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1. Resumo

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatéria sistémica crbnica, de etiologia desconhecida
gue diminui a sobrevida e afeta significativamente a qualidade de vida na maioria dos pacientes por
acometer o tecido sinovial resultando em producgéo excessiva de liquido, destruicdo da cartilagem, eroséo
Ossea adjacente e dano aos tenddes e ligamentos. Supfe-se que a causa desta doenga seja devida a
desequilibrios nas vias imunomoduladoras pré e anti-inflamatérias que promovem respostas autoimunes. A
necessidade de novas estratégias terapéuticas para o tratamento da AR associada ao potencial anti-
inflamatdrio de plantas da familia Sapotaceae e atividade antitumoral da espécie Pouteria nuda comprovada
in vitro constituem o eixo deste estudo. O objetivo deste estudo objetivou a andlise hematoldgica dos
animais tratados com extrato de p. nuda e também daqueles tratados com a droga de referéncia. O material
analisado foi coletado de ratos com artrite induzida por adjuvante (AIA), inicialmente estabelecida por
Pearson (1956), extensamente utilizado como um modelo experimental para o estudo de processos imuno-
inflamatérios. E possivel observar neste modelo as manifestagbes clinicas, hematoldgicas, histoldgicas,
radiolégicas e imuno-inflamatdrias que cursam com a artrite reumatoide. O extrato de Pouteria nuda, da
familia Sapotaceae foi usado para testar in vivo a acédo fitoterapica desta planta. Esta espécie ndo tem uso
medicinal conhecido, porém estudos recentes indicaram atividade antimicrobiana e antiinflamatéria. As
alteracdes hematoldgicas e bioquimicas traduzem o processo inflamatorio e possibilitam reconhecer a
influéncia do extrato vegetal sobre o estado da doenca. Foram analisados fatores como contagem de células
brancas, taxa de sedimentacd@o eritrocitaria, além dos elementos figurados do sangue e parametros
bioquimicos. Este projeto foi uma vertente dos Projetos CNPq universal: ACAO DO EXTRATO DE Pouteria
nuda INDUZIDA POR ADJUVANTE EM RATOS LEWIS (Doutorado) e FAPEAM universal ACAO DO GEL
DE Pouteria nuda APLICADO PELA FONORESE EM ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE EM
RATOS LEWIS (Mestrado).

Palavras-chave: Artrite; Ratos Lewis; Extrato Vegetal, indices hematimétricos.



2. Introducéao

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatdria sistémica cronica, de etiologia incerta, que
acomete primariamente o tecido sinovial. O pensamento atual é que a artropatia imunologica primaria pode
incluir a ativacédo das células de vigilancia do sistema imunolégico @ resultando em superproducéo relativa
persistente de citocinas 2 3) e reconhecimento anormal de auto antigenos como “néo préprio” devido a sua
semelhanca com uma proteina estranha @. A natureza do distirbio imunolégico difere entre os individuos,
fato indicado pela resposta divergente de pacientes com AR aos medicamentos especificos ©.

Para aprimorar os conhecimentos acerca desta doenca utiliza-se um modelo experimental
conhecido como artrite induzida por adjuvante (AlA), que foi inicialmente estabelecido por Pearson (1956)
utilizando-se uma emulséo agua-em-6leo para inocular diferentes linhagens de ratos. Desde entdo, a AlA
tem sido extensamente utilizada como um modelo experimental para o estudo de processos imuno-
inflamatdrios de doencas inflamatdrias articulares em humanos, em particular a artrite reumatéide, assim
como o rastreio e teste de novos agentes anti-artrite ©): ©),

Para o seu sistema de defesa as plantas produzem substéncias como flavonoides terpenoides e
qgue, se utilizadas na fitoterapia, podem proporcionar uma alternativa a quimioterapia convencional em
situagbes como doengas autoimunes. Dentre as diversas plantas, a espécie Pouteria nuda da familia
Sapotaceae apresentou resultados promissores para agéo anti-inflamatéria e antitumoral in vitro (7 8),

O potencial biolégico de Pouteria nuda em pesquisas in vitro substancia este estudo que tem como
objetivo verificar a ac@o do extrato de Pouteria nuda sobre Artrite Induzida por Adjuvante e, também, vem
propor bioprospecc¢do de uma planta da Biodiversidade Amazénica a fim de verificar possiveis propriedades
anti-inflamatérias e imunomoduladoras in vivo.

A maioria das doengas reumaticas inflamatdrias crénicas sdo complicadas por anormalidades
hematolégicas, incluindo anemia, desordens leucocitarias, plaquetarias e do sistema de coagulagdo ©. Uma
das anormalidades hematolégicas mais comuns de doencgas reumatolégicas sdo a anemia de doenca
crénica (anemia leve) e a anemia ferropriva 1% 1), Niveis baixos de eritropoetina e uma diminuicdo na
resposta a eritropoetina contribuem para a anemia na AR (112 Na anemia de doenca cronica geralmente
os niveis de MCV (volume corpuscular médio) e MCHC (concentragdo hemoglobinica corpuscular média)
tendem a ser normais (anemia normocitica e normocrdmica) 2. A anemia hemolitica ndo é uma
caracteristica tipica da AR, embora mediada por anticorpo, anemia hemolitica Coombs-positiva ja foi
descrita em humanos 2. QOutra anormalidade hematol6gica encontrada na AR é a leucocitose, que se
apresenta com uma proliferacéo de leucécitos polimorfonucleares e uma predominancia de formas primitivas
(por exemplo, um desvio a esquerda) pode ocorrer 12, Uma eosinofilia significativa pode ocorrer na AR e
geralmente correlaciona-se com a presenca de vasculite, pleuro-pericardite e fibrose pulmonar 3. Em
relacdo as plaquetas, a trombocitose € comum na AR, sendo a correlagdo positiva entre contagem de
plaguetas e atividade da doenga (2. Embora o mecanismo da trombocitose seja incerto, a coagulagdo
intravascular aumentada com um aumento compensatorio na producdo de plaquetas tem sido sugerida
como uma possivel causa (4,

Os exames hematoldgicos e bioquimicos oferecem informag¢des que podem ser utilizadas como

ferramenta para, em associacdo com outros sinais, sintomas e exames, fazer triagem para avaliar a salde



do animal, buscar o diagnostico ou prognéstico do animal, e ainda verificar a habilidade corporal as
infecgGes e para monitoramento do progresso da doenca e tratamentos 9. As alteracdes hematolégicas e
bioquimicas traduzem o processo inflamatério e possibilitam reconhecer a influéncia do extrato vegetal
sobre o estado da doenca. Foram analisados fatores como contagem de células brancas, taxa de
sedimentacéo eritrocitaria, além dos elementos figurados do sangue e parametros bioquimicos 517,

Em estudos envolvendo ratos com AIA é esperado o0 aumento de plaquetas durante a fase precoce
da doenca embora na fase tardia o comportamento das plaquetas possa voltar ao normal @8, No
leucograma espera-se neutrofilia e monocitose além de linfopenia 9. Neste projeto especificamente é
preciso verificar se possiveis variagdes hematologicas estariam relacionadas ao modelo AlA ou a fatores
relacionados ao extrato de Pouteria nuda.

Vale ressaltar que o presente trabalho faz parte de um projeto maior do CNPq Universal
(PROCESSO 482.672/2010-2 COSAU/CGSAU/DABS) com aprovacdo no Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (Oficio 003/2012 — CEEA/UFAM). Sendo assim, o material sanguineo utilizado foi
dos animais j& eutanasiados, devidamente armazenado no laboratério da Fundacdo de Hemoterapia e
Hematologia do Amazonas (FHEMOAM) para a realizacéo dos exames a posteriori.

Apesar dos trabalhos com modelo experimental em artrite reumatoide envolvendo ratos serem
abundantes na literatura académica, assim como os experimentos com farmacos, a associagédo destes dois
tipos de estudo sdo menos usuais. O presente projeto permite o uso de uma planta da regido amazdnica
sem uso conhecido e com potencial biol6gico comprovado em estudos in vitro ®. Além disso, pesquisas com
extratos brutos sdo capazes de fornecer um rastreamento de bioativos que atuando em conjunto podem
fornecer atividade terapéutica (0.2,

Muitas espécies nativas nunca foram submetidas a estudos e este modelo experimental proposto
permite estimar quanto ao seu possivel potencial farmacolégico (22 (23); (24),

Este projeto corrobora com resultados obtidos nos Projetos: CNPq Universal - ACAO DO EXTRATO
DE Pouteria nuda INDUZIDA POR ADJUVANTE EM RATOS LEWIS (Doutorado) e FAPEAM Universal -
ACAO DO GEL DE Pouteria nuda APLICADO PELA FONORESE EM ARTRITE INDUZIDA POR
ADJUVANTE EM RATOS LEWIS (Mestrado).

Os resultados ja alcancados pelo grupo de pesquisa foram publicados na revista Scientia Amazonia,
intitulado CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS EM ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE: UMA
REVISAO DA ACAO IMUNOMODULADORA DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS @9, e também na revista
Cytokine com o titulo ATTENUATION OF ADJUVANT-INDUCED ARTHRITIS IN RATS BY
PHONOPHORESIS WITH AN AQUEOUS GEL OF THE AMAZONIAN PLANT Elaeoluma nuda

(Sapotaceae) @9,



3. Material e Métodos

3.1. Fases do experimento

Este trabalho foi realizado em duas fases distintas. A primeira fase foi integrante a trabalho de
doutorado em bases gerais da cirurgia (UNESP - UFAM), e a segunda etapa consistiu neste trabalho de
iniciacdo cientifica.

Na primeira parte os animais experimentais foram submetidos ao tratamento conforme descrito no
texto e posteriormente sacrificados. A segunda etapa foi realizada com o estudo das alteracBes encontradas

no sangue destes animais.
3.2. Extrato

Foi utilizado o extrato aquoso de folhas de Pouteria nuda. A planta, que pertence a familia
Sapotaceae, foi coletada na reserva Adolpho Ducke, no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia e
processado no INPA (Instituto de Pesquisa da Amazobnia) (27). O extrato bruto foi administrado por via intra-

géastrica (gavagem), em 4 tratamentos (uma vez por semana), durante 30 dias.

3.3. Animais

Foram utilizados 15 ratos albinos machos adultos (Rattus novergicus) da linhagem Lewis com peso
médio de 220-252¢g. Os animais foram obtidos e mantidos no Biotério da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM) em condi¢des controladas de iluminacdo (ciclo 12 horas claro/escuro) e temperatura de 22°C e
alimentados com racgédo e agua ad libitum.

Os animais foram separados da seguinte forma:

»  Grupo 1, controle negativo (SHAM): sem inducéo de artrite e sem tratamento, n=03

»  Grupo 2, controle positivo (CFA): com inducéo de artrite e sem tratamento, n=04

» Grupo 3, teste com MTX: com inducédo de artrite e tratado com injecdo intra-peritoneal de
metotrexate, n=04

» Grupo 4, teste com extrato de P. nuda: com inducdo de artrite e tratado com injecdo intra-

peritoneal do extrato de P. nuda, n=04

Vale ressaltar que este trabalho fez parte e ocorreu em paralelo a um projeto maior do CNPq
Universal (PROCESSO 482.672/2010-2 COSAU/CGSAU/DABS) com aprovacdo no Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (Oficio 003/2012 — CEEA/UFAM). Sendo assim, o material hematoldgico utilizado foi

dos animais ja eutanasiados.

3.4. Modelo de inducéo de artrite (M. tuberculosis).

O modelo experimental de artrite induzida por Adjuvante Completo de Freund (CFA) em ratos é

muito empregado na investigacdo de novas terapias para artropatias inflamatérias crénicas, como a artrite



reumatoide @8, Nesse modelo, a artrite é induzida através da injecdo intradérmica na base da cauda de uma
suspensdo de Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium butyricum em parafina liquida @: 30; 1), O
CFA atua como estimulo de respostas imunolégicas a antigenos, incluindo imunidade celular e aumento da
producdo de certas imunoglobulinas, levando ao desenvolvimento de uma reagdo articular inflamatéria
intensa dependente de células T.

Apbds a sedacdo dos animais com halotano a 3% (inalacdo por 2-3 min) @2, a &rea foi tricotomizada
e uma solucéo de alcool iodado (1%) foi aplicada nessa superficie. A inducédo da artrite foi feita mediante
injecdo subcutanea de 200uL (0,2 ml) da solucéo de CFA (5mg/ml de Mbt) na base da cauda 2, com uma
seringa de 1 mL e agulha 13 x 4,5 mm. Esse dia foi considerado o dia O (zero). O desenvolvimento da artrite
induzida por CFA inicou-se 4 a 7 dias apds a inoculagcdo. Por apresentar caracteristicas inflamatorias,
incluindo elevacao de citocinas e resposta variavel a diferentes drogas imunossupressoras, esse modelo
tem-se demonstrado Gtil no estudo de mecanismos imunopatogénicos da artrite reumatoide e no estudo pré-
clinico de novas terapias 3. No exemplo deste trabalho, a nova terapia testada foi o extrato aquoso de
folhas de Pouteria nuda.

3.5. Estudo Hematolégico e Bioquimico

A coleta de sangue dos animais submetidos aos experimentos foi feita por pun¢do cardiaca
ventricular apés laparotomia mediana 2, com os animais anestesiados com Isoflurano ©4 seguindo o
cadigo de ética em experimentacéo animal.

Foram coletados 4mL de sangue e dispensados em tubos coletores do tipo microtainer. No tubo
contendo EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-Acético), para o hemograma, foram dispensados 3,5mL e no
tubo contendo gel separador, para bioquimica e citometria de fluxo, 0,5mL. O material foi devidamente
armazenado sob refrigeracdo e encaminhado para armazenamento ao Laboratério da Fundagdo de
Hemoterapia e Hematologia do Amazonas (FHEMOAM) para a posterior realizacdo dos exames.

As amostras de sangue foram analisadas, e entdo determinados os diversos parametros das
linhagens celulares de leucdcitos, eritrdcitos e a determinacdo da contagem global de plaquetas.

As dosagens bioquimicas foram realizadas por meio de automacao em aparelho multiparamétrico do
Laboratério de AnalisesClinicas (LAC) da FHEMOAM.

Para a avaliagdo da fungdo hepatica, foram determinadas a fosfatase alcalina (FAL), a alanina
aminotransferase (ALT), a aspartato aminotransferase (AST), a albumina sérica, dosagem de Gama-GT,
niveis de colesterol total e fragBes e dosagem da enzima desidrogenase lactica, enquanto para a avaliacdo
da funcao renal, uréia e creatinina foram mensuradas. Para a anélise hematolégica, foi feita a contagem de
células brancas, a contagem de células vermelhas, dosagem de hematécrito, dosagem de hemoglobina e
contagem de reticulécitos % 36, Estes parametros foram comparados dentre os quatro grupos estudados,

evidenciando desta forma a eficacia ou ndo do extrato vegetal utilizado.



4. Resultados e Discussao

Os exames hematolégicos e bioquimicos oferecem informacdes que podem ser utilizadas como
ferramenta para, em associacdo com outros sinais, sintomas e exames, fazer triagem para avaliar a saude
do animal, buscar o diagndstico ou prognéstico do animal, e ainda verificar a habilidade corporal as
infecgBes e para monitoramento do progresso da doenga e tratamentos.

Nas observacdes do hemograma destaca-se plaquetose no grupo tratado com extrato de P. nuda,
resultado semelhante encontrado no grupo controle positivo (Tabela 1). Porém, este achado parece revelar
alteracéo relacionada ao modelo de AIA e ndo ao extrato de P. nuda.

Gorog e colaboradores®8 em estudo com ratos Spargue-Dawley com AIA também encontrou
aumento de plaquetas durante a fase precoce da doenca embora na fase tardia 0 comportamento das
plaquetas tenha voltado ao normal. O contraste com este estudo, em que a plaguetose foi observada no
estagio final da doenca pode ser explicado pela diferenca na estirpe dos ratos que pode mudar a gravidade
da doenca.

Dos indices hematimétricos, o MCV do grupo de animais tratados com extrato de P. nuda se
manteve em valores semelhantes ao controle negativo, contrastando, com os valores encontrados nos
grupos controle positivos e MTX que mostraram indices mais baixos (Tabela 1).

Os resultados encontrados no leucograma confirmaram neutrofilia e monocitose em todos 0s grupos
induzidos com ACF, sendo que 0 aumento dos monécitos no grupo tratado com extrato de P.nuda foi menor
do que o grupo controle positivoe MTX (Tabela 2). Glenn e colaboradores®® relataram a predominancia de
linfocitos no sangue de ratos normais e saudaveis e os achados deste trabalho demonstraram linfopenia em
todos os animais induzidos com ACF, destacando que os animais tratados com extrato de P. nuda
obtiveram valores mais elevados do que aqueles tratados com MTX e ambos foram superior ao grupo
controle positivo. Estes achados sugerem que o extrato de P. nuda parece reprimir linfopenia em ratos com
AlA.

Na determinagdo dos parametros bioquimicos ndo foram observadas alterag6es significativas das
transaminases (AST e ALT) assim como dos marcadores de funcdo renal (ureia e creatinina) no grupo teste
demonstrando, novamente, auséncia de toxicidade do extrato de P. Nuda (Tabela 3).



Tabela 1 - Distribuicdo da média dos parametros hematolégicos (série vermelha) dos ratos analisados no
experimento em relagéo aos grupos.

Hemograma Série Vermelha (Média + DP)

Controle Controle

Hemograma negativo positivo MTX Pouteria p*

RBC (10°pL) §5=0,] 87+12 98=14 89=21 0,616
HGB (g/dL) 14,1=+0,3 13,513 15420 13,9+31 0,588
HCT (%) 47408 7270 54,0+8,3 492115 0,656
MCV (fL) 559=+02 544+1,0 54,809 55403 0,078
MCH (pg) 16,7 0,1 15,608 15,7+0,3 15,704 0,068
MCHC (g 298=02 288+14 28,708 283+ 1,0 0,305
CHCM (g 281=02 27.2+12 27.3+0,7 26,9+0,6 0,304
RDW (%) 11,7a=0,6 13,1b+0,6 12,8b+0,2 12,7b=0,3 0,016
HDW (g/dL) 22a=0]1 25bx02 2,6bx01 2,5bx0,1 0,030
PLT (10° 848=19 1064 =240 984 =196 1010323 0,684
MPYV (fL) 7la=0,1 7.8b 0,1 7,7bx=01 7.8b 0,3 0,003

Obs.: Dados expressos em Média e DP* ANOVA; DP = desvio-padraop<0,05 N = 4 por grupo. Letras distintas indicam diferenca
estatistica ao nivel de 5% de significancia. RBC — Contagem de células vermelhas, HGB — Hemoglobina, HCT — Hematdcrito,
MCV - Volume corpuscular médio, MCH — Hemoglobina corpuscular média, MCHC - concentragdo hemoglobinica
corpuscular média, CHCM — Concentracdo de hemoglobina corpuscular média.RDW — Amplitude de distribuicdo das
hemacias, PLT —Plaguetas — MPV — Volume plaguetaro médio



Tabela 2 - Distribuicdo das médias dos parametros hematologicos (série branca) dos ratos analisados no
experimento em relagéo aos grupos.

Hemograma Série Branca (Média = DP)

Controle Control
_ N MTX Pouteria p*

negativo positivo
WBC (10° /uL) 44+3,0 8,8+2,6 9,8+3,2 96+5,7 0,317
NEUT (%) 70+5,1 11,6+ 1,6 10,4+ 3,4 13,0x4,3 0,247
LYMPH (%0) 63,3a+123 377b+5,1 41,0b+£9,1 442b+e6,7 0011
MONO (%0) 20,8a £ 5,6 42,7b£ 6,3 409b£72 35,4b=40 0,002
EOS (%) 3,7+1,9 1,2+0,7 1,3+ 1,1 1,1 +£1,0 0,060
BASO (%) 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0.0 0,788
LUC (%0) 5,2+1,3 6,8§ =1,1 6,1 +1,3 6,2 +2,4 0,675
NEUT (10° /nL) 0,2a+0,1 1,0b+0,2 1,0b+ 0,4 1,ib+ 0,6 0,040
LYMPH (IIJ3 nL) 3,0x2.4 3,209 4,1+1,7 4,4+2,9 0,781
MONO (103 /nL) 0.8a 0,3 3.8bx 1,6 3,9b+1,0 33bx 18 0,049
EOS (10° /uL) 0,1+0,1 0,1=0,0 0,2+0,2 0,1+0,0 0,535
BASO (10° /uL) 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+ 0,0 0,0+00 0,211
LUC (103 /nL) 0,2+0,2 0,602 0,603 0,7+07 0,541

Obs.: Dados expressos em Média e DP* ANOVA; DP = desvio-padrdop<0,05 N = 4 por grupo Letras distintas indicam diferenca
estatistica ao nivel de 5% de significancia. WBC — Contagem de células brancas, NEUT (%) -Porcentagem de neutrofilos,
LYMPH (%) — Porcentagem de linfocitos, MONO (%) — Porcentagem de mondcitos, EOS (%) porcentagem de eosindfilos,
BASO (%) — Porcentagem de basofilos, LUC (%) — Células grandes nao coradas, NEUT (103//uL) — porcentagem de
neutroéfilos, LYMPH (103//uL) — Porcentagem de linfécitos, MONO (103//uL) — Porcentagem de mondcitos, EOS (103//uL) —
Porcentagem de eosinéfilos, BASO (103//uL) — Porcentagem de baséfilos, LUC (103//uL) — Porcentagem de células grandes
néo coradas.



Tabela 3 - Distribuicao das médias dos parametros bioquimicos dos ratos analisados no experimento em
relacdo aos grupos.

Biogquimica (Média = DP)

Controle Controle MTY Pouteria p*
Negativo positivo
AST 156,0+996 1298+544 146,8x27,6 1825264 0,602
ALT 534,7£3,2 582+3,8 57,846 65,2=10,7 0,219
UREIA 433=12 395+44 2,864 44,0+ 3,2 0,518

FOSF. 2423257 2390=x708 2470257 2768702 0,764

AMIL 1274 +190 1063 = 143 1174123 1002178 0,295
CREA 0,600 05=01 0,6 0,0 0,6=01 0,213

Obs.: Dados expressos em Média e DP* ANOVA; DP = desvio-padrdop<0,05 N = 4 por grupo.
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