé@o do nervo ciatico i.p. Efeito anti-
Moallem et Inibicdo da nociceptivo
al., 2008 producao de
histamina, PGs
elou LT
Edema de orelha
induzido por xileno Reducéo da Reducéo do
producéo e edema
inibicdo da acéo
Formacéo de tecido de mediadores
fibrovascular inflamatorios
Reducéo

1.7.2 Riboflavina

A riboflavina, outra vitamina hidrossollvel,

pode ser encontrada em fontes

alimentares como leite, ovos, carnes, iogurte, améndoas, queijo, soja, graos, brécolis
e outros vegetais verde-escuros (RIBOFLAVIN MONOGRAPH, 2008). A estrutura

quimica da riboflavina (7,8-dimetil-10-ribitil-isoaloxazina) € representada por um
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conjugado de um anel de isoaloxazina (flavina) com um carboidrato com cinco
atomos de carbono, o ribitil (Figura 4).

Cadeia
ribitil —

N _N.___O
. ’
Flavina ::[:::I: Y
L __NH
N
0

Figura 4 — Estrutura quimica da riboflavina

Essa vitamina possui duas formas ativas de coenzimas, a flavina mononucleotideo
(FMN) e a flavina adenina dinucleotideo (FAD) (Figura 5), que participam de
diversos processos metabdlicos (MASSEY, 2000; SOUZA et al., 2005). As acdes
antioxidantes da riboflavina estdo relacionadas tanto com a sua conversdo a FAD,
parte integrante da enzima glutationa redutase, quanto com a atividade da enzima

antioxidante NADPH citocromo P450-redutase (MASSEY, 2000; RIBOFLAVIN
MONOGRAPH, 2008; SEEKAMP et al., 1999).

0
O
N H
N N H
N
XX
N~ "N Yo X
| N~ N7 Yo
CH, |
HO: NH, CH,
WOH HO"
N~ N
HO' 0 0 </ | "OH
o - o
C—o—l|>—o—§>—o— O N7y HO! !
I
HO"  “OH 0
FAD FMN

Figura 5 — Estruturas quimicas da FAD e da FMN
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As coenzimas FAD e FMN, das quais a riboflavina é precursora, estdo presentes em
diferentes enzimas mitocondriais que participam da respiracdo celular. Essas
coenzimas atuam, por exemplo, na transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria.
A deficiéncia da riboflavina pode resultar, entre outros fatores, da ingestédo
inadequada ou do alcoolismo e, em geral, esta associada a deficiéncia de outras
vitaminas. Além disso, alguns farmacos podem inibir o metabolismo da riboflavina,
aumentar a sua eliminacdo e provocar a sua deficiéncia. Entre esses estdo a
clorpromazina, os antidepressivos triciclicos (PINTO et al., 1981) e o antineoplasico
doxorrubicina (PINTO et al., 1986). Os principais sinais e sintomas da deficiéncia da
riboflavina sdo queilose, glossite, dermatite seborreica e distdrbios oculares,
incluindo prurido, sensibilidade a luz e vascularizacdo da cornea. Também podem
ocorrer anemia normocitica e normocréomica e neuropatia (JORTNER et al., 1987,
MARCUS & COULSTON, 2001; POWERS, 2003). Assim como a tiamina, a
riboflavina (comprimido 5 mg) também est4 presente na lista de medicamentos

essenciais da OMS.

As aplicagdes de riboflavina em condi¢des diferentes daquelas resultantes de sua
caréncia no organismo humano tém sido investigadas por muitos pesquisadores.
Como exemplo, destaca-se 0 seu uso no alivio da enxaqueca. Apesar de a
enxaqueca possuir diferentes causas, em alguns pacientes é detectada uma
disfuncdo mitocondrial no sistema nervoso central, a qual pode estar associada a
ocorréncia de crises (MONTAGNA et al.,, 1994). Em alguns estudos clinicos, foi
observado que elevadas doses de riboflavina induzem efeito profilatico, reduzindo
tanto a frequéncia como a duracéo das crises (BOHENKE et al., 2004; SCHOENEN
et al.,, 1998). A investigacdo de novos usos para a riboflavina, principalmente no
tratamento de pacientes com doencas inflamatérias e condi¢cdes dolorosas diversas,
€ justificada em funcdo dos resultados promissores obtidos em estudos pré-clinicos
nos quais foram investigadas as suas atividades em modelos experimentais de dor e

inflamagéo (Tabela 4).
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Tabela 4 — Sintese dos resultados de estudos que investigaram os efeitos induzidos pela

riboflavina em modelos experimentais de dor e inflamacéo.

Possiveis
mecanismos

Doses
(mg/Kg)
e vias de
adminis

tracao

Resultados

Edema de pata/
forbol éster

Resposta febril

Migracgéo celular

Formacao de tecido
fibrovascular

Granados-  Edema/ carragenina 50-150; Liberagéo de Reducédo do edema
Soto et al., NO e abertura
2004 Edema/ formalina 1-50; de canais de K"
sensiveis ao
Ligacdode L5 e L6 150-600; ATP Efeito antinociceptivo
do nervo espinhal p.o. (hiperalgesia térmica)
Verdrengh Reacao de Inibicdo da Auséncia de efeito
& hipersensibidade migracao
Tarkowski, tardia granulocitica
2005 20; sem alterar
Edema de pata por i.p. resposta imune Reducéo
Oleo de oliva adquirida
Artrite induzida por Auséncia de efeito
coldgeno
Nocicepgéo por Efeito antinociceptivo
formalina Inibicdo da
producédo ou da
Bertollo et Placa quente 25,50 e 100; acéo de Efeito antinociceptivo
al., 2006 i.p. mediadores
Alodinia mecéanica/ inflamatdrios.
carragenina Efeito antinociceptivo
Alodinia mecéanica/ Auséncia de efeito
forbol éster
Edema de pata/ Reducédo do edema
carragenina 50 e 100;
s.C.

Reducéo do edema

Efeito antipirético

Auséncia de efeito

Reducéo
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Os resultados de estudos experimentais com a tiamina e a riboflavina demonstram
possibilidade do uso dessas vitaminas, isoladamente ou associadas, no tratamento
de pacientes com diferentes condi¢cbes dolorosas e inflamatorias. Em estudos
clinicos, a associacdo das vitaminas tiamina, piridoxina, cianocobalamina com
dexametasona induziu resultados superiores aqueles observados apenas com
dexametasona no alivio da dor em pacientes com neuropatias e lombalgias
(GOLDEBERG et al., 2007; GOLDEBERG et al., 2009; MEDINA SANTILLAN et al.,
2000). No entanto, ndo ha estudos que tenham avaliado o efeito induzido por
associacOes de vitaminas do complexo B com AIEs em modelos experimentais de
AR.
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2 JUSTIFICATIVA

Modelos animais tém sido empregados no estudo da fisiopatogénese da AR e na
triagem de farmacos antiartriticos. Modelos induzidos por adjuvante ou colageno tipo
Il ttm sido amplamente utilizados e apresentam um consolidado valor preditivo para
eficacia e toxicidade (BENDELE, 2001). A caracterizagdo de um modelo experimental
de monoartrite induzida por adjuvante em ratos € relevante, pois pode permitir a
investigacdo de mecanismos da doenca e o desenvolvimento de novas abordagens

farmacoterapéuticas, sem exposi¢cao dos animais a um sofrimento excessivo.

Nas abordagens terapéuticas da AR, sabe-se que, embora existam farmacos Uteis
para aliviar sintomas e atenuar a progressdo da doenca, ainda ha limitacdes
relacionadas a eficacia e a seguranca (FRANCISCHI et al., 2000). Uma vez que
vitaminas do complexo B, como tiamina ou a riboflavina, sdo farmacos cujo uso
clinico € aprovado e esta associado a reduzida incidéncia de reacdes adversas em
adultos e criancas, torna-se interessante a investigacdo da sua utilidade no
tratamento de pacientes com AR. Os efeitos anti-inflamatorio e antinociceptivo
induzidos por essas vitaminas foram demonstrados em diferentes modelos
experimentais de inflamacdo aguda e algumas condi¢des inflamatoérias crénicas,
porém, ha poucas informacdes sobre os efeitos induzidos pelo tratamento prolongado
com essas vitaminas, isoladas ou em associacao com outros farmacos, em modelos

experimentais de AR.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos induzidos pela riboflavina ou pela tiamina no modelo de
monoartrite induzida por CFA em ratos Holtzman.

3.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar o modelo experimental de AR, segundo parametros

comportamentais, histolégicos e bioquimico.

2. Avaliar os efeitos induzidos pela riboflavina ou pela tiamina, isoladas ou em
associacdo com dexametasona, sobre o edema e a alodinia mecanica no

modelo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

Foram utilizados ratos (Rattus novergicus) da linhagem Holtzman, fémeas, com
massa entre 140 e 170 g, provenientes do biotério da Faculdade de Farmécia da
UFMG. Racdo e agua foram fornecidas ad libitum. Todos os experimentos foram
realizados em sala com temperatura controlada (27 + 1°C), correspondente a zona
de termoneutralidade para roedores (GORDON, 1990). Os animais foram mantidos
sob ciclo claro escuro (12/12 h) e ambientados por trés dias anteriores a realizacéo
dos experimentos. Todos os experimentos foram realizados de acordo com as
recomendagOes para avaliagdo de dor experimental em animais acordados
(ZIMMERMANN, 1983). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFMG (Protocolo 42/2012).

4.2 Drogas e veiculos

e Acetato de dexametasona (Sigma, EUA) — anti-inflamatério esteroide.
e Acido nitrico (HNOs3) a 65% P.A. (Vetec, Brasil) — agente descalcificador.

e Adjuvante completo de Freund (CFA; Sigma, EUA) — agente indutor de
artrite.

e Carboximetilcelulose (CMC; Sigma, EUA) — veiculo para preparo de

suspensoes.
e Cloreto de sddio 0,9 % p/v (Sanobiol, Brasil) — veiculo.
e Cloreto de sddio 0,9 % p/v injetavel (Equiplex, Brasil) — veiculo

e Cloridrato de cetamina a 10% (CETAMIN®: Syntec, Brasil) — agente

anestésico.

e Cloridrato de tiamina (Sigma, EUA) — vitamina do complexo B.
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e Cloridrato de xilazina a 2% (KENSOL® Koénig, Brasil) — sedativo

miorrelaxante e analgésico.
e Formaldeido 37 % (Synth, Brasil) — agente fixador.
e Isoflurano 2% v/v (ISOFORINE®; Cristalia, Brasil) — anestésico.
¢ Riboflavina (Sigma, EUA) — vitamina do complexo B.

e Solugao tampao fosfato — reagente para MPO.

4.2.1 Preparo das suspensdes e intervalos de administracéo

o Preparo das suspensdes de riboflavina, tiamina e dexametasona

As suspensftes de riboflavina e tiamina foram preparadas em carboximetilcelulose
(CMC) 0,5% p/v em solugéo de cloreto de sédio 0,9% p/v, imediatamente antes de
cada administracdo. O volume administrado per os (p.o) de todas as suspensoées foi
de 2 mL/Kg. Foram usadas as doses de 125, 250 e 500 mg/Kg de riboflavina e de
150, 300 e 600 mg/Kg de tiamina.

A suspensdo de dexametasona foi preparada em CMC 0,5% p/v em solucdo de
cloreto de sodio 0,9% p/v, imediatamente antes das administracdes. O volume e a
via de administragéo foram idénticos aos das vitaminas. A dose padronizada foi de
0,5 mg/Kg.

o Preparo da solucado anestésica

As duas solugdes contendo cetamina 10% e xilazina 2% m/v foram misturadas numa
proporcdo que permitisse administracdo Unica de uma dose de 100 e 10 mg/kg,
respectivamente. O volume injetado por via intraperitoneal (i.p.) de 1 mL/kg foi usado

para efeito anestésico.



44

o Preparo da solucdo tampao fostato

7,8 g de fosfato de sédio tribasico (NazPO,4) foram dissolvidos em 1000 mL de agua
destilada. Acertou-se o pH para 5,4. Acrescentaram-se 5 g de brometo de hexa-1,6-

bisdeciltrimetilamoénio e a solugéo foi armazenada em frasco ambar.

o Intervalos de administracdo das vitaminas e dexametasona

O esquema de tratamento consistiu em duas administracdes diérias (08:00 e 12:00
h), com intervalo de 4 h, no periodo de 21 dias. Nos protocolos para avaliacdo do
efeito induzido pela riboflavina ou pela tiamina sobre a resposta nociceptiva e o
edema de pata, a avaliagdo comportamental foi realizada 2 h apds a segunda
administracao, seguida pela avaliagdo do edema.

A dexametasona foi administrada a cada trés dias, a partir da segunda injecao de
CFA, uma vez por dia e em horario correspondente ao da primeira administracao
das vitaminas. A avaliacdo comportamental foi realizada 6 h apds a administracéo,

seguida pela avaliacdo do edema e da massa corporal.

4.3 Caracterizacdo do modelo experimental de AR induzida por CFA

O protocolo para inducdo da AR utilizado foi idéntico aquele descrito por Helyes et
al. (2004), sendo que no nosso estudo foram usados ratos Holtzman fémeas,
enquanto no estudo de Helyes et al. (2004) foram usados ratos Lewis machos.
Inicialmente, os animais foram anestesiados com isoflurano e contidos
manualmente. Em seguida, foram feitas a tricotomia da base da cauda e a assepsia
da regido com alcool a 70%. Com auxilio de uma seringa de 1 mL acoplada a uma
agulha 20 x 0,55 mm, procedeu-se a injecéo intradérmica (i.d.) de 0,1 mL de CFA na
base da cauda, lateral esquerda. Em seguida, foi feita a injecao intraplantar (i.pl.) de
0,1 mL de CFA na pata posterior direita. Apdés cada injecdo, um periodo de
aproximadamente 10 s foi aguardado antes da retirada da agulha, a fim de evitar o

efluxo do liquido injetado. No dia seguinte, os animais foram submetidos ao mesmo
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procedimento de anestesia descrito acima, a fim de realizar a segunda inje¢do i.d.
de 0,1 mL de CFA na base da cauda, lateral direita. O grupo controle foi submetido
aos mesmos procedimentos, sendo o CFA substituido por volume correspondente

de salina estéril.

e Periodos de avaliacdo dos para@metros comportamentais, histolégicos e
bioquimico
Nos protocolos nos quais foram avaliados os parametros comportamentais,
inflamatorios e a variacdo da massa corporal, o curso temporal estabelecido foi de
21 dias apés as injecdes, com avaliacdes a cada trés dias apds a ultima injecéo de
CFA.

Nos protocolos nos quais foram avaliados os parametros radiolégico, histolégico e
biogquimico, a avaliacdo radiolégica e as coletas de material (pata e tecido

periarticular) foram realizadas nos dias 7, 14 e 21 ap6s a Ultima injecdo de CFA.

4.4 Avaliacao da alodinia mecéanica

A alodinia mecanica foi avaliada por meio do teste de pressado crescente na pata.
Para realizacdo desse procedimento, foi usado um analgesimetro digital (Modelo
EFF 301, Insight, Brasil). Nos dois dias que antecederam 0s experimentos, 0S
animais foram colocados em compartimentos de acrilico (22 x 18 x 14 cm) dispostos
sobre um suporte que possui como base uma tela metalica. Nos dias de avaliacao
experimental, apdés nova ambientacdo, foi realizada a estimulacdo mecéanica por
meio do uso do analgesimetro. Uma ponteira descartavel de polipropileno de 0,5 mm
de diametro, acoplada a um brago transdutor (faixa: 0,1 a 1000 g, ou
aproximadamente 0,1 a 10 N), foi aplicada perpendicularmente ao centro da
superficie plantar da pata posterior dos animais. O estimulo aplicado pelo
experimentador, gradualmente de baixo para cima, provoca a resposta de retirada
da pata que é caracterizada como uma flexdo subita. Foram aplicados cinco
estimulos na pata de cada animal e os limiares registrados. Os limiares extremos

foram eliminados e os trés outros foram usados para obtencdo da média do limiar de
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retirada de pata (Figura 6). A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita
de modo que as médias dos limiares dos diferentes grupos experimentais fossem

similares.

Figura 6 - Aparato utilizado para a avaliagdo da alodinia mecanica

4.5 Avaliagcéo do edema de pata

Para a determinacdo do volume de pata foi utilizado um pletismémetro (Modelo
7140, Ugo Basile, Italia). Esse aparelho contém uma célula cilindrica para a medida
do volume de pata, preenchida com uma solucdo de baixa concentragéo eletrolitica,
conectada a outra célula, dentro da qual existe um eletrodo. Um sistema de vasos
comunicantes faz com que o deslocamento da solucéo eletrolitica na célula onde a
pata do animal é mergulhada resulte em um deslocamento da solu¢édo na célula que
contém o eletrodo. Apos ter sido calibrado, o aparelho converte o deslocamento do
liquido em volume, que é indicado em um visor digital. Quando a pata do animal é
introduzida na célula de medida até a articulacdo tibio-tarsica, um pedal é
pressionado pelo experimentador, que permite fixar o valor do volume observado
(Figura 7).
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Figura 7 - Aparato utilizado para a avaliagdo do edema de pata.

4.6 Avaliacado da temperatura corporal

A temperatura corporal foi avaliada por meio de sensores (SubCue Datalogger,
Calgary, Canada) que possuem uma massa aproximada de 2,4 g, diametro de 1,3
cm e espessura de 0,5 cm. Um dia antes do implante dos sensores na cavidade
abdominal, os mesmos foram programados para registrar as temperaturas de hora

em hora, utilizando-se o programa SubCue Analyzer.

Nesse protocolo, 12 animais foram distribuidos entre dois grupos (experimental e
controle) de acordo com suas massas corporais, de modo que as médias das
massas dos grupos fossem préximas. Os animais previamente ambientados na sala
experimental foram anestesiados com cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e xilazina
(10 mg/kg) por via i.p. A superficie abdominal foi tricotomizada e, em seguida, foi
aplicada solugcédo de PVPI (1% de iodo ativo) para antissepsia da pele. Procedeu-se
a laparotomia para insercdo do sensor de temperatura na cavidade abdominal dos
animais. Ap6s 0 processo cirargico, 0S animais permaneceram em gaiolas
individuais por, no minimo, sete dias, para permitir a recuperagdo poés-cirurgia.

Nesse intervalo, os mesmos foram monitorados pelo experimentador, quanto a
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cicatrizacéo, a fim de se excluir qualquer processo infeccioso decorrente da cirurgia

de implante dos sensores.

Apés o periodo supracitado, seis animais foram injetados com CFA e seis com salina
estéril, conforme protocolo de padronizacdo. As injecdes foram feitas entre 16:00 -
17:00 h, antes do inicio do periodo noturno. Na avaliacdo durante as 24 h apés as
duas primeiras inje¢@es, os resultados foram expressos como médias de cada grupo
em cada hora. Na avaliacdo durante os 21 dias ap6s a terceria injecdo, as
temperaturas foram registradas a cada 60 min. Os resultados diarios foram
expressos como as meédias das temperaturas registradas nos periodos diurno e
noturno em cada grupo. Os animais foram mantidos durante esse periodo em sala
com temperatura e acesso controlados. Toda manipulacédo foi feita pelo mesmo
experimentador e com igual cuidado tanto na troca de maravalha quanto na

reposicao de racdo e agua.

4.7 Avaliacéo radioldgica

As radiografias foram realizadas no setor de radiologia do Hospital Veterinario da
UFMG. Foram obtidas radiografias das patas posteriores nas projecfes cranio-
caudal (CC) e médio-lateral (ML), 7, 14 e 21 dias ap0s a ultima injecdo de CFA (n=6)
ou veiculo (n=6). Para realizacéo das radiografias, foi utilizado o aparelho de raio X
500 MA (VMI, BRASIL) e cassete radiografico (24 x 30 cm), operado pelo
responsavel técnico do setor. Todos os animais foram anestesiados com cetamina
(100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via i.p. Em seguida, foram posicionados sobre
0 cassete em decubito dorsal (projecdo CC) e decubito lateral direito (projecdo ML).

O tempo de exposic¢éo foi de 0,04 segundos, com 50 mA e 40 KeV.
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4.8 Avaliacao histologica

Os procedimentos utilizados para se obterem os preparados histologicos para
exame microscopico foram: coleta do material, fixacdo, clivagem, processamento,
microtomia (corte) e coloragéo. Os animais de ambos 0s grupos receberam injecao
i.p. de cetamina (150 mg/Kg) e xilazina (15 mg/Kg), doses que induzem eutanasia.
As articulacdes tibio-tarsicas da pata posterior direita foram coletadas nos dias 7, 14
e 21 apos as injecdes de CFA ou veiculo e fixadas em solucao de formol tamponado
a 10 %, durante 72 h. O tecido a ser fixado foi imerso, imediatamente apos a sua
retirada, em uma cuba contendo 2 L de solucdo de formol tamponado a 10 %, para
gue houvesse uma relacdo adequada do volume do fixador em relacdo ao tamanho

do espécime utilizado.

Apébs esse periodo, procedeu-se a etapa de descalcificagdo quimica com HNO3z a 5
% (CARVALHO et al., 2008) por quatro a cinco dias, sendo que o intervalo de troca
da solucéo foi de dois dias. O periodo de descalcificacdo foi determinado pelo teste
diario com auxilio de uma agulha descartavel 13 x 0,45 mm. A transfixdo da agulha
na regido mais distal da tibia determinou o término da descalcificagdo. As amostras,
previamente lavadas com agua, foram cortadas longitudinalmente com auxilio de
navalhas descartaveis. ApGs esse processo, cada amostra foi transferida para
cassetes identificados com numeracdo registrada anteriormente e mantidas sob
fluxo continuo de &gua durante 2 h. Em seguida, os cassetes foram armazenados
em solucdo-tampdo de formol 10 % até a realizacdo das etapas subsequentes. O
processo consistiu em trés etapas: desidratacdo com alcool etilico (70-80-90-95-100
%; 1 h para cada concentracdo), clarificacdo com xilol I, 1l e lll (1 h para cada
concentracdo) e inclusdo em parafina I, Il e lll (2 h, 12 h e 2 h, para cada tipo de
parafina). Por fim, procedeu-se a confeccdo dos cortes (3-4 um) em um micrétomo
e, em seguida, a coloracdo com hematoxilina e eosina. O protocolo de avaliacéo
histoldgica utilizado foi adaptado de Brenner et al. (2005). Seccbes das articulagbes
foram analisadas por um avaliador que ndo conhecia os tratamentos, segundo 0s
parametros: paniculite e inflamacé&o periarticular, sinovite e neoangiogénese sinovial.

~

A classificacdo das alteracdes foi definida quanto a intensidade, seguindo os

by

escores: Paniculite: ausente (0); leve (1); leve a moderada (2); moderada (3);
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moderada a intensa (4); intensa (5). Sinovite: ausente (0); leve (0,5); leve a
moderada (1); moderada (1,5); moderada a intensa (2); intensa (2,5).
Neoangiogénese sinovial: ausente (0); leve (1); leve a moderada (2); moderada (3);

moderada a intensa (4).

4.9 Andlise bioquimica: determinacéo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A extensdo do acumulo de neutréfilos na pata direita posterior foi medida por meio
do ensaio da atividade da MPO. Os tecidos das patas direitas dos grupos
experimentais foram coletados nos dias 7, 14 e 21 apds as injecdes de CFA ou
salina e mantidos em freezer a -70 °C até o dia do ensaio. Os tecidos foram
homogeneizados com um triturador e centrifugados por 10 min a 4 °C e 10.000 rpm
e o sedimento foi separado para andlise da MPO. Ao sedimento, foi adicionado 1,9
mL da solugéo de tampéo para cada 100 mg de tecido. Uma nova homogeneizagao
foi realizada e a amostra foi armazenada no freezer a -70 °C. No dia posterior, cada
amostra foi submetida a trés ciclos de congelamento/descongelamento, usando
nitrogénio liquido. Apos esses ciclos, as amostras foram centrifugadas por 10 min a
4 °C e 10.000 rpm e os sobrenadantes obtidos foram diluidos (1:5) no tamp&o. O
ensaio foi realizado em placa de microtitulacdo de 96 pocos. Nos primeiros dois
pocos, foram adicionados 25 pL de tampao (branco). Nos outros pocos, foram
adicionados, em duplicata, 25 uL das amostras diluidas. Apos o preenchimento da
placa com todas as amostras, foram adicionados 25 uL da solugao 3,3’,5,5'-
tetrametilbenzidina em cada poco e a placa foi incubada a 37 °C por 5 min. Apés
esse intervalo, foram adicionados 100 pL da solugéo de agua oxigenada 0,002% em
cada poco e a placa foi incubada novamente a 37 °C por 5 min. Para finalizar, foram
adicionados 100 pL de acido sulfurico (1 M) em cada pogo. A atividade da MPO foi
calculada de acordo com a alteracdo da densidade Optica avaliada em leitor de
ELISA usando o comprimento de onda de 450 nm. Os valores obtidos foram
normalizados em funcdo de uma curva padrdo de neutrdéfilos previamente preparada

e o0s resultados foram expressos em unidade relativa.
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4.10 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrédo da média. O teste “t” ndo
pareado foi utilizado para comparacdo entre duas meédias, admitindo diferenca
significativa a partir de p<0,05. Os dados foram analisados por meio da analise de
variancia simples, seguida do teste de Newman-Keuls. Nos resultados de febre foi
realizada analise de variancia, seguida do teste de Bonferroni. Adotou-se um nivel
de significancia de 5%. A analise estatistica e apresentacéo grafica dos resultados

foram feitas por meio do programa Graphic Prism 5.0 (San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo do modelo experimental de AR

5.1.1 Avaliacdo da alodinia mecanica, do edema de pata, da temperatura
corporal e da massa corporal

Conforme esquema descrito na secdo Materiais e Métodos, a alodinia mecanica, o
edema de pata e a variacdo da massa corporal foram avaliados a cada trés dias,
durante um periodo de 21 dias, em dois grupos de animais, um que recebeu as

injecdes de CFA e outro que recebeu as injecdes de salina.

As injecdes de CFA induziram reducao do limiar nociceptivo (Figura 8) e aumento
significativo do volume da pata posterior direita (Figura 9), sem alterar o aumento de
massa corporal durante o periodo avaliado (Figura 10). O edema de pata foi
maximo no terceiro dia apos as injecbes de CFA (0,71 + 0,05 mL), mantendo-se
evidente durante todo o periodo de observacdo. A alodinia mecéanica, de forma
semelhante ao edema de pata, também foi observada a partir do terceiro dia das
injecbes de CFA (18,73 + 1,22 g), mantendo-se até o final do periodo de
observacdo. O grupo controle, que recebeu as injecbes de salina, apresentou
alteracdes minimas e néo significativas do volume de pata e da sensibilidade ao
estimulo mecénico durante o periodo de avaliacdo. As massas corporais iniciais do
grupo experimental e do grupo controle foram 132,0 + 3,4 g e 132,0 + 3,1 g,
respectivamente. No Ultimo dia de observacdo, as massas dos dois grupos foram
189,5 £ 4,5 g e 190,5 + 3,7 g, respectivamente, indicando que as injecdes de CFA
nao alteraram de forma significativa o aumento da massa corporal durante o

periodo.
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Figura 8 — Efeito induzido pelas administragées de CFA (100 pL, 1 mg/mL) ou salina sobre o

limiar nociceptivo mecanico. *, ** e *** Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao

grupo controle injetado com salina (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente; n=6).
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Figura 9 — Efeito induzido pelas administracées de CFA (100 pL, 1 mg/mL) ou salina sobre o

volume de pata. *** Diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle
injetado com salina (p<0,001; n=6).
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Figura 10 — Efeito induzido pelas administracées de CFA (100 pL, 1 mg/mL) ou salina sobre a

massa corporal (n=6).
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Conforme esquema descrito na secao Materiais e Métodos, a temperatura corporal
foi inicialmente registrada a cada hora, durante 24 h apds as duas primeiras injecoes
de CFA ou salina (Figura 11). Apos esse periodo, a temperatura foi registrada a
cada hora durante 21 dias e os resultados expressos como meédias diarias dos
periodos diurno e noturno em cada grupo (Figura 12). Um aumento significativo da
temperatura corporal dos animais tratados com CFA so foi observado entre 7 e 17 h
apos as duas primeiras injecdes do estimulo inflamatorio, sendo que apés esse
periodo, durante os 21 dias de observacao, os dois grupos (experimental e controle)
mantiveram as temperaturas corporais, sejam diurnas ou noturnas, muito préximas

sem apresentar diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 11 — Efeito induzido pelas duas primeiras inje¢bes de CFA (100 pL, 1 mg/mL) ou
salina sobre a temperatura corporal durante 24 h. * ** e ** Diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo controle injetado com salina (p<0,05, p<0,01 e p<0,001,

respectivamente; n=6).
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Figura 12 — Efeito induzido pelas trés injegbes de CFA (100 uL, 1 mg/mL) ou salina sobre as
temperaturas corporais diurna e noturna durante o periodo de 21 dias. ** Diferenca

estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle injetado com salina (p<0,01; n=6).
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5.1.2 Avaliacdo da alodinia mecanica e do edema nas patas ipsi e contralateral

Com o objetivo de investigar se as injecdes de CFA, como realizadas no presente
estudo, resultaram em um modelo experimental de mono ou poliartrite, foi feito um
experimento no qual a sensibilidade ao estimulo mecénico e o volume foram
avaliados em ambas as patas posteriores (ipsi e contralateral). Nesse experimento,
os parametros foram avaliados diariamente até o terceiro dia, com o objetivo de
investigar de forma mais precisa as alteracoes iniciais induzidas pelo CFA, e, apés

esse periodo, de trés em trés dias, até o 21° dia.

De forma semelhante ao observado em protocolo anterior, as administracfes de
CFA reduziram o limiar nociceptivo (Figura 13) e induziram edema nha pata ipsilateral
(Figura 14). Entretanto, essas alteracdes nao foram observadas na pata
contralateral. Durante o periodo de avaliacdo, os limiares nociceptivos determinados
nas patas ipsilaterais dos animais que receberam as injecées de CFA sempre foram
inferiores a 25,00 g, alcancando o valor minimo de 11,50 + 1,52 g no 12° dia apos as
injecbes do estimulo inflamatério. Por outro lado, no mesmo periodo, os limiares
nociceptivos determinados nas patas contralaterais desses mesmos animais sempre
foram superiores a 37,00 g, alcancando o valor maximo de 54,40 + 4,03 g no dia
seguinte a ultima injecdo de CFA. Em relacdo ao edema de pata, os valores nas
patas ipsilaterais sempre foram superiores a 0,5 mL, alcancando o valor maximo de
0,85 = 0,05 mL no terceiro dia apdés a terceira injecdo de CFA. Essa resposta,
entretanto, ndo foi verificada na pata contralateral, que apresentou elevacdo maxima
do volume de 0,09 + 0,03 mL no nono dia do periodo de observacédo. Finalmente,
confirmando os resultados de protocolo anterior, 0s animais que receberam as trés
injecbes de CFA apresentaram um aumento da massa corporal semelhante aquele
observado nos animais que receberam as inje¢cdes de salina (Figura 15).
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Figura 13 — Efeito induzido pelas injegdes de CFA (100 pL, 1 mg/mL) sobre o limiar
nociceptivo mecéanico nas patas ipsilateral e contralateral. ** e *** Diferenca estatisticamente

significativa em relacé@o a pata contralateral (p<0,01 e p<0,001, respectivamente; n=6).
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Figura 14 - Efeito induzido pelas inje¢des de CFA (100 uL, 1 mg/mL) sobre o volume das

patas ipsilateral e contralateral. *** Diferenca estatisticamente significativa em relagcédo a pata

contralateral (p<0,001; n=6).
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Figura 15 — Efeito induzido pelas inje¢des de CFA (100 pL, 1 mg/mL) sobre a massa corporal

(n=6).
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5.1.3 Analises radioldgica, histolégica e bioquimica

ApoOs a avaliacdo dos cursos temporais da alodinia mecanica, do edema de pata e
da resposta febril induzidos pelas injecbes de CFA, foram avaliados alguns
parametros histolégicos e bioquimico. Esses parametros foram avaliados 7, 14 e 21
dias apds as injecdes de CFA, de forma a obter informacbes sobre alteractes
teciduais e moleculares que pudessem ocorrer durante todo o curso temporal da

resposta inflamatoria.

O grupo controle, injetado com salina, ndo apresentou alteracdes evidentes nas
avaliacbes macroscopicas, histologicas e radiograficas (Figuras 16, 18 e 20).
Entretanto, em animais injetados com CFA foi observado pronunciado edema do
tecido periarticular na pata ipsilateral nos diferentes momentos das avaliacdes
(Figuras 17 e 19). Alteracdes do espaco articular, erosdes 6sseas ou de cartilagens
da articulacdo tibio-tarsica ndo foram observadas. A avaliacdo histologica
demonstrou paniculite persistente e de alta magnitude durante todo o curso
temporal. As alteragfes da sindvia da articulacdo tibio-tarsica, como a sinovite e a
angiogénese, apresentaram-se discretas no sétimo dia apds inducdo e, leves a
moderadas no 14° dia. No 21° dia, ndo foram observadas alteragdes das mesmas. A
neoangiogénese foi observada nos trés momentos, com magnitudes que variavam

de leve a moderada (Figura 20 ).

Alteracdes de alguns parametros bioquimicos também foram observadas apos as
injecbes de CFA. A atividade da enzima MPO na pata dos animais injetados com
CFA apresentou-se aumentada quando comparada com aqguela observada no grupo

controle somente no 21° dia (Figura 22).
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Figura 16 - Fotografias das patas posteriores (ipsilateral e contralateral — A, B e C; ipsilateral
em maior aumento — D, E e F) de trés animais, obtidas 7, 14 e 21 dias apds as inje¢cdes de

salina na pata direita.
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Figura 17 - Fotografias das patas posteriores (ipsilateral e contralateral — A, B e C; ipsilateral
em maior aumento — D, E e F) de trés animais, obtidas 7, 14 e 21 dias apés as injecbes de CFA

na pata direita.
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Figura 18 - Imagens radiograficas das patas posteriores de trés animais obtidas 7, 14 e 21
dias ap6s as injecdes de salina na pata direita (D). Imagens obtidas em posicéo cranio-caudal

(A, B, C) e posicdo médio-lateral (D, E, F).

Figura 19 - Imagens radiograficas das patas posteriores de trés animais obtidas 7, 14 e 21
dias ap6s as injecdes de CFA na pata direita (D). Imagens obtidas em posicdo cranio-caudal

(A, B, C) e posicdo médio-lateral (D, E, F).
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Figura 20 - Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos da articulagdo tibio-
tarsica e do tecido periarticular de animais controle (A, E) e de animais 7 dias (B, F) e 14 dias
(C, G) e 21 dias (D, H) ap6s as injecdes de CFA. Aparéncia histolégica normal do panniculum
(A). Paniculite periarticular (B-D). Aparéncia histoldgica normal do tecido sinovial (E). Sinovite

e angiogénese (asteriscos) (F-H). Ampliacéo original, '100 (A-D), '400 (E-H).
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Figura 21 - Escores para paniculite, sinovite e neoangiogénese sinovial 7, 14 e 21 dias ap06s
as injecdes de CFA. Paniculite: O=ausente, 1=leve, 2=leve a moderada, 3=moderada,
4=moderada a intensa, 5=intensa. Neoangiogénese sinovial: O=ausente, l=leve, 2=leve a
moderada, 3=moderada, 4=moderada a intensa. Sinovite: O=ausente, 0,5=leve, 1,0=leve a

moderada, 1,5=moderada, 2,0=moderada a intensa, 2,5=intensa. n=4.
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Figura 22 - Atividade da MPO na pata dos animais 7, 14 e 21 ap6s as injecdes de salina ou
CFA. * Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle injetado com
salina (p<0,001; n=4).
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5.2 Efeito induzido pela administracdo de riboflavina, isolada ou em
associacdo com dexametasona, sobre a alodinia mecanica e o edema de pata

As injecdes de CFA induziram alodinia mecéanica marcante, evidente durante todo o
periodo experimental, sendo maxima no terceiro dia. A administracdo de riboflavina
(125, 250 ou 500 mg/Kg, duas vezes ao dia), iniciada no dia seguinte a ultima
injecdo de CFA e mantida diariamente durante todo o periodo experimental, nao
alterou de forma significativa a alodinia mecanica na maioria dos momentos de
avaliacdo. Embora em dois momentos, nos 12° e 21° dias, tenha sido observado um
aumento do limiar nociceptivo do grupo de animais tratados com a dose
intermediaria de riboflavina, a relevancia desse resultado é reduzida, pois a
alteracdo do limiar foi observada em momentos pontuais e também néo foi

observada uma relagdo dose-resposta (Figura 23).

As injecoes de CFA também induziram edema de pata marcante, que se manteve
em magnitudes semelhantes durante todo o periodo experimental, no mesmo grupo
de animais no qual foi observada a alodinia mecéanica. O tratamento com riboflavina
nao alterou de forma significativa o edema induzido pelo CFA (Figura 24). O
tratamento dos animais com o anti-inflamatério esteroide dexametasona (0,5 mg/Kg,
administracdo no dia da avaliacdo do edema ou da alodinia, 6 h antes da avaliacéao
desses parametros) nao inibiu a alodinia mecéanica, mas inibiu parcialmente o

edema de pata induzido pelo CFA (Figuras 23 e 24).

O aumento da massa corporal dos animais durante o periodo experimental néo foi
alterado pela administracédo diaria de riboflavina. Entretanto, os animais que foram
tratados com dexametasona a cada trés dias tiveram um aumento de massa
corporal significativamente menor do que aquele observado nos animais que

receberam administracfes diarias de CMC (Figura 25).
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Figura 23 - Efeito induzido por riboflavina (RBF 125, 250 ou 500 mg/Kg; duas administracées
por dia), dexametasona (DEXA 0,5 mg/Kg; uma administracdo a cada trés dias) ou CMC (2
mL/Kg, duas administracdes por dia) sobre a alodinia mecénica induzida pelas injecbes de
CFA. * Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado com CMC/CFA

(p<0,05; n=6).
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Em outro protocolo, foi avaliado o efeito induzido pela associagdo da maior dose de
riboflavina (500 mg/Kg) com dexametasona (0,5 mg/Kg) sobre a alodinia mecéanica e
0 edema de pata induzidos pelas injecfes de CFA. Os esquemas de tratamento com
riboflavina e com dexametasona foram idénticos aqueles descritos nos protocolos
anteriores. A associagao de dexametasona com riboflavina, de forma semelhante ao
observado apés o tratamento com cada farmaco de forma isolada, ndo induziu
atenuacao significativa da alodinia mecanica no periodo analisado (Figura 26). Em
relacdo ao edema de pata, foi observado que nas trés ultimas avaliacdes (15°, 18° e
21° dias), o efeito antiedematogénico induzido pela associacdo riboflavina e
dexametasona apresentou maior magnitude quando comparado com aquele
induzido unicamente pela dexametasona (Figura 27). O efeito inibitério induzido
pela dexametasona sobre o aumento de massa corporal foi novamente observado
nesse protocolo experimental, tanto no grupo de animais tratados somente com
dexametasona quanto no grupo de animais tratados com a associacao

dexametasona e riboflavina (Figura 28).
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Figura 26 — Efeito induzido por riboflavina (RBF 500 mg/Kg; duas administragdes por dia),
dexametasona (0,5 mg/Kg; uma administracdo a cada trés dias), associagao
riboflavina/dexametasona (riboflavina - 500 mg/Kg, duas administracbes por dia;
dexametasona - 0,5 mg/Kg, uma administracdo a cada trés dias) ou CMC (2 mL/Kg, duas
administracdes por dia) sobre a alodinia mecanica induzida pelas injecdes de CFA. * Diferenca

estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado com CMC/CFA (p<0,05; n=6).
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Figura 27 - Efeito induzido por riboflavina (RBF 500 mg/Kg; duas administracdes por dia),

dexametasona (0,5 mg/Kg; uma administracdo a cada trés

500 mg/Kg,

dexametasona - 0,5 mg/Kg, uma administracdo a cada trés dias) ou CMC (2 mL/Kg,

dias), associacéo

riboflavina/dexametasona (riboflavina - duas administracdes por dia;
duas
administracdes por dia) sobre o edema de pata induzido pelas injecdes de CFA. * e **
Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado com CMC/CFA (p<0,05 e
p<0,01, respectivamente) # Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo

tratado com DEXA/CFA (p<0,05; n=6).
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Figura 28 — Efeito induzido por riboflavina (500 mg/Kg; duas administragbes por dia),

““‘
I |
TR TR TR T
B =
T T T
e |
>*
>*
T T T T R I I
e |
>*
>
%
T T T T T
€ %G 4 4G4 £ A A E AR A A a A AR A4 A AL A A G LA AL AL
T = = T TR
R R R AR A AR R R AR R AR A AR AR AR AR AR AR

basal 3 6

—
N
[N
o1
—
oo

1

Dias

dexametasona (0,5 mg/Kg; uma administracdo a cada trés dias), associagao
riboflavina/dexametasona (riboflavina - 500 mg/Kg, duas administracbes por dia;
dexametasona - 0,5 mg/Kg, uma administracdo a cada trés dias) ou CMC (2 mL/Kg, duas
administracdes por dia) sobre o aumento da massa corporal observado no periodo
experimental. *, ** e *** Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado
com CMC/CFA (p<0,05; n=6).
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5.3 Efeito induzido pela administracdo de tiamina, isolada ou em associagéo

com dexametasona, sobre a alodinia mecénica o edema de pata

A administracdo de tiamina (doses de 300 e 600 mg/Kg, mas ndo de 150 mg/Kg,
duas vezes ao dia), iniciada no dia seguinte a ultima injecdo de CFA e mantida
diariamente durante todo o periodo experimental, elevou de forma significativa o
limiar nociceptivo nos 6° e 12° dias de avaliacdo. Nos demais dias de avaliacéao,
houve aumento do limiar nociceptivo dos grupos tratados com tiamina, embora néo
tenha sido observada uma diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos
limiares do grupo tratado com CFA (Figura 29).

A administracdo prolongada de tiamina ndo alterou o edema de pata induzido pelas
injecbes de CFA nos mesmos grupos experimentais (Figura 30), bem como o
aumento da massa corporal durante o periodo de avaliagdo (Figura 31).
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Em outro protocolo, foi avaliado o efeito induzido pela associagdo da maior dose de
tiamina (600 mg/Kg) com dexametasona (0,5 mg/Kg) sobre a alodinia mecénica e o
edema de pata induzidos pelas injecdes de CFA. Os esquemas de tratamento com
tiamina e com dexametasona foram idénticos aqueles descritos nos protocolos
anteriores. A associacdo de tiamina com dexametasona, mas n&o tiamina ou
dexametasona isoladamente, atenuou de forma significativa a alodinia mecanica no
3° dia apds as injecdes de CFA. Nas avaliacbes do 6°, 9° e 12° dias apés as
injecdes, houve aumento significativo do limiar nociceptivo tanto do grupo tratado
com a associagdo quanto do grupo tratado somente com tiamina em relagcdo ao

grupo controle (Figura 32).

Em relacdo ao edema de pata, foi observado que no periodo do 9° ao 18° dia, o
efeito antiedematogénico induzido pela associagdo tiamina e dexametasona
apresentou maior magnitude quando comparado com aquele induzido unicamente
pela dexametasona (Figura 33). O efeito inibitério induzido pela dexametasona
sobre o aumento de massa corporal foi hovamente observado nesse protocolo
experimental, tanto no grupo de animais tratados somente com dexametasona
qguanto no grupo de animais tratados com a associacdo dexametasona e tiamina
(Figura 34).
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Figura 32 - Efeito induzido por tiamina (600 mg/Kg; duas administracbes por dia),
dexametasona (0,5 mg/Kg; wuma administracdo a cada trés dias), associagcdo
tiamina/dexametasona (tiamina - 600 mg/Kg, duas administracfes por dia; dexametasona - 0,5
mg/Kg, uma administracdo a cada trés dias) ou CMC (2 mL/Kg, duas administracdes por dia)
sobre a alodinia mecéanica induzida pelas injec6es de CFA. * e ** Diferenca estatisticamente

significativa em relacé@o ao grupo tratado com CMC/CFA (p<0,05 e p<0,01; n=6).
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Figura 33 - Efeito induzido por tiamina (600 mg/Kg; duas administracbes por dia),
dexametasona (0,5 mg/Kg; uma administracdo a cada trés dias), associagao
tiamina/dexametasona (tiamina - 600 mg/Kg, duas administracfes por dia; dexametasona - 0,5
mg/Kg, uma administracdo a cada trés dias) ou CMC (2 mL/Kg, duas administra¢gdes por dia)
sobre o edema de pata induzido pelas injecdes de CFA. * e ** Diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo tratado com CMC/CFA (p<0,05 e p<0,01). # Diferenca

estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado com DEXA/CFA (p<0,05; n=6).
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Figura 34 - Efeito induzido por tiamina (600 mg/Kg; duas administragcbes por dia),
dexametasona (0,5 mg/Kg; wuma administracdo a cada trés dias), associagao
tiamina/dexametasona (tiamina - 600 mg/Kg, duas administracfes por dia; dexametasona - 0,5
mg/Kg, uma administracdo a cada trés dias) ou CMC (2 mL/Kg, duas administragdes por dia)
sobre o aumento da massa corporal observado no periodo experimental. *, ** e *** Diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado com CMC/CFA (p<0,05, p<0,01 e

p<0,001, respectivamente; n=6).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, houve a caracterizacdo de um modelo experimental de AR em
ratos fémeas da linhagem Holtzman, evidenciado por monoartrite persistente com
caracteristicas nao invasivas e menos agressivas do que aquelas de outros modelos
nos quais foi usado o CFA. O esquema de inducdo da monoartrite com CFA e a
duracdo do periodo observacional foram determinados a partir da andlise dos
resultados de um estudo realizado por Helyes et al. (2004), no qual foram usados
ratos machos da linhagem Lewis. Para a indugdo da monoartrite, o CFA foi
administrado por via sistémica (duas injecbes i.d. na base da cauda) e em sitio
préximo a articulacao tibio-tarsica (uma injecao i.pl.). Esse esquema de inducao
resultou em edema de pata e alodinia mecéanica ipsilaterais marcantes durante todo
o periodo experimental, muito semelhantes as alteracées observadas no estudo de
Helyes et al. (2004). Além disso, foram observadas alteracdes histolégicas como
paniculite, sinovite e neoangiogénese, também restritas a pata injetada, mas nao
alteracdes morfolégicas de grande magnitude como erosdo de cartilagem e de
0ssos. Ratos da linhagem Lewis sdo extremamente sensiveis ao CFA e
desenvolvem uma resposta inflamatoéria intensa e duradoura. Um dos fatores que
contribuem para essa resposta é a auséncia de coloniza¢cédo por bactérias e outros
microrganismos. Um aspecto positivo associado a obtencdo de respostas
semelhantes em ratos da linhagem Holtzman € a possibilidade de investigacéo de
mecanismos da doenca e também de intervencdes farmacoterapéuticas em uma

linhagem que n&o necessita de condi¢cbes especiais como manipulacdo asséptica.

Em nosso estudo, foi usada a linhagem de ratos Holtzman, tendo em vista a escala
de susceptibilidade ao CFA (KIM & MOUDGIL, 2009). Sabe-se que multiplos fatores
podem estar associados as diferencas de susceptibilidade aos agentes
artritogénicos. Entre os fatores genéticos, ha muito interesse no papel dos genes do
complexo maior de histocompatibilidade (MHC), embora outros genes ja descritos
também contribuam para a susceptibilidade a artrite (BRENNER et al., 2005; KIM &
MOUDGIL, 2009). Nao somente diferencas genéticas, mas também fatores
relacionados a agentes microbianos, incluindo bactérias comensais do intestino e o

sexo dos animais podem estar envolvidos com a magnitude da inflamacdo e da
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hiperalgesia induzidas pelo CFA (COOK & NICKERSON, 2005; GRIFFIN &
WHITACRE, 1991; HOLMDAHL, 1995; KOHASHI et al., 1979; VAN DE LANGERIJT,
1994).

Durante a caracterizagdo do modelo experimental, trés parametros foram avaliados,
diariamente (temperatura corporal) ou cada trés dias (volume da pata e sensibilidade
a um estimulo mecanico). O edema de pata, evidente ao longo de todo o periodo de
avaliacdo, € uma resposta relacionada a vasodilatacdo e ao aumento da
permeabilidade vascular, com exsudacdo de proteinas plasmaticas e liquido, bem
como, amplificagdo dos mecanismos inflamatorios resultante da ativagdo de
precursores presentes no plasma (CIRINO, 1998). A alodinia mecanica, por sua vez,
€ resultado da sensibilizacdo de neurbnios sensoriais primarios de limiar elevado
(nociceptores) induzida pela alteragdo do microambiente quimico local (pata)
durante a resposta inflamatéria, bem como, das alteragbes do processamento
nociceptivo em estruturas espinhais e supraespinhais (MILLAN et al., 1987; MILLAN,
1999). Vaérios estudos demonstraram de forma direta ou indireta que a alodinia
mecéanica e o0 edema de pata induzidos por CFA em roedores sdo eventos
multimediados que envolvem a participacdo de citocinas inflamatérias (IFN-y, TNFa,
IL-18 e IL-6), eicosanoides, NO, bradicinina e purinas, entre outros (CHOU et al.,
2011; CUNHA et al., 1992; FERREIRA et al., 2001; GEGOUT et al., 1994; GRUBB et
al., 1991; LIMA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2008).

Com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre o perfil da resposta inflamatéria
induzida pelo CFA, a temperatura corporal dos animais foi registrada ao longo do
periodo de avaliacdo. Esse parametro, apesar de raramente ser investigado durante
a caracterizacdo de modelos experimentais de AR, pode fornecer informacao sobre
a extensdo da resposta inflamatéria induzida pelo CFA, ou seja, se a resposta
envolve apenas manifestacdes locais ou se envolve adicionalmente manifestacdes
sistémicas. Foi observada elevagdo marcante e estatisticamente significativa da
temperatura corporal dos animais entre 7 e 17 h ap0s as duas inje¢cdes iniciais de
CFA. ApOs esse periodo inicial, mesmo apos a terceira injecdo de CFA, nao foram
observadas temperaturas corporais mais elevadas no grupo de animais que recebeu

as trés injecdes de CFA durante os 21 dias de avaliacao.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Griffin%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1955572
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Esses resultados tém semelhancas com aqueles obtidos por Philippe et al. (1997)
em um estudo no qual foram investigadas as relacdes entre os parametros
funcionais, inflamatdrios e degenerativos durante a poliartrite induzida por CFA em
ratos Lewis. Esses autores observaram que a resposta febril foi marcante e maxima
no primeiro dia apds a injecdo de CFA, seguida por uma reducdo da temperatura
para valores semelhantes aqueles observados no grupo controle no dia seguinte.
No estudo de Philippe et al. (1997), s6 foi observada nova elevagéo da temperatura
duas semanas apos a injecdo de CFA, quando houve um aumento marcante do
escore artritico. Esse aspecto observado no presente estudo e também no estudo
de Philippe et al. (1997), uma resposta febril que ndo apresenta um paralelismo com
outras alteracfes inflamatorias como alodinia mecanica e edema de pata, pode
parecer inesperado. Entretanto, essa auséncia de paralelismo também ja foi
demonstrada em outro modelo de inflamagdo crbnica induzida por um estimulo
distinto. Em estudo realizado por Gegout et al. (1994), foi observado que a injecao
intra-articular de zimosano em ratos induz resposta inflamatoria caracterizada por
edema, sinovite erosiva e deplecdo do contetddo de proteoglicanos na cartilagem
articular, de forma crescente ao longo de 20 dias de avaliagdo, sendo que a
resposta febril s6 foi evidente no primeiro dia.

Embora varias citocinas inflamatorias, eicosanoides e cininas, entre outros
mediadores, sejam importantes na mediacdo da resposta febril induzida por
diferentes estimulos inflamatérios (KETTELHUT & GOLDEBERG, 1988; KLUGER,
1991; LE MAY et al., 1990; MORIMOTO et al., 1989), a mediacao da resposta febril
induzida por CFA ainda é pouco conhecida. O Unico estudo que investigou de forma
preliminar esse aspecto indicou que a resposta febril induzida por CFA em ratos
Lewis esta associada com aumento das concentracfes plasmaticas de TNF-a e IL-6
e é parcialmente dependente de eicosanoides (PHILIPPE et al., 1997). E possivel
que a atenuacao da resposta febril nos dias seguintes a injecdo de CFA (presente
estudo; PHILIPPE et al.,, 1997) ou zimosano (GEGOUT et al., 1994) esteja
associada a produgdo de antipiréticos enddégenos como arginina vasopressina
(ROTH, 2006), IL-10 (CARTMELL et al., 2003) ou corticosterona (COELHO et al.,
1992).
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Em modelos experimentais de doencas inflamatorias cronicas, também & comum
avaliar a gravidade do fendmeno por meio de avaliagBes radiografica, histoldgica e
bioquimica. Essas avaliacbes sdo fundamentais para que se tenha um
conhecimento da extensdo da destruicdo tecidual associada a inflamacéao, bem

como das células e dos mediadores envolvidos.

Os métodos de imagem sdo importantes ferramentas para o diagnoéstico,
prognostico e avaliacdo de tratamentos de pacientes com doencas inflamatorias
cronicas, tendo como principal vantagem o carater ndo invasivo (CHOI et al., 2011;
TAYLOR, 2003). Esses métodos também tém sido usados para avaliacdo da
extensdo da resposta inflamatéria em modelos experimentais de AR (DUSTIN,
2003; JACOBSON et al., 1999). No presente estudo, por meio da avaliacdo das
imagens radiogréficas, foi possivel observar o edema dos tecidos periarticulares em
trés momentos distintos do curso temporal, em concordancia com as avaliacdes do
edema avaliado por meio de pletismometria. Lesdes inflamatérias de tecidos moles
tém sido consideradas sinal precoce de artrite e geralmente precedem as lesdes de
cartilagens e ossos (JACOBSON et al., 1999). Entretanto, as imagens radiogréficas
obtidas inclusive no 21° dia ndo mostraram erosdes do tecido 0sseo e cartilaginoso,
bem como destruicdo do espaco articular. Nas imagens radiograficas feitas no
presente estudo, em virtude da resolucdo do aparelho utilizado, ndo foi possivel
avaliar a ocorréncia de estreitamento do espaco articular, um achado comum em
muitos modelos experimentais de AR em ratos. A limitacdo da radiografia para
avaliacdo das alteracdes teciduais em modelos experimentais de AR em roedores
também ficou evidente no estudo de Almarestani et al. (2011). Nesse estudo, 0s
autores induziram a artrite por meio da injecao i.pl. de CFA em ratos Sprague-
Dawley e avaliaram as alteracdes teciduais progressivas sete, 15 e 30 dias apos.
Embora algumas alteracbes tenham sido evidenciadas por meio das imagens
radiografica, s6 houve uma caracterizacao mais detalhada e de todos os parametros
gquando foram usadas outras técnicas como tomografia computadorizada e

densitometria 6ssea.

Ao contrario da avaliacdo radiografica, a avaliagcdo histologica permitiu identificar
alteracdes significativas na articulagdo tibio-tarsica em diferentes momentos da
avaliacdo. Todos os animais experimentais, mas ndo os controles, desenvolveram

graus variaveis de paniculite periarticular, caracterizados por edema e infiltracdo de
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linfocitos, células plasmaticas, neutréfilos e macréfagos. Com a evolucdo do
processo inflamatoério também houve formacgéo de células gigantes (aglomerados de
macrofagos). Embora lesGes de cartilagem e dsseas ndo tenham sido observadas
no presente estudo, as alteragcbes acima descritas geralmente precedem as
alteracdes articulares (OLIVEIRA et al., 2007).

As alteracdes histolégicas foram associadas a um aumento local da atividade da
MPO, indicando a presenga de um infiltrado de neutrdéfilos. Essas células secretam
varios mediadores que contribuem para a inflamacao articular e para a destruicao
tecidual, desempenhando papel importante na iniciacdo e manutencdo do processo
inflamatoério nas articulagbes (WIPKE & ALLEN, 2001). Embora o papel de
neutréfilos na alodinia mecéanica e no edema de pata induzidos por CFA ndo tenham
sido caracterizados nesse ou em outros estudos, ha demonstracdo de que essas
células contribuem para o edema induzido em roedores por estimulos inflamatérios
como carragenina e lipopolissacarideo, bem como para a alodinia mecanica
induzida por carragenina (CUNHA et al., 2008; THOMAZZI et al., 1995).

Tendo em vista que as alteracGes observadas sdo caracteristicas das fases iniciais
da artrite, o modelo experimental descrito no presente estudo pode ser relevante
para a avaliacdo de candidatos a farmacos Uteis no tratamento de pacientes que
apresentam a doenga em uma fase inicial, a fim de evitar a progresséo e prevenir a
destruicdo de tecidos periarticulares. Outros aspectos do modelo experimental
descritos no presente estudo que podem ser considerados positivos sdo a auséncia
de comprometimento do aumento da massa corporal dos animais durante o periodo
de avaliacdo e a reprodutibilidade dos parametros avaliados entre os diferentes
protocolos, sendo esse Ultimo aspecto um importante critério de elegibilidade de um
modelo pré-clinico (BENDELE et al., 1999). Modelos experimentais que induzem
uma resposta inflamatéria menos marcante e ndo causam sofrimento e debilidade
marcantes dos animais podem ser mais Uteis para demonstracdo dos efeitos
induzidos por candidatos a farmacos para o tratamento de pacientes com AR em
estagios menos avancados da doenga, bem como suscitar menores
guestionamentos de natureza ética. Comprometimento marcante dos animais
experimentais geralmente é observado em modelos experimentais de poliartrite
(BUTLER et al., 1992; DONALDSON et al., 1993; GRUBB et al., 1991; STEIN et al.,
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1988), o que tem levado pesquisadores a propor modificagcbes dos modelos
tradicionais. Entretanto, deve ser enfatizado que, se o objetivo de um estudo é
investigar se um candidato a farmaco pode reduzir a progressao ou reverter as
alteracdes em estagios mais avancados da AR, o modelo descrito no presente

estudo ndo é mais indicado.

Uma vez caracterizados a alodinia mecanica e o edema de pata induzidos pelas
injecbes de CFA, o proximo objetivo foi avaliar os efeitos induzidos por duas
vitaminas do complexo B, a riboflavina e a tiamina, de forma isolada ou em
associagdo com dexametasona, sobre esses parametros. A investigagdo de novos
usos para as vitaminas do complexo B, principalmente no tratamento de pacientes
com doencas inflamatorias e condicdes dolorosas diversas, € justificada em funcéo
dos resultados promissores obtidos em estudos pré-clinicos nos quais foram
investigadas as suas atividades em diferentes modelos experimentais de inflamacgao
e dor (BERTOLLO et al.,, 2006; CARAM-SALAS et al., 2006; FRANCA et al., 2001,
GRANADOS-SOTO et al.,, 2004; MOALLEM et al., 2008; NAIK et al., 1970) e
também pelo seu perfil de seguranca bastante favoravel (GOLDEBERG et al., 2007).

Os resultados do presente estudo demonstraram que a riboflavina, nas doses e
esquemas de administracdo avaliados, ndo reduziu significativamente o edema de
pata e a alodinia mecéanica induzidos pelas injecbes de CFA. Resultados de outros
estudos indicam que a riboflavina induz efeitos distintos em diferentes modelos de

inflamagé&o aguda e cronica.

Administracdo p.o. ou i.p. de riboflavina inibe a resposta nociceptiva induzida por
formaldeido em camundongos, bem como a alodinia mecénica, a hiperalgesia
térmica e o edema de pata induzidos por carragenina em ratos (BERTOLLO et al.,
2006; GRANADOS-SOTO et al., 2004). Entretanto, o edema de pata induzido por
um ativador da proteina quinase C, o forbol 12,13-didecanoato, foi atenuado de
forma reduzida por essa vitamina (BERTOLLO et al.,, 2006). No estudo de
Granados-Soto et al. (2004), foi observado que a riboflavina, mesmo em doses bem
mais elevadas do que aquelas que inibiram as respostas em modelos experimentais
de dor e inflamacdo agudas, n&o inibiu a alodinia mecanica em um modelo

experimental de dor neuropatica em ratos com ligadura dos nervos L5 e L6. Em
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estudo recente (MAZUR-BIALY et al.,, 2012), foi demonstrado que os efeitos
induzidos pela administracdo i.p. de riboflavina (20, 50 ou 100 mg/kg) sobre as
contor¢cdes abdominais induzidas por zimosano em camundongos foram variaveis,
dependendo do momento de administracdo. Foi observado um efeito antinociceptivo
quando houve o pré-tratamento com riboflavina, embora a administracdo dessa

vitamina apos a injecéo de zimosano tenha induzido contor¢des abdominais.

Usando um modelo de artrite induzida por colageno em camundongos, Verdrengh &
Tarkowski (2005) demonstraram que o tratamento prolongado (17 dias) com
riboflavina (20 mg/Kg, i.p.) ndo reduziu a gravidade da artrite. Nesse mesmo estudo,
0s autores observaram reducao significativa do edema de pata agudo induzido por
0leo de oliva em camundongos pré-tratados com a mesma dose de riboflavina.
Assim, embora tenham sido observadas atividades antinociceptiva e
antiedematogénica em modelos experimentais de inflamagcdo aguda, a atividade da
riboflavina em modelos experimentais de inflamacédo crénica ou de dor neuropatica
ndo é tao evidente. Esses resultados indicam que os efeitos induzidos pela
riboflavina podem variar em funcdo do modelo experimental, da espécie e do

esquema de tratamento usados.

O tratamento prolongado dos animais com tiamina nao inibiu o edema de pata
induzido pelas injecbes de CFA. Entretanto, entre os animais tratados com tiamina
houve a deteccdo de uma atividade antialodinica de forma dose-dependente no 6° e
no 12° dias de avaliacdo. A atividade antialodinica da tiamina no modelo
experimental de artrite induzida por CFA apresenta relacdo com resultados obtidos
por outros autores. Wang et al. (2005) demonstraram que a tiamina (50, 100 ou 125
mg/kg i.p.) inibe a hiperalgesia térmica em dois modelos experimentais de dor
neuropatica, compressdo de ganglio espinhal e ligadura do nervo ciatico em ratos.
Essa vitamina também apresenta atividade no modelo da placa quente em
camundongos, um modelo experimental de dor nociceptiva (MOALLEM et al., 2008).
A confirmagdo da atividade antinociceptiva da tiamina em modelos de dor
neuropatica foi obtida por Moallem et al. (2008), em camundongos com constricdo
do nervo ciatico, e por Song et al. (2009), em ratos com compressao cronica do
ganglio da raiz dorsal. Em um dos raros estudos a fornecer informagdes de

naturezas eletrofisiologica e molecular que podem ajudar a explicar a atividade
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antinociceptiva da tiamina, Song et al. (2009) demonstraram que essa vitamina
reduz a hiperexcitabilidade e a magnitude das correntes de Na* dos neurénios do

ganglio da raiz dorsal.

Tendo em vista que associagfes de farmacos sdo comuns no tratamento de
pacientes com AR e também que associa¢gfes de vitaminas do complexo B, entre Si
ou com outros farmacos, estao presentes em alguns medicamentos indicados para o
tratamento de pacientes com condi¢cdes inflamatérias e dolorosas, foi investigado se
a riboflavina ou a tiamina poderiam exacerbar o efeito induzido pela dexametasona,
um anti-inflamatorio esteroide, no modelo experimental de artrite induzida pelo CFA.
Outra motivacdo para essa investigacdo foi o conjunto de resultados obtido por
diferentes autores indicando que associacdes de vitaminas do complexo B, entre si
ou com outros farmacos, podem induzir efeitos de grandes magnitudes, maiores que
aqueles induzidos por uma droga ou farmaco de forma isolada, em modelos
experimentais de dor e inflamag&o agudas (JURNA, 1998; MIXCOATL-ZECUATL et
al., 2008; NAKAEMA et al., 2005; REYES-GARCIA et al., 1999; REYES-GARCIA et
al., 2003; REYES-GARCIA et al., 2004) e também em estudos clinicos
(GOLDEBERG et al., 2007; GOLDEBERG et al., 2009; MEDINA SANTILLAN et al.,
2000).

Inicialmente, foi investigado o efeito induzido pela associacao de riboflavina com
dexametasona sobre o edema de pata e a alodinia mecéanica induzidos pelas
injecbes de CFA. A alodinia mecéanica ndo foi atenuada pelo tratamento com
dexametasona e também ndo foi observado efeito antialodinico induzido pela
associacdo de riboflavina com dexametasona. Embora existam estudos
demonstrando que a producédo de TNF-a e IL-1B (MAL et al., 2013; SUZUKI et al.,
1995), citocinas que induzem inflamagé&o local e contribuem para o edema
inflamatorio, seja inibida pela riboflavina, essa vitamina, de forma isolada, nas doses
e esquemas de administracdo usados, n&o inibiu 0o edema induzido pelas injecbes
de CFA. Entretanto, a riboflavina exacerbou o efeito antiedematogénico induzido
pela dexametasona do 15° ao 21° dia apds inducdo da artrite. Esses resultados
servem de estimulo para investigacdes de natureza molecular, com o objetivo de
avaliar se a riboflavina exacerba o conhecido efeito inibitério induzido por anti-

inflamatorios sobre a producao de citocinas inflamatérias e eicosanoides (FLOWER
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& ROTHWELL, 1994; TEGEDER et al., 2001), mediadores que contribuem de forma

marcante para muitas manifestacdes do processo inflamatorio.

Os resultados proporcionados pela associacdo de tiamina e dexametasona foram
mais promissores. A associagcdo tiamina e dexametasona induziu efeito
antiedematogénico de maior magnitude do que aquele induzido pela tiamina ou
dexametasona isoladamente, a partir do 9° dia de avaliacdo, mantendo-se até o
altimo dia de avaliacdo. A analise de resultados de estudos publicados néo fornece
evidéncias de natureza molecular que possam auxiliar na explicacdo do efeito
antinociceptivo de pequena magnitude induzido pela tiamina e da exacerbagéo
promovida por essa vitamina da atividade antiedematogénica de anti-inflamatérios
esteroides. O Unico estudo de relevancia nesse contexto, conduzido por Shoeb &
Ramana (2012), demonstrou que um analogo lipossoluvel da tiamina, a
benfotiamina, inibe a expressdo de genes de enzimas como COX-2 e lipoxigenase-
5, a ativacdo da fosfolipase A, e a producédo de eicosanoides por macrofagos em
cultura estimulados por lipopolissacarideo. Caso a tiamina também apresente tais
atividades, essas poderiam contribuir para os efeitos induzidos por essa vitamina, de
forma isolada ou em associagdo com dexametasona, no modelo experimental do

presente estudo.

Outro aspecto relevante dos perfis da riboflavina e da tiamina é o fato de que ambas,
de forma isolada, ndo alteraram o aumento da massa corporal dos animais durante o
periodo de avaliacdo. Resultados obtidos por Fukuwatari et al. (2009) vdo ao
encontro dos resultados do presente estudo. Esses autores demonstraram que ratos
desmamados expostos a uma dieta com excesso de tiamina ou riboflavina durante o
periodo de 22 dias ndo apresentaram comprometimento do aumento de massa
corporal bem como reducéo da ingestao alimentar e das massas dos tecidos. Esses
resultados indicam que o tratamento prolongado com riboflavina ou tiamina ndo deve

interferir em aspectos importantes da digestado e do metabolismo.
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Em concluséo, os resultados do presente estudo demonstraram que o modelo de
monoartrite induzida por CFA em ratos Holtzman foi reprodutivel, sendo observadas
alteracdes inflamatdrias importantes como sinovite, paniculite, neoangiogénese,
edema de pata e alodinia mecanica persistentes. Entre as vantagens de um modelo
experimental de AR no qual os animais desenvolvem monoartrite, quando
comparado com modelos nos quais os animais desenvolvem poliartrite, podem ser
mencionadas o fato de que alteracdes caracteristicas da doenca séo observadas em
apenas uma articulagdo, com menor comprometimento das funcdes fisioldgicas,
menor sofrimento dos animais e maior probabilidade de observagcdo de efeitos
induzidos por candidatos a farmacos. Os resultados também indicam que a
riboflavina e, principalmente, a tiamina apresentam potencial no tratamento de
pacientes com AR, principalmente em associacdo com outros farmacos com
indicagéo ja estabelecida. A associacdo de vitaminas do complexo B com farmacos
tradicionalmente usados no tratamento de pacientes com AR conduz a expectativa
de obtencao de efeitos benéficos de maior magnitude, bem como, reducao de doses
dos farmacos do segundo grupo e, consequentemente, dos riscos de reacdes
adversas associadas ao seu uso cronico. Por fim, a demonstracéo da atividade das
vitaminas do complexo B em modelos de inflamag&o cronica, e ndo somente em
modelos de inflamacédo aguda, aumenta ainda mais o interesse na estratégia de
reposicionamento de farmacos em um momento no qual h4 um aumento expressivo
da representacdo de idosos na populacdo geral e pelo desenvolvimento cada vez

mais lento e dispendioso de novos farmacos.
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