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RESUMO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o efeito de anticorpos anti-citocinas
pré e antiinflamatdérias na nocicepgédo e edema articulares e na migragcéo de células
para o fluido sinovial, no modelo de artrite induzida por LPS em ratos, e compara-las
a alguns farmacos antiartriticos, potencialmente moduladores da atividade de
citocinas. Ratos Wistar machos, pesando entre 250 e 300g, receberam LPS (0,03;
1,0 ou 30 ng; i.art.) 3 dias ap6s uma sensibilizagdo com carragenina (300 ug; i.art.).
A incapacitagdo foi avaliada pelo tempo de elevacdo da pata (TEP; s) durante
marcha de 1 min; o edema, pela variagdo do didmetro articular (DA; cm) e, a
migracdo celular, pela contagem total (CT; cel/mm?®) e diferencial de leucdcitos
(mononucleares e polimorfonucleares, MON; PMN; cel/mm®) do fluido sinovial
coletado 6 h apds. A indometacina (0,5 ou 2,5 mg/kg) e o diclofenaco (0,5; 2,5 ou 5,0
mg/kg) inibiram significativamente a incapacitagdo e o edema articular tanto no pré
quanto no pos-tratamento. O diclofenaco inibiu a migragdo de MON. Nenhuma das
duas drogas inibiu a migragcdo de PMN. A dexametasona (0,4 ou 4,0 mg/kg) inibiu a
incapacitagdo, o edema articular e a migragcdo de MON, mas n&o inibiu a migragao
de PMN. A sulfasalazina (30 ou 100 mg/kg) inibiu somente o edema articular sem
alterar a incapacitagdo e a migracao celular. O leflunomide (20, 40 ou 80 mg/kg)
inibiu de maneira dose-dependente o edema articular, mas somente a maior dose
inibiu a incapacitacéo articular. O leflunomide também inibiu a migracdo de MON. A
diacereina (50 ou 200 mg/kg) inibiu significativamente apenas o edema articular. A
pentoxifilina (20 ou 40 mg/kg) inibiu 0 edema e a migragdo de PMN, mas nao alterou
a incapacitagao articular e a migragdo de MON. Anticorpos anti-TNFa e anti-IL-1(3
inibiram significativamente o edema articular e a migracdo de MON. Anticorpos anti-
TNFa inibiram a incapacitacdo e a migracdo de PMN. Houve uma tendéncia de
inibicdo da migracdo de PMN pelos anticorpos anti-IL-13. Anticorpos anti-CINC-1
reduziram a incapacitagdo, o edema articular e a migragdo de MON e PMN.
Anticorpos anti-IL-10, anti-IL-13 a anti-IL.-4 aumentaram a incapacitacdo e o edema
articular induzido por uma dose relativamente baixa de LPS (0,03 ng). No entanto,
anticorpos anti-IL-10 e anti-IL-13 aumentaram a incapacitacdo mas reduziram o
edema articular induzido por uma dose alta de LPS (1,0 ng). Além disso, a injec&o
intraarticular da citocina IL-13, antes do LPS (0,03 ng), inibiu a incapacitagao,
embora tenha aumentado o edema articular sem alterar a migragcéo celular. Este

estudo nos permite concluir que: (a) no modelo de artrite induzida pelo LPS, as
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citocina pro-inflamatérias TNFa, IL-13 e CINC-1 estdo envolvidas no
desenvolvimento da nocicep¢ao, edema articular e migragao celular; (b) IL-10, IL-13
e IL-4 também s&o produzidas localmente e apresentam efeito inibitorio. Contudo,
IL-10 e IL-13 também apresentam efeito pro-edematogénico neste modelo; (c) os
resultados obtidos com antiinflamatorios ndo esteroidais e com dexametasona
sugerem que o modelo de artrite induzida pelo LPS é confiavel para avaliar a agéo
de outras drogas sobre a nocicepgdo, edema articular e migragao celular; (d) as
drogas modificadoras de doenca (DMARDs), que podem modular a sintese e
liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, TNFa e IL-13, ndo apresentaram efeito tao
potente quanto os respectivos anticorpos anti-citocinas sugerindo que, pelo menos
neste modelo in vivo, esse mecanismo de agao pode n&o ser atingido. Leflunomide,
foi o unico DMARD testado que apresentou efetividade similar aos anticorpos anti-
TNFa e anti-IL-1B em todos os parametros avaliados (nocicepgao, edema articular e
migragao celular de MON).

Palavras-chave: Incapacitagao articular. Artrite reativa. Citocinas.
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ABSTRACT

The aim of this study was to assess the effect of pro- and anti-inflammatory
cytokines at nociception, articular edema and cell migration into synovial fluid, in a
model of LPS-induced arthritis, and compare with anti-arthritic drugs that can
modulate the synthesis and release of these cytokines. Male Wistar rats (250 — 300
g) received LPS (0.03, 1.0 or 30 ng; i.art.) into right knee-joint 3 days after a
carrageenan (300 pg) sensitizing stimulus. Inflammatory-induced incapacitation was
measured hourly by the paw elevation time (TEP; s) in 1-min period of observation,
and edema was evaluated by the articular diameter increase (DA; cm) taken just
after each incapacitation measurement. After the 6-h period of incapacitation and
edema evaluation, the animals were euthanized and a synovial fluid lavage was
collected from articular capsule for total and differential (mononuclear and
polymorphonuclear cells; MON; PMN; ceI/mm3) leukocyte count. Indomethacin (0.5
ou 2.5 mg/kg) and diclofenac (0.5, 2.5 ou 5.0 mg/kg) inhibited incapacitation and
articular edema either in pre- or post-treatment protocols. Diclofenac inhibited MON
migration, but neither inhibited PMN. Dexametasone (0.4 ou 4.0 mg/kg) inhibited
incapacitation, articular edema and MON migration, but not PMN migration.
Sulfasalazine (30 ou 100 mg/kg) inhibited only articular edema and did not modify
incapacitation and cell migration. Leflunomide (20, 40 ou 80 mg/kg) dose-
dependently inhibited articular edema, but only the higher dose inhibited
incapacitation. Leflunomide also inhibited MON migration. Diacerein (50 ou 200
mg/kg) inhibited only articular edema. Pentoxifylline (20 ou 40 mg/kg) inhibited the
articular edema and PMN migration, but not incapacitation. Antibodies anti-TNFa and
anti-IL-18 inhibited edema and MON migration. Anti-TNFa also inhibited
incapacitation and PMN migration. Anti-IL-18 tended to inhibit PMN migration.
Antibodies anti-CINC-1 inhibited incapacitation, edema and MON and PMN
migration. Antibodies anti-IL-10, anti-IL-13 and anti-IL-4 increased incapacitation and
articular edema induced by a low dose of LPS (0.03 ng). However, anti-IL-10 and
anti-IL-13 increased the incapacitation but decreased articular edema induced by a
higher dose of LPS (1.0 ng). In addition, knee-joint injection of IL-13 before LPS (0.03
ng) inhibited incapacitation, although enhanced articular edema without it modifying
cell migration. In conclusion, (a) in a model of LPS-induced arthritis, the pro-
inflammatory cytokines TNFa, IL-18 and CINC-1 seem to be locally involved in the
development of nociception, articular edema and cell migration; (b) IL-10, IL-13 and
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IL-4 are also locally produced, and had an inhibitory effect. However, IL-10 and IL-13
may also present a pro-edematogenic role in this model; (c) the results observed with
nonsteroidal and glicocorticoid anti-inflammatory drugs suggest that LPS-induced
arthritis model is reliable to assess the effect of others drugs on nociception, articular
edema and cell migration; (d) disease-modifying drugs (DMARDs), which can
modulate the synthesis and release of the pro-inflammatory cytokines TNFa and IL-
1B, did not present an effect as potent as the respective anti-cytokines, suggesting
that, at least in this in vivo model, this mechanism of action may not be achieved.
Leflunomide, was the only DMARD tested that had similar effectiveness with anti-
TNFa and anti-IL-1B in all parameters (nociception, articular edema and cell

migration).

Key words: Articular incapacitation. Reactive arthritis. Cytokines.
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1 INTRODUGAO

1.1 PATOLOGIAS ARTICULARES

As patologias articulares englobam um grande numero de doengas que tém
em comum o comprometimento do sistema musculoesquelético, ou seja, 0ssos,
cartilagem, estruturas peri-articulares (localizadas proximas as articulagdes, tenddes,
ligamentos e fascias) e/ou de musculos. Destacam-se por serem altamente
prevalentes, afetando 3 a 8 % da populacdo mundial. Representam a terceira causa
entre todas as consultas médicas, provocando maior incapacitagdo que as doencas
cardiacas e o cancer. Pelo menos um quarto dos adultos sofrem de algum problema
relacionado as estruturas musculoesqueléticas. Esta realidade provoca importante
impacto meédico, social e econdmico, decorrente da significante frequéncia na
populacdo, do afastamento do trabalho e do gasto das entidades publicas e privadas
(Sociedade Brasileira de Reumatologia, 2005).

Segundo relatério da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), as condigbes
reumaticas ou musculoesqueléticas compreendem mais de 150 doencas e
sindromes que s&o frequentemente progressivas e associadas com dor. Elas
podem, de maneira geral, ser classificadas como doencgas articulares ou artropatias,
incapacidade fisica, desordens espinhais e condi¢bes resultantes de traumas.
Condi¢des musculoesqueléticas sao as causas mais importantes da morbidade e
incapacidade, ocasionando enormes gastos com a saude e perda do trabalho.
Dentre as condicbes com maior impacto na sociedade incluem-se a artrite
reumatodide, as osteoartrites, as espondiloartropatias (espondilite anquilosante, artrite
reativa, etc.), a osteoporose, as desordens espinhais e o trauma severo de membros
(Relatorio da OMS: O impacto das doengas musculoesqueléticas no inicio do novo
milénio, 2003).

1.2 PRINCIPAIS ARTROPATIAS

Dentre as varias artropatias, a artrite reumatoide (reumatoid arthritis, RA) € a
artrite inflamatoria mais comum (prevaléncia mundial estimada em 0,8 %) (Braun e
Sieper, 2002) e a maior causa de invalidez. Estudos paleontolégicos mostram clara

evidéncia da existéncia desta artrite ja nas primeiras tribos nativas da América do



Norte, milhares de anos atras. Atualmente, a prevaléncia da artrite reumatdide
nestas mesmas regides permanece extraordinariamente alta, com mais de 5 % dos
individuos afetados em alguns grupos. Por outro lado, a artrite reumatdide parece
nao ter aparecido na Europa até o século XVII. As primeiras evidéncias da artrite
reumatdide apareceram na arte Européia no inicio do século XVII. Sydenham
publicou o primeiro relato de artrite reativa em 1676. Embora uma série de casos
intermitentes fossem subsequentemente descritos, a doenca néo foi completamente
reconhecida até ela ser definida por Garrod, em 1859. Ele nomeou artrite
'reumatoide’ para diferenciar de outras duas formas bem conhecidas de artrite na
época, a febre reumatica e a gota. Por volta do inicio do século XX, a artrite
reumatdide foi conceituada separadamente das osteoartrites como ‘artrite
deformante'. Em 1957, Charles Short descreveu a artrite reumatoide, de maneira
clara e definitiva, classificando-a como uma entidade clinica definida e distinta das
espondiloartropatias soronegativas, da doenga induzida por cristais, das
osteoartrites, do lupus eritematoso sistémico e de muitas outras condi¢des (Firestein,
2003). Estudos em restos de esqueletos oriundos da antiglidade na Europa e norte
da Africa também mostraram, nestes individuos, a existéncia de varias formas de
artrite, incluindo as osteoartrites, a espondilte anquilosante (uma
espondiloartropatia) e a gota (Rothschild et al., 1988).

Além da artrite reumatdide, outras artropatias, com caracteristicas bem
diferenciadas, também foram relatadas no fim do século XVII. Dentre elas, a artrite
reativa (reactive arthritis, ReA), uma artropatia reativa, secundaria a processos
infecciosos bacterianos ou viréticos, que ocorriam frequentemente no trato
genitourinario, gastrointestinal ou faringeo. Os primeiros relatos da associacéo de
artrite com episédios de desinteria ou diarréias ocorreram por volta dos anos de
1600. Em 1818, Benjamin Brodie descreveu pela primeira vez a associagao entre os
sintomas de uretrite, artrite e conjuntivite, tipicos de artrite reativa. No século XX,
varios registros similares aos de Benjamin Brodie, foram publicados quase
simultaneamente na Alemanha e Franga (Hill Gaston e Lillicrap, 2003; Colmegna et
al., 2004). A classica descri¢cao da artrite reativa foi apresentada por Hans Reiter em
1916 e o termo doenga de Reiter tem sido frequentemente utilizado até hoje. Para
acentuar o papel da reagao imunoldgica na patogénese da artrite reativa, Ahvonen e
colaboradores (1969) propuseram o termo artrite reativa, que € o mais utilizado

atualmente.



1.3 ARTRITE REATIVA

1.3.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA ARTRITE REATIVA

A artrite reativa tem distribuicdo mundial e prevaléncia estimada de 30 a 40
casos em cada 100.000 adultos e, embora seja frequentemente considerada
benigna e auto-limitante, tem-se comprovado causar consideravel morbidade e, as
vezes, apresentar mau prognostico (Appel et al., 2004; Toivanen e Toivanen, 2004).
Atualmente, a artrite reativa estd melhor caracterizada e € definida como um
episodio artritico tipicamente agudo, periférico, asséptico e que se desenvolve 1 a 4
semanas apods uma infecgdo primaria distante da articulagdo, localizada
preferencialmente no trato gastrointestinal, por diferentes espécies de bactérias
Gram negativas (Shigella, Salmonella, Yersinia ou Campylobacter) ou no trato
genitourinario por Clamydia trachomatis (Khan, 2002; Appel et al., 2004). O fato de a
artrite reativa se desenvolver apos a deflagragcdo de enterites, por diversas
enterobactérias, ou apos uretrite, mostra que nao existe uma especificidade dbvia
para o fator desencadeador desta doenga (Breban et al., 2000). Devido a algumas
caracteristicas como o acometimento assimétrico das articulagdes, a possibilidade
de envolvimento da coluna vertebral e enteses e, a associacdo com o HLA-B27, a
artrite reativa é classificada como uma espondiloartropatia (spondyloarthropathies,
SpA) (Palazzi et al., 2002). Entre as espondiloartropatias, a artrite reativa representa
uma condicdo rara que abrange aproximadamente 2 % do total destas doengas
(Breban et al., 2004).

As espondiloartropatias constituem um grupo de doengas reumaticas
crOnicas caracterizadas por entesite estéril e oligoartrite nas extremidades baixas,
principalmente no joelho e no tornozelo (Burgos-Vargas, 2002; Hill Gaston e Lillicrap,
2003), que acometem aproximadamente 0,3 % da populagdo mundial (Breban et al.,
2004). Além do envolvimento do esqueleto, manifestagcdes extraarticulares sao
frequentemente observadas e incluem inflamacao ocular (conjuntivite, uveite ou irite
aguda), entesite, dactilite, lesbes mucocuténeas, uretrite e, em raras ocasides,
cardite (Khan, 2002). Desta forma, as espondiloartropatias, em especial a artrite
reativa, nao estdo limitadas apenas as articulagdes, mas afetam o individuo como
um todo, causando varias lesdes (Toivanen e Toivanen, 2004). Além disso, alguns
estudos tém mostrado que as espondiloartropatias podem ser mais prevalentes do

que tem-se estimado, tendo assim, um claro impacto socio-econémico (Braun e



Sieper, 2002).

O curso clinico da artrite reativa caracteriza-se pela ocorréncia de um ou
dois episddios agudos da doenga apds a ocorréncia da infecdo bacteriana entérica
ou uretral. Estas manifestacdes iniciais podem ser amenas ou moderadas e durarem
de 4 a 5 meses sendo que, apds este periodo, a artrite reativa ativa pode entrar em
completa remissdo. Porém, em dois tercos dos pacientes que desenvolvem artrite
reativa, ocorre a persisténcia dos sintomas musculoesqueléticos por mais de um
ano. Frequentemente, ocorrem episodios recorrentes de entesite (inflamagdo das
enteses) e artrite estendendo-se para a coluna vertebral e articulagdo sacroiliaca.
Em outros casos, pode haver a persisténcia da inflamacdo, com severas
consequéncias ja no seu estagio inicial. Aproximadamente 15 a 30 % dos pacientes
desenvolvem artrite crénica e recorrente que € caracterizada pelo aumento do
numero de enteses e articulagdes afetadas e pela presenca de sinais e sintomas da
inflamacéo (p. ex., dor e edema articular), o que leva a perda da fungdo e
moderadas a severas limitagdes para andar e levantar-se (Burgos-Vargas, 2002;
Khan, 2002; Appel et al., 2004). Além da dor, outros fatores também alteram a vida
dos individuos que desenvolvem este tipo de doenga como o enrijecimento articular,
a fadiga, os prejuizos no sono, a preocupagédo com a aparéncia, o medo do futuro e
os efeitos colaterais dos medicamentos (Braun e Sieper, 2002).

1.3.2 ASSOCIAGAO DA ARTRITE REATIVA COM O HLA-B27

A artrite reativa, assim como todas as espondiloartropatias n&do estao
associadas com o fator reumatoide, mas mostram grande associagdo com um alelo
do complexo de histocompatibilidade maior classe-I, o antigeno leucocitario humano
(HLA)-B27, unico fator genético predisponente formalmente identificado (Amor et al.,
1974). Contudo, esta associagao varia marcadamente entre as diferentes formas de
espondiloartropatias e entre os grupos étnicos (Khan, 2002). Esquimoés do Alaska e
da Sibéria apresentam uma frequéncia de HLA-B27 na populagéo de 25 a 40 %, o
que coincide com uma maior prevaléncia da doenga (Boyer et al., 1999). Por outro
lado, as espondiloartropatias sdo raras entre as pessoas japonesas cuja incidéncia
de HLA-B27 é muito baixa (< 1 %) (Hukuda et al., 2001). Estudos epidemioldgicos
mostram que 50 a 80 % dos individuos que desenvolvem artrite reativa sdo HLA-B27
positivos. Porém, em outras espondiloartropatias como a espondilite anquilosante,



esta associagdo chega a 95 %. Individuos que desenvolvem artrite reativa e s&o
HLA-B27 positivo apresentam sintomas articulares mais severos e prolongados
(Ekman et al., 2000) indicando, deste modo, que o maior efeito do HLA-B27 pode ser
o de aumentar o vigor da resposta inflamatoria nociva que afeta principalmente as
articulagdes e enteses (Breban et al., 2004). Ratos transgénicos para o HLA-B27
desenvolvem espontaneamente uma doenga inflamatoria multisistémica que se
assemelha com as espondiloartropatias humanas, € dependente da presenca de
uma flora bacteriana normal e € mediada por células do sistema imune. A presenca
de células apresentadoras de antigeno (APCs) e células T CD4", ambas
expressando altos niveis de HLA-B27, também parece ser um fator critico para o
desenvolvimento desta patologia. Estudos tem mostrado que esta doenga pode
resultar de uma falha de tolerancia relacionada, em parte, ao alto nivel de expresséao
do HLA-B27 em APCs e de uma resposta contra as bactérias do intestino (Breban et
al., 2004). Aléem dos fatores genéticos, fatores relacionados ao ambiente, como
classe social baixa e auséncia de refrigerador nas residéncias, também parecem
estar associados ao desenvolvimento das espondiloartropatias (Claudepierre et al.,
1995).

1.3.3 PRESENGCA DE COMPONENTES BACTERIANOS NA ARTICULAGAO DE
PACIENTES COM ARTRITE REATIVA

Outro aspecto central da patogénese da artrite reativa € que, embora seja
definida como uma inflamagao articular estéril (Khan, 2002; Toivanen e Toivanen,
2004) ou nao infecciosa por natureza (Breban et al., 2004), componentes
bacterianos como antigenos (Keat et al., 1987; Granfors et al., 1989; Chen et al.,
2003), DNA ou RNA e, até mesmo a propria bactéria ndo replicante (Hammer et al.,
1990; Bas et al., 1995; Gérard et al.,, 1998), tém sido detectados nos tecidos
articulares incluindo o fluido sinovial e células do sangue circulante de pacientes com
artrite reativa, o que sugere que a persisténcia da bactéria pode estar promovendo
uma resposta imune local na articulagdo afetada. O fato de um grande numero de
especies diferentes de bactérias poderem induzir artrite, fornece evidéncias de que a
antigenicidade, por si s6, ndo determina a indugdo da artrite. E possivel que a
chegada de material antigénico na articulagdo, vivo ou morto, seja, entédo, o fator de
maior relevancia para o desenvolvimento de artrite reativa (Sieper et al., 2000;



Colmegna et al., 2004). Este material antigénico pode chegar aos linfonodos
regionais ou ser transportado por macréfagos para dentro da articulagdo ou para
outros sitios da inflamagado onde a sua persisténcia estaria dirigindo uma resposta
imune local que pode ser longa e duradoura (Khan, 2002; Colmegna et al., 2004).

O lipopolissacarideo (LPS), um dos componentes de maior toxicidade
presentes na parede da célula bacteriana, também tem sido detectado, através de
analises sorologicas, em fagocitos mononucleares e polimorfonucleares infectados,
bem como em células do fluido sinovial de articulagdes afetadas por artrite reativa
(Granfors et al., 1989; Granfors et al., 1990). O LPS bacteriano pode estar
desempenhando um papel importante na patogénese, bem como, nos episodios
recorrentes da artrite reativa, dada a significante patogenicidade que ele confere a
bactéria e a sua modulagdo do sistema imune (ativagdo policlonal de células
linfoides, ativacdo de macrofagos, mitogenicidade e adjuvanticidade). A
administracdo de LPS intraarticular, em animais de laboratorio, representa um
poderoso estimulador de macrofagos, levando a sintese e a liberagado de citocinas
pré-inflamatérias (p. ex., TNFa, IL-1B e IL-6) o que resulta em um processo artritico
agudo de duracgdo relativamente curta (Stimpson et al., 1987). O LPS também
estimula a liberagc&do de IL-8 (citocina quimiotatica) de condrocitos articulares o que
poderia resultar em inflamagdo mediada por neutrofilos e destruigdo da cartilagem
articular (Lotz et al., 1992). A forma homdloga da IL-8 em ratos , a CINC-1 tem sido
estudada em modelos animais de artrite (Bombini et al., 2004).

Desta forma, estes achados de que a persisténcia de componentes
bacterianos na articulagdo pode estar provocando uma resposta imune local na
articulacdo afetada, tem provocado questionamentos acerca das falhas do sistema
imunologico em eliminar os microorganismos e tem sugerido a participagdo das
citocinas, mediadores inflamatérios cruciais para uma resposta imune efetiva, neste

processo (Appel et al., 2004).

1.4 CITOCINAS NA ARTRITE

As citocinas tém atraido interesse particular por estarem envolvidas na
regulagdo da resposta imune e inflamatéria. A atividade de muitos destes
mediadores reflete, de perto, o processo que esta ocorrendo nas doencas
inflamatorias cronicas (Feldmann et al., 2004). Embora, as células do sistema imune



sejam consideradas como sua fonte primaria, diversas citocinas também podem ser
produzidas por outros tipos celulares como fibroblastos, células endoteliais ou até
células epiteliais. Assim, na sindvia inflamada, monécitos bem como sinovidcitos tipo
A (macrofagos) e tipo B (fibroblastos) tem sido apontados como produtores de
grandes quantidades de citocinas, particularmente, as pro-inflamatorias (TNFa e IL-
1B). Ao contrario, o papel das células T (linfocitos T helper CD4"; ThO, Th1 e Th2) e
suas citocinas na patofisiologia de diferentes artropatias, ainda ndo é bem claro
(Steiner et al., 1999). Além disso, o padrdao de secregdo de citocinas pode ser
distinto nas diferentes artropatias. Na sindvia e fluido sinovial de pacientes com
doencgas de origem autoimune, como a artrite reumatodide, observa-se um padréo de
citocinas, predominantemente Th1, com expressao de altos niveis de interferon-
gama (INF-y). Por outro lado, nas espondiloartropatias, como a artrite reativa, ocorre
a expressao de citocinas, tanto Th1 (INF-y) quanto Th2, com altos niveis de IL-4
(Steiner et al., 1999; Yin et al., 1999; Appel et al., 2004). Acredita-se que as citocinas
Th1 estejam envolvidas com a eliminagdo das bactérias associadas a artrite reativa
e como tem-se observado um predominio de citocinas Th2, estas poderiam estar
contribuindo para a persisténcia da bactéria, bem como, dos peptidios bacterianos
na articulagao (Yin et al., 1997). Porém, & importante salientar que, embora o padrao
de citocinas varie entre as diferentes artropatias, a terapia anti-citocina parece ter
sucesso no controle dos sintomas na maioria destas doengas (van den Berg, 2000;
Braun et al., 2002; Feldmann et al., 2004).

O TNFa e a IL-13 sédo consideradas as principais citocinas pro-inflamatérias
presentes na inflamacdo articular crénica e, a deteccdo de altos niveis destes
mediadores, geralmente esta associado com sérios danos estruturais na cartilagem
e no osso (van den Berg, 2000). As propriedades pro-inflamatorias e destrutivas do
TNFa e da IL-1B foram primeiramente demonstrados em estudos in vitro e, 0 seu
potencial artritogénico foi confirmado pela indugdo de artrite em roedores. Nestes
casos, a artrite pode ser induzida pela inje¢cdo de citocinas recombinantes na
articulagao do joelho. TNFa e IL-18 induzem uma sinovite transitérias com infiltracéo
de leucdcitos na sindvia, predominantemente mononuclear para o TNFa e PMN para
a IL-18 (Henderson e Pettipher, 1989; van de Loo e van den Berg, 1990). Esta
observacao foi confirmada pela ocorréncia de artrite cronica e erosiva em ratos
transgénicos que apresentam uma superexpressdo de TNFa (Keffer et al., 1991).
Curiosamente, a IL-1B é mais potente que o TNFa em induzir destruicdo da
cartilagem, in vivo (Van de Loo e Van den Berg, 1990). O TNFa sozinho n&o é nem



artritogénico e nem destrutivo e parece exercer seu potencial artritogénico através
da indugdo da IL-1B (van den Berg, 2000) evidenciando, assim, um possivel
sinergismo entre estas duas citocinas ou que a maior ou menor produgao de IL-1p é
precedida pela produgdo de TNFa (Henderson e Pettipher, 1989). Elevados niveis
de TNFa tém sido encontrados na artrite reumatoide (Feldmann et al., 2004),
espondilite anquilosante (Braun et al., 1995), artrite psoriatica (Partsch et al., 1997) e
artrite reativa (Butrimiene et al., 2004). Embora existam diferengas patogenéticas
entre a artrite reumatdide e as espondiloartropatias, o TNFa apresenta papel
primordial em ambos os tipos de artrite inflamatéria (Braun et al., 2002).
Observagdes em modelos animais e em estudos clinicos tém contribuido de maneira
significativa para a identificaggo do TNFa e da IL-18 como potenciais alvos
terapéuticos (van den Berg, 2000).

Descoberta a mais de dez anos, a CINC (cytokine-induced neutrophil
chemottractant) (Watanabe et al., 1989), uma citocina de rato homologa a IL-8
humana, tem atraido interesse pelo seu envolvimento na migragao celular, um
evento critico no desenvolvimento de processos inflamatérios. A CINC é expressa
por células inflamatdrias, como macrofagos, nos sitios de inflamagéo (Shibata, 2002)
e tem mostrado importante papel no acumulo de neutréfilos em lesdes inflamatérias
induzidas por LPS (lida et al., 1992; Shibata et al., 1996; Takano e Nakagawa,
2001), carragenina (Nakagawa et al., 1992) e componentes bacterianos como a
estreptolisina-O ativa de Streptococcus pyogenes (Mitsui et al., 2002), em ratos. A
administracdo intradérmica de CINC induz rapido e transitorio acumulo de
neutrofilos, sem migracdo de mondcitos e linfocitos ou formagdo de edema, o que
sugere que CINC seja um agente quimiotatico especifico de neutréfilos podendo ser
diferenciado da IL-8, que é um agente quimiotatico de linfécitos e neutrofilos
(Watanabe et al., 1991; Shibata et al., 1995). Poucos estudos tém sido realizados
para elucidar o papel da CINC nas artropatias. Existem relatos do aumento dos
niveis de CINC na medula éssea de ratos durante o desenvolvimento de artrite por
adjuvante. A supressdo do aumento da expressao desta citocina acontece, em
paralelo, com a redugdo do edema articular o que sugere que este evento pode ser
mediado, pelo menos em parte, pela redugado da expresséo ou liberagdo de CINC
(Tanahashi et al., 1998).

As citocinas reconhecidas como antiinflamatérias (p. ex., IL-10, IL-13 e IL-4)
também merecem atenc&o quanto ao seu envolvimento na patogénese das doencgas

artriticas. A IL-13, uma citocina imunorregulatéria secretada predominantemente por



células T helper 2 (Th2), esta envolvida em diversos processos bioldgicos, incluindo
a regulacdo da funcdo de células B e mondcitos (McKenzie et al., 1993), a
modulacdo da resisténcia a nematdides gastrointetinais e a organismos
intracelulares como a Leishmania major. No pulmao, a IL-13 € o mediador central da
asma alérgica regulando a inflamacdo eosinofilica, a secrecdo de muco e a
hiperresponsividade das vias aéreas (Wynn, 2003). IL-13 também tem sido
encontrada no soro e no fluido sinovial de pacientes com artrite reumatdide e artrite
psoriatica (Spadaro et al., 2002). Nestes casos, a IL-13 promove inibicdo da
producédo de TNFa e IL-1[3, pelas células mononucleares do fluido sinovial (Isomaki
et al., 1996). Em modelos experimentais de artrite induzida por adjuvante, o aumento
nos niveis de IL-13 melhora significativamente o curso da doenga (Woods et al.,
2002). Desta forma, esta citocina apresenta agdes bem distintas nas diferentes
patologias.

IL-10, IL-13 e IL-4 inibem ou reduzem a produg¢ao de varios mediadores pro-
inflamatorios, incluindo TNFa, IL-13 e PGE,, pelo tecido sinovial (Woods et al., 2000;
Morita et al., 2001) e por células mononucleares do fluido sinovial (Isomaki et al.,
1996; Woods et al., 2000) de pacientes com artrite reumatéide, bem como, protegem
estas células da apoptose (Reli¢ et al., 2001). Também apresentam atividade
analgésica em diferentes modelos experimentais (Vale et al., 2003). A eficacia da
administracao, in vivo, de IL-4 tem sido mostrada em modelos animais de artrite. O
tratamento sustentado com IL-4 e/ou IL-10 suprime a fase crénica da artrite induzida
por parede celular de Streptococcus, em ratos (Lubberts et al., 1998). Desta forma,
estas citocinas, reconhecidas pelas suas propriedades antiinflamatorias, parecem
apresentar potencial terapéutico no tratamento da artrite.

1.5 ADOR NA ARTRITE

A dor é um dos sintomas que mais comprometem a qualidade de vida de
individuos que desenvolvem artrite. A quantificacdo da dor, na artrite, pode contribuir
para elucidar os mecanismos desta patologia e avaliar os efeitos da medicagéo
antiartritica. Desta forma, uma variedade de métodos, que permitem explorar a dor
artritica, tem sido desenvolvidos empregando modelos animais (Min et al., 2001).
Um exemplo, € o modelo de incapacitacdo articular, em ratos, desenvolvido por
Tonussi e Ferreira (1992), em que a quantificagao da dor artritica é independente do
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observador e sensivel a todas as classes de analgésicos.

A dor na artrite € caracterizada por hiperalgesia e dor espontanea. A
hiperalgesia ocorre quando a articulagdo esta sendo submetida a execucédo de
movimento ou quando é aplicada uma pressao suave na articulagdo. Este aumento
da sensibilidade a dor, resulta de uma sensibilizagdo do sistema nociceptivo, e esta
relacionada com a producdo de mediadores inflamatérios como a bradicinina, as
prostaglandinas, os neuropeptideos e as citocinas, os quais ativam receptores nas
fibras nervosas correspondentes. Além disso, a expressao de receptores, como 0s
da bradicinina e das neurocininas, esta aumentada. Durante a inflamagéo, também
ocorre o desenvolvimento de hiperexcitabilidade dos neurénios da medula espinhal
que é produzida por varios sistemas transmissores/receptores que constituem e
modulam a ativagdo sinaptica dos neurbnios (Schaible et al., 2002). Além da
sensibilizacdo que leva a hiperalgesia, uma producdo elevada de bradicinina,
também pode ocasionar dor espontanea na artrite (Tonussi e Ferreira, 1997).

1.6 TRATAMENTO DA ARTRITE

Tradicionalmente, farmacos antiinflamatérios nao esteroidais (AINEs) e as
drogas anti-reumaticas modificadoras de doenca (DMARDs), tém sido as opgdes
terapéuticas mais utilizadas no tratamento das artropatias (Braun et al., 2002; Braun
e Sieper, 2002; Anandarajah e Ritchlin, 2004). Os AINEs, a primeira linha de terapia
utilizada para tratar processos artriticos, exercem seus efeitos antiinflamatorios e
analgésicos, principalmente, via inibicdo da ciclooxigenase, porém, apresentam
severos efeitos adversos que limitam o seu uso clinico a longo prazo. Além disso,
estes farmacos n&o reduzem os danos articulares e nao impedem a evolugao natural
da doencga (Tamura et al., 2002), o que pode tornar o tratamento inviavel.

A terapia com farmacos glicocorticéides também é utilizada para o
tratamento de diferentes artropatias, principalmente quando ocorre pouca
responsividade dos pacientes artriticos aos AINEs e quando ndao ha um
acometimento multiplo das articulagbes (Palazzi et al., 2004). Injegdes
intraarticulares de dexametasona, por exemplo, promovem alivio dos principais
sintomas da artrite reativa (Svenungsson, 1995; Barth e Segal, 1999 ), artrite
reumatdide (Lashina et al., 2000) e osteoartrite (Stein et al., 1999), no entanto, a
absorgao sistémica ndo permite o uso prolongado deste tipo de medicamento.
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Os DMARDs s&o apontados como drogas modificadoras das alteracdes
patobiologicas e patoanatdmicas que ocorrem na cartilagem articular, principalmente
pela inibicdo de metaloproteinases (Tamura et al., 2002). Além disso, muitos dos
beneficios dos DMARDs estdo associados, também, a inibicdo de citocinas pro-
inflamatorias como o TNFa e a IL-13. Desta forma, estas drogas agem limitando os
danos articulares, potencialmente irreversiveis, inibindo o curso natural da doenga e
reduzindo os principais sintomas inflamatoérios articulares (Goldenberg, 1999).
Alguns exemplos de DMARDSs, utilizados para o tratamento da artrite, incluem a
sulfasalazina, o metotrexato e o leflunomide.

A sulfasalazina, sintetizada em 1942 pelo Professor Nana Svartz (Box e
Pullar, 1997) foi a primeira droga com comprovada eficacia para colite ulcerativa
(Kang et al., 1999) e esta entre os farmacos mais efetivos para o tratamento de
doencgas inflamatodrias intestinais e da artrite reumatoide. A sulfasalazina € uma
combinagao entre um antibidtico, a sulfapiridina, e um agente antiinflamatoério, o
acido 5-aminosalicilico. Assim como os AINEs, também & um agente antiinflamatorio
e tem sido utilizada como segunda linha de tratamento da artrite reumatdide,
frequentemente combinada com o metotrexato, o DMARD mais prescrito para o
tratamento deste tipo de patologia. A sulfasalazina exerce uma ampla variedade de
atividades antibacterianas, antiinflamatérias e imunosupressivas afetando
populagdes celulares alvo distintas como as células epiteliais, neutrdéfilos, linfocitos B
e T, mastécitos, células NK (natural killer) e células endoteliais. Os efeitos
imunosupressivos deste farmaco incluem a supressao da producao de citocinas, da
quimiotaxia de células polimorfonucleares, da expressao de moléculas de adeséao de
leucdcitos, da producdo de anticorpos e do sequestro de radicais livres (Kang et al.,
1999; Hasko et al., 2001). A sulfasalazina também é um inibidor potente e especifico
da ativagéo do fator nuclear — kB (NF-kB) (Wahl et al., 1998), o qual esta envolvido
na ativagéo transcripcional de mediadores importantes na inflamag&o como o TNFa
e a IL-1B. Além disso, o TNFa e a IL-13 s&o indutores do NF-kB, formando, desta
forma, um ciclo regulatorio positivo que pode contribuir para a amplificagdo e
manutengdo do processo inflamatorio envolvido em patologias como a artrite
reumatoide e a artrite reativa (Jue et al., 1999).

O leflunomide, um DMARD recentemente adotado para tratamento de
patologias artriticas, tem propriedades antiinflamatodrias e que incluem a protegcéo da
matriz de cartilagem dos efeitos degenerativos da IL-1B8 (Panico et al., 2003). O
leflunomide € um derivado sintético do isoxasol e suas propriedades de droga



12

modificadora da doenga foram demonstradas, pela primeira vez, nos anos de 1980,
em modelos animais de artrite e doencas autoimunes. Somente em 1998, o
leflunomide foi aprovado, nos Estados Unidos, para o tratamento da artrite
reumatoide. O leflunomide é convertido, no organismo, em A771726, um metabdlito
ativo que é o responsavel por sua atividade farmacologica (Goldenberg, 1999) e cuja
meia vida é de aproximadamente 14 dias. O leflunomide é uma droga antireumatica
nova com propriedades particulares e apresenta efeitos colaterais mais amenos. O
seu principal mecanismo de agdo é a inibicdo da sintese ‘de novo’ do nucleotideo
pirimidina através do bloqueio reversivel da enzima dihidroorotato dehidrogenase
(DHODH), um passo limitante na sintese das pirimidinas e na progressao do ciclo
celular em diferentes linhagens de células, principalmente nos linfécitos T ativados.
Em altas doses, o A771726 também inibe enzimas tirosina quinases envolvidas na
sinalizacdo celular de linfocitos B e T, conferindo, assim propriedades
imunorregulatérias ao leflunomide (Breedveld e Dayer, 2000). O leflunomide também
apresenta propriedades antiinflamatorias que sdo atribuidas a sua possivel
habilidade de suprimir a expressao de moléculas pro-inflamatérias como o TNFa e a
IL-18, por mondcitos/macréfagos do tecido sinovial de pacientes com artrite
reumatdide, bem como a expressdo de moléculas de adesédo (ICAM-1), da
cicloxigenase-2 (COX-2), da metaloproteinase-3 (MMP-3), do éxido nitrico (NO) e do
fator nuclear - kB (NF-kB) (Cutolo et al., 2003; Elkayam et al., 2003). Embora o
leflunomide iniba a expresséo de substancias relevantes na dor (TNFa, IL-1B8, NO e
COX-2) e tenha se mostrado eficaz em modelo animal de dor neuropatica induzida
por lesdo medular (Winkelstein et al., 2001), ndo se cogita, com entusiasmo, o uso
deste composto, exclusivamente, para o controle da dor devido aos seus efeitos
imunomodulatérios. Porém, em patologias como a artrite reumatodide, o tratamento
com leflunomide tem promovido, com sucesso, o alivio da dor (Watkins, 2003) que,
associado aos seus efeitos imunomodulatérios, torna-se, neste caso, uma terapia
atrativa e vantajosa.

A diacereina, uma droga pertencente a classe quimica das antraquinonas,
tem sido utilizada, frequentemente, para o tratamento de pacientes osteoartriticos
promovendo significativa melhora dos sintomas clinicos (Nguyen et al., 1994; Felisaz
et al.,, 1999; Tamura et al., 1999; Pelletier et al.,, 2000). Diferente dos
antiinflamatérios n&o esteroidais comuns, a diacereina exerce suas acoes através de
mecanismos pouco entendidos, mas que provavelmente, ndo estdo associados com

a inibicdo da sintese de prostaglandinas (Pelletier et al., 1998). Em animais e
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humanos, a diacereina é completamente metabolizada em reina, o seu metabdlito
ativo (Debord et al., 1994). A reina inibe a atividade da IL-1[3, reduz a producéo de
colagenase na cartilagem articular, e inibe a producdo de anion superoxido, a
quimiotaxia e a atividade fagocitica de neutrdéfilos; e a fagocitose e a migragao de
macrofagos (Curatolo e Bogduk, 2001). Sua efetividade € similar a dos AINEs,
porém, o inicio da sua agéo € mais lento (Curatolo e Bogduk, 2001). Estudos in vitro
e em modelos animais sugerem que a diacereina pode ter um efeito modificador de
doenca. Isso € evidenciado, em parte, pelos seus efeitos inibitérios na expressao de
enzimas degradadoras de cartilagem (metaloproteinases) e de citocinas como a IL-
18 (Moore et al., 1998). Em alguns modelos animais, a diacereina apresenta efeitos
anti-osteoartriticos e condroprotetores (Mazieres e Berda, 1993; Brandt et al., 1997;
Hwa et al., 2001) e aumenta a sintese de hialorunato em células sinoviais (Schongen
et al., 1988). A diacereina aumenta a expressdo de inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMP-1) (Tamura et al., 2001) e de TGF-B1 e TGF-f2 em
condrécitos articulares bovinos sugerindo que estes podem ser alguns dos
mecanismos pelos quais esta droga afeta a sintese da matriz 6ssea articular (Felisaz
et al., 1999).

Muitos pacientes submetidos ao tratamento com DMARDs, ndo apresentam
uma resposta satisfatoria ou esta declina com o tempo. Além disso, a ocorréncia de
efeitos colaterais importantes contribui para a ineficacia e abandono deste tipo de
tratamento. A busca de um melhor entendimento da patofisiologia das artropatias
permitiu o desenvolvimento de novas terapias, ditas biolégicas, como os agentes
anti-TNFa e anti-IL-13, os quais exercem suas a¢des via neutralizagdo da atividade
das respectivas citocinas. Ao contrario dos DMARDSs, estes agentes tem inicio de
acao rapido, apresentam poucos efeitos colaterais e promovem uma pronunciada
reducdo da atividade da doenga (Costello e Halverson, 2003; Sharma et al., 2004).

Dentre os agentes que inibem, de maneira inespecifica a liberagcdo de TNFa,
existe a pentoxifilina, uma alquilxantina, que tem sido utilizada, por mais de vinte
anos, no tratamento de doengas vasculares periféricas (Pollice et al., 2001), além de
ser testada, juntamente com a talidomida, para o tratamento da artrite reumatoide
(Huizinga et al., 1996). Suas propriedades estdo relacionadas com a inibicdo da
producdo de citocinas pro-inflamatorias, em especial, o TNFa, por fagocitos
estimulados com uma variedade de produtos microbianos (p. ex., endotoxina)
(Mandell, 1995).

Embora as drogas que apresentam atividade moduladora de citocinas
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importantes na artrite e, que inibem a progressdo da doenga tenham ganho certa
credibilidade no tratamento destas patologias, a presencga de efeitos adversos ou até
a ineficacia ou perda da sua atividade antiartritica € uma realidade. Desta forma,
novas terapias tem sido adotadas para o tratamento da artrite. Trata-se de farmacos
que inibem de maneira direta e especifica citocinas extremamente envolvidas no
processo inflamatorio artritico. Estes farmacos sdo os bloqueadores do TNFa ou
drogas anti-TNFa e os principais representantes sdo o etanercept (receptor soluvel
para TNFa) (Moreland et al., 1999), o infliximab (anticorpo anti-TNFa ) (Maini et al.,
1999) e o adalimumab (Weinblatt et al., 2003) (anticorpos monoclonais dirigidos
especificamente contra TNFa). Estes compostos tem sido coletivamente designados
“agentes biolégicos” para o tratamento da artrite reumatéide. Além disso, também
existem diferentes estratégias para reduzir a atividade da IL-1B3: antagonista de
receptor de IL-1 (anakinra), anticorpos monoclonais anti-IL-13 (IL-1 Trap), anticorpos
contra o receptor tipo-1 da IL-1 entre outros. Uma desvantagem do tratamento anti-
IL-18 é que a duragdo dos efeito € muito curta necessitando administracdo diaria
enquanto a terapia de neutralizacdo do TNFa pelo uso de anticorpos monoclonais ou
receptores soluveis dura varios dias ou semanas (Dinarello, 2004).

A CINC-1, uma citocina tipicamente quimiotatica de neutréfilos (Nakagawa et
al., 1998), também tem sido cogitada como um bom alvo terapéutico. O estudo desta
citocina tem permitido que se estabeleca um paralelo entre seus efeitos em animais
e os efeitos da IL-8 em humanos.

As citocinas antiinflamatorias, IL-10, IL-13 e IL-4, também estdo envolvidas
na patofisiologia da artrite desempenhando fun¢gdes importantes como a inibicdo da
producao de citocinas proé-inflamatorias e reduzindo, desta forma, a severidade da
doencga. Isso sugere um possivel potencial terapéutico destas citocinas na artrite (Yin
et al., 1997; Morita et al., 2001; Puliti et al., 2002).

1.7 O MODELO EXPERIMENTAL DE ARTRITE INDUZIDA POR LPS

O modelo experimental de artrite induzida por LPS foi desenvolvido em
nosso laboratério e tem sido uma ferramenta util para avaliar, em paralelo, a
nocicep¢ado e o edema articular, em ratos. Este modelo € composto por um teste
algesimétrico, o teste de incapacitagao articular (Tonussi e Ferreira, 1992) e pela
medida do didametro da articulagao tibio-femural do rato.
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A incapacitagdo articular induzida por LPS é um método sensivel aos
farmacos analgésicos e antiinflamatorios classicos, e tem permitido detectar a
importancia de outros farmacos e mediadores inflamatérios envolvidos neste
processo (De-Melo et al., 1998 (a); De-Melo et al., 1998 (b); Bressan et al., 2003;
Motta et al., 2003). A medida do diametro articular, realizada imediatamente apds o
teste de incapacitacdo articular, € uma ferramenta util para quantificar o edema
inflamatorio articular, bem como a agao antiinflamatoria de diversas drogas (Bressan
et al., 2003). Desta forma, o presente modelo tem permitido a analise, em paralelo,
da nocicepgdo e do edema articular, o que normalmente n&o €& feito em outros
estudos. Este modelo € importante para avaliar o efeito de drogas que acredita-se
que tenham efeito antiinflamatério por afetar o edema mas podem nao afetar, em
paralelo, a nocicepgao.

O lipopolissacarideo (LPS), também conhecido como endotoxina, € um dos
principais constituintes da membrana celular da maioria das bactérias Gram
negativas e tem sido utilizado, ao longo dos anos, em diferentes modelos
experimentais, entre outras fungdes, como um agente indutor de dor, febre e sepse.
Os estudos realizados com o objetivo de elucidar os mecanismos patofisiolégicos da
artrite reativa, tem demonstrado, cada vez mais, a associagdo desta patologia com
enterites causadas por bactérias Gram negativas e com a presenca de elementos
destas bactérias, como o LPS, nas articulagdo dos individuos acometidos (Granfors
et al., 1989; Granfors et al., 1990). Estudos em nosso laboratério tém mostrado que
guantidades relativamente pequenas de LPS sdo capazes de induzir um processo
artritico com dor, exsudagao e migragao de células. Desta forma, a escolha do LPS,
no presente estudo, foi realizada inferindo a real importancia que este agente pode
ter na patofisiologia da artrite reativa. Além disso, existem relatos de que trauma
(fisico ou fisiolégico) na forma de estresse ou infecgdo poderiam deixar a articulagao
mais sensivel ao LPS (Alcalay et al., 1989; Fearon et al., 2001). Desta forma, a fim
de mimetizar esta situagado clinica, a indugao da artrite reativa ao LPS é realizada
apos prévia sensibilizagdo da articulagdo com carragenina. A carragenina € um
mucopolissacarideo extraido do musgo Chondrus crispus, que ao ser injetada na
articulagdo induz incapacitagao (Tonussi e Ferreira, 1992) e sensibilizag&o articular
(Santer et al., 1983). Nossos estudos tém mostrado que a sensibilizacdo da
articulagdo com carragenina apenas amplifica a resposta nociceptiva e
edematogénica ao LPS sem alterar o padrédo de resposta. O perfil de migragéo

celular também ndo é alterado pela carragenina, visto que, LPS sozinho induz
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migragao celular muito similar a observada na presenga da pré-sensibilizagao.
Normalmente, quando se estuda drogas antiinflamatorias ou a importancia
relativa dos varios mediadores inflamatérios, a nocicepcdo e o edema néo sao
analisados em paralelo no mesmo modelo experimental. Assim, o objetivo deste
novo modelo foi aproveitar o modelo em que se avalia a nocicepgdo e o edema em

paralelo, para analisar também, a migracao celular.
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2 OBJETIVOS

- Avaliar a participagao de citocinas pro e antiinflamatorias na nocicepgao e edema
articulares e na migragéo celular no modelo de artrite reativa ao LPS, em ratos;

- Comparar o efeito de anticorpos anti-citocinas com o de farmacos antiartriticos
potencialmente moduladores da atividade das citocinas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar o efeito dos antiinflamatérios ndo esteroidais, indometacina e
diclofenaco sédico, na nocicepgdo e edema articulares e na migragédo celular
induzidos pelo LPS;

- Verificar a agdo de um antiinflamatorio glicocorticdide, a dexametasona na

nocicepg¢ao e edema articulares e na migragao celular induzidos pelo LPS;

- Determinar o efeito da sulfasalazina, leflunomide, diacereina e pentoxifilina na

nocicepg¢ao e edema articulares e na migragao celular induzidos pelo LPS;

- Avaliar o efeito dos anticorpos anti-TNFa, anti-IL-13, anti-CINC-1 (IL-8) na
nocicepg¢ao e edema articulares e na migragao celular induzidos pelo LPS;

— Avaliar o efeito dos anticorpos anti-IL-10, anti-IL-13, anti-IL-4 e da interleucina-13
(IL-13) na nocicepgao e edema articulares e na migragéo celular induzidos pelo
LPS.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Os procedimentos experimentais foram realizados com ratos Wistar machos
com idade aproximada de 3 meses e peso variando entre 250 e 300 g. Os animais
foram criados, até o desmame, pelo Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina e mantidos, até o uso, no Biotério Setorial do Departamento de
Farmacologia ou no Biotério do Laboratorio de Neurobiologia da Nocicepgédo sob
condigdes controladas de temperatura (22 £ 1 °C) e luz (ciclo de claro/escuro de 12
horas) e dispondo de livre acesso a agua e ragdo. Os animais foram removidos do
Biotério para ambientacdo 1h antes de quaisquer procedimentos experimentais,
sendo que os mesmos foram realizados normalmente no periodo matutino. Os
experimentos descritos foram conduzidos de acordo com as diretrizes éticas da
Associagédo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 1983) e aprovados pelo
comité de ética local para pesquisa animal sob o numero 23080.032820/2003-
74/UFSC.

3.2 DROGAS

Os seguintes compostos foram utilizados:

(a) Compostos utilizados para a indugao da artrite reativa ao LPS:

- Carragenina (tipo multiplo kappa / lambda) proveniente da BDH Quimicos Ltda,

UK;

- Lipopolissacarideo de E. coli (LPS; sorotipo 055:B5; Sigma Chemical Co., EUA).

(b) Drogas antiinflamatorios esteroidais e nao esteroidais:

- Dexametasona (Merk, Sharp e Dohme Ltda, Brasil);

- Indometacina (Merk, Sharp e Dohme Ltda, Brasil);
- Diclofenaco sadico.
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(b) Compostos inibidores da produgao e / ou liberacao de citocinas:

- Pentoxifilina (Trental®) (Aventis Pharma Ltda, Brasil);
- Leflunomide (Arava®) (Aventis Pharma Ltda, Brasil);
- Diacereina;

- Sulfasalazina.
(c) Citocinas e anticorpos anti-citocinas pro e antiinflamatoérias:
- Anticorpos anti-IL-18, anti-TNFa, anti-IL-10, anti-IL-13 e anti-IL-4 (NIBSC, UK);
- Anticorpos anti-CINC-1 (PeproTeck, EUA);
- Interleucina — 13 (IL-13) (derivado rDNA, E. coli, NIBSC, UK).

(d) Reagentes e corantes utilizados no leucograma do fluido sinovial:

- Reagente diluidor de células: Liquido de Turk (Composicéo: acido acético: 2 %,
Labsynth Produtos para Laboratorio LTDA, Diadema/SP; azul de metileno: 1%,

Quimibras Industria Quimica S.A. Rio de Janeiro/RJ; agua destilada: q.s.p.);
- Anticoagulante: EDTA (Nuclear, Diadema/SP);
- Corante May-Grunwald (Produtos Citolégicos Soldan LTDA, Porto Alegre / RS);
- Corante Giemsa (Labsynth Produtos para Laboratério LTDA, Diadema / SP).

Na tabela a seguir est&o relacionadas informagdes sobre a dose, o tempo de
tratamento e o veiculo utilizado para diluir as drogas, bem como, as vias de
administragao (i.art.: intraarticular; i.p.: intraperitoneal; v.o.: via oral) e o volume
injetado. O veiculo, além de ter sido utilizado para diluir as drogas, também foi usado
como tratamento para os respectivos grupos controle, exceto para os anticorpos
anti-citocinas, os quais ja foram adquiridos como uma solugéo de anticorpos em soro
total, ndo necessaria a realizagdo de diluigdo. Neste caso, os grupos controle
receberam soro inespecifico, ou seja, soro livre de anticorpos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Drogas utilizadas no presente estudo com as respectivas doses, tempo

de tratamento, veiculo, vias de administragdo e volume injetado.

Drogas Dose e Tempo de tratamento Veiculo Vias de Volume
administracado injetado
Carragenina 300 pg/joelho; Solugao salina i.art. 25 ul
Em articulagéo naive 0,9 %
LPS 0,03; 1,0 ou 30 ng; 3 dias ap6s | Solugéo salina i.art. 50 pl
a carragenina 0,9 %
Dexametasona 0,4 ou 4,0 mg/kg; 1 h antes do Solugao i.p. 0,1ml/100 g
LPS (30 ng) fisiologica 0,9 %
0,5 ou 2,5 mg/kg; 1 h antes ou Solugéo de
Indometacina 1h apds o LPS (30 ng) bicarbonato de i.p. 0,1 ml/100 g
sédio 1,29 %
Diclofenaco sddico | 0,5; 2,5 ou 5,0 mg/kg; 1 h antes Solugéo i.p. 0,1 ml/100 g
ou 1h apos o LPS (30 ng) fisiolégica 0,9 %
Pentoxifilina 20 ou 40 mg/kg; 1 h ante do Solugéo i.p. 0,1ml/100 g
LPS (30 ng) fisiologica 0,9 %
Leflunomide 20, 40 ou 80 mg/kg; 1 h antes | Agua destilada V.0. 0,1 ml/100 g
do LPS (30 ng)
Diacereina 50 ou 200 mg/kg; 1 h antes do Solugédo i.p. 0,1 ml/100 g
LPS (30 ng) fisiolégica 0,9 %
Sulfasalazina 30 ou 100 mg/kg; 1h antes do Solugao i.p. 0,1 ml/100g
LPS (30 ng) fisiolégica 0,9 %
Interleucina—13 | 0,1; 1,0 ou 10 Ul; 20 min antes Solucéo i.art. 20 pl
(IL-13) do LPS (0,03 ng) fisiologica 0,9 %
Anticorpos anti- 20 ou 40 pl do soro total; 20
TNFa, anti-IL-18 e min antes do LPS (30 ng) Soro total i.art. 20 ou 40 ul
anti-CINC-1
Anticorpos 20 pl do soro total; 20 min
anti-IL-10 e antes do LPS (1,0 ou 0,03 ng) Soro total i.art. 20
anti-1L-13

Observacgao: 1 Ul de IL-13 =1 pg de IL-13
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3.3 INJEGAO INTRAARTICULAR DE DROGAS

A injecdo intraarticular (i.art.) de carragenina e a depilacdo do joelho
posterior direito foram realizados nos animais anestesiados com éter etilico e, as
demais injeg¢des intraarticulares, com os animais acordados. Para isso, 0os animais
foram gentilmente imobilizados dentro de um cone de polietileno de maneira que
fosse possivel ter acesso apenas ao joelho posterior direito, o qual recebeu as
injecbes intraarticulares de drogas. As injegdes foram realizadas através do
ligamento suprapatelar para dentro da cavidade sinovial, imediatamente apods a
realizacdo de procedimentos de antisepsia com solug¢ao de alcool iodado. O volume
maximo de drogas injetadas na cavidade articular foi de 50 pl.

3.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.4.1 INDUGAO DA ARTRITE REATIVA AO LPS

A artrite reativa ao LPS foi induzida pela inje¢édo intraarticular (i.art.) de
lipopolissacarideo de E. Coli (LPS) em articulagdo previamente sensibilizada com
carragenina. Inicialmente a articulagdo tibio-femural do joelho posterior direito dos
ratos recebeu uma injecdo de carragenina (300 pg/joelho; 25 pl; i.art.) diluida em
solugéo fisiologica estéril (0,9 %). Trés dias apds, a mesma articulagéo recebeu uma
injecdo de LPS (0,03; 1,0 ou 30 ng/joelho; 50 pl; i.art.) diluido em solugéo fisiologica
estéril (0,9 %). As injecdes foram realizadas nos animais anestesiados e o sitio de
injecéo foi previamente submetido a anti-sepsia com solugéo de alcool iodado.

3.4.2 AVALIAGAO DA INCAPACITAGAO ARTICULAR

Para avaliar o grau de incapacitagdo motora do membro que recebeu o
estimulo nociceptivo, foi utilizado o modelo de incapacitagao articular, em ratos,
descrito por Tonussi e Ferreira (1992). O sistema de registro é constituido por um
cilindro de aco in6x (30 cm de largura e 30 cm de didmetro), coberto com tela de
trama fina de arame de aco indx, que apresenta rotagdo continua a uma velocidade
de 3 r.p.m. A superficie do cilindro € dividida em trés trilhos iguais, cada qual ligado
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ao fio terra de um computador, o que permite a anadlise de trés animais
simultaneamente. Sapatilhas metalicas s&o ajustadas em ambas as patas
posteriores, sendo que, apenas a sapatilha que se encontra na pata direita esta
conectada a porta de entrada de dados do computador. Apdés a colocagao das
sapatilhas, os animais foram mantidos em suas respectivas caixas, por pelo menos 1
h, para habituagédo. Para registrar o estado funcional das articulagdes, os animais
foram submetidos a marcha forgada, no cilindro em rotacéo, por um periodo de 60
segundos. O computador registrou o tempo total que a pata posterior direita dos
animais ficou sem tocar a superficie do cilindro neste periodo (Tempo de Elevagéo
da Pata, TEP; s). Em animais normais, o TEP varia em torno de 10 segundos,
enquanto a injegao intraarticular de agentes algogénicos causa elevagéo deste valor
indicando o desenvolvimento de incapacitagao articular. Em todos os procedimentos
experimentais os animais foram treinados no aparelho no dia anterior ao teste.
Durante os experimentos, as medidas do TEP foram realizadas uma vez a cada hora
por um periodo de seis horas, sendo que, imediatamente apos tal registro os animais
foram submetidos a medida do diametro articular e subsequentemente colocados em

suas respectivas gaiolas.

3.4.3 AVALIAGAO DO EDEMA ARTICULAR

A avaliacdo do edema inflamatdrio induzido pelo LPS foi realizada através
da medida do didmetro articular, imediatamente apds cada medida da incapacitacao
articular, uma vez a cada hora e por um periodo de seis horas. Para isso, os animais
foram gentilmente imobilizados dentro de um cone de polietileno de maneira que
fosse possivel ter acesso apenas ao joelho posterior direito, do qual retirou-se a
medida do diametro da articulagado tibio-femural com o auxilio de um paquimetro. Os
dados foram apresentados como a diferenga média entre os valores do diametro
articular obtidos a cada hora apés a injecao de LPS e o valor obtido imediatamente
antes da injecdo do LPS (Variagdo do Diametro Articular, DA, cm).
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3.4.4 LEUCOGRAMA DO FLUIDO SINOVIAL

O leucograma do fluido sinovial foi realizado com o objetivo de avaliar
quantitativamente e qualitativamente a migracédo celular para o fluido sinovial, 6h
apods a estimulacdo com LPS. Para isso, os animais foram submetidos a eutanasia
com éter e, em seguida, efetuou-se a coleta de 2 a 5 pl de fluido sinovial puro para
confecgao de esfregagos em laminas de vidro. Estes esfregagos foram corados pelo
método May-Grunwald-Giemsa e, posteriormente, utilizados para a contagem
diferencial de leucocitos em microscopio optico comum com auxilio da objetiva de
imersdo (aumento de 1000 vezes). Foram contadas 100 células por lamina, em
campos Opticos distribuidos aleatoriamente e diferenciando-se células
mononucleares (MON) de polimorfonucleares (PMN). Para realizar a contagem
global de leucdcitos realizou-se uma lavagem da cavidade articular, imediatamente
apods a coleta do fluido sinovial puro, com 100 pl de solugao salina 0,9 %. Deste
lavado, retirou-se uma aliquota de 20 ul que foi diluida em 380 pl de solugao salina
0,9 %. A leitura do numero total de células foi realizada com o auxilio de Camara de
Neubauer e microscépio optico (aumento de 400 vezes). Os dados foral expressos
como contagem total de células por milimetro cubico de fluido sinovial £+ E.P.M.
(CT/mm®). A partir do nimero total de células foi realizado o calculo do numero
absoluto de MON e de PMN presentes no fluido sinovial. Os resultados foram
expressos como a média de MONs ou de PMNs + E.P.M./mm?®.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média
(E.P.M., 95 %) de seis animais. A analise estatistica dos dados foi realizada no
programa “Graph Pad Prism 3.0®”. Utilizou-se analise de variancia (ANOVA) de uma
via ou para medidas repetidas, seguida pelo teste de Tukey, ou alternativamente, o
teste t de Student's pareado e n&o pareado, quando apropriado. Valores de P
menores que 0,05 (P < 0,05) foram considerados como indicativos de significancia.
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4 RESULTADOS

4.1 Artrite reativa induzida de maneira dose-dependente pelo LPS

LPS (30,0; 1,0; 0,03 ou 0,003 ng; 50 pl) ou solugao fisiologica 0,9 % estéril (50
pl) foram administrados por via intraarticular trés dias apos sensibilizagdo da
articulagdo com carragenina (300 ug; 25 pl; i.art.). LPS promoveu aumento dose-
dependente da incapacitacdo e edema articulares (Figura 1A, B). Esta resposta teve
inicio rapido, atingiu a resposta maxima entre a primeira e a segunda hora apos a
injecdo do LPS e persistiu durante as seis horas de analise. Pelo contrario, solugao
fisiologica quando injetada nos animais pré-sensibilizados com carragenina nao
desenvolveu nem incapacitagcdo e nem aumento do diametro articular. LPS (30,0; 3,0
ou 0,03 ng) injetado em articulagdo naive produziu aumento discreto da
incapacitagao e diametro articulares (Figura 3A, B). O conteudo celular 6 horas apos
a injecdo do LPS tanto em articulagdo naive quanto pré-sensibilizada com
carragenina foi similar, com prevaléncia de células mononucleares (MON) sobre as
polimorfonucleares. LPS (30,0 ng) produziu maior migragao celular do que LPS (3,0
ou 0,03 ng) (Figura 3C). A migragao celular induzida pela maior dose de LPS testada
(30 ng) em articulagdo naive também superou a migragao celular observada em
articulagdes preé-sensibilizadas com carragenina.
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Figura 1 — Curva dose-resposta do LPS. Efeito da administrag&o intraarticular de
LPS na incapacitagdo (A) e no diametro articular (B). LPS (30,0; 1,0; 0,03 ou
0,003 ng; 50 ul) foi administrado 3 dias apds a carragenina (300 pg / articulagéo).
O grupo controle recebeu solugéo fisiolégica 0,9 % (sol. fisiologica; 50 pl). Cada
ponto representa a média £+ E.P.M. de pelo menos 6 animais.
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Figura 2 — Migragdo celular 3 dias apds a sensibilizagdo com carragenina.
Carregenina (300 pg / articulagdo) foi administrada em articulagdo naive. A
contagem global e diferencial dos leucdcitos do fluido sinovial foi realizada 3 dias
apos a injecédo de carragenina (MON: mononucleares; PMN: polimorfonucleares;
CT: leucdcitos totais). Cada barra representa a média + E.P.M. de pelo menos 6
animais.
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Figura 3 — Efeito da administragdo de LPS em articulacdo naive na incapacitagao
(A) e diametro articulares (B) e na migragao celular (C). LPS (0,03; 3,0 ou 30,0 ng;
50 pl) foi administrado em articulagdo naive. A contagem global e diferencial dos
leucdceitos do fluido sinovial foi realizada 6 h apds a injegdo de LPS (MON:
mononucleares; PMN: polimorfonucleares; CT: leucdcitos totais). Cada ponto /
barra representa a média + E.P.M. de pelo menos 6 animais.
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4.2 Avaliagdao da acado de farmacos antiinflamatérios na incapacitagao e
diametro articulares e na migragao celular induzidos pelo LPS

4.2.1 Efeito do pré e pés-tratamento com indometacina na incapacitagao e
diametro articulares e na migragao celular induzidos pelo LPS

Indometacina (0,5 ou 2,5 mg/kg) foi administrada por via intraperitoneal 1h
antes ou 1h apés o estimulo com LPS (30 ng). Quando administrada 1h antes do
LPS, ambas as doses de indometacina promoveram significativa inibicdo da
incapacitagao articular (indometacina 0,5 mg/kg: P < 0,01; 2,5 mg/kg: P < 0,001)
(Figura 4A). Apenas a dose maior de indometacina foi capaz de inibir o aumento do
diametro articular induzido pelo LPS (P < 0,001) (Figura 4B). Nesta condigéo,
indometacina n&o alterou significativamente a migragdo de MON (MON controle:
2969 + 306 células/mm>; MON indometacina 0,5 mg/kg: 3823 + 538 células/mm>;
MON indometacina 2,5 mg/kg: 3438 + 213 células/mm®) e nem de PMN (PMN
controle: 556 + 122 células/mm?® PMN indometacina 0,5 mg/kg: 526 + 196
células/mm?®, MON indometacina 2,5 mg/kg: 1170 + 247 células/mm?®) (Figura 4C).
Quando administrada 1h apos a inje¢do de LPS, ambas as doses de indometacina
promoveram inibicdo da incapacitagdo (indometacina 0,5 e 2,5 mg/kg: P < 0,001)
(Figura 5A) e do aumento do diametro articular induzidos pelo LPS (indometacina
0,5 mg/kg: P < 0,05 e indometacina 2,5 mg/kg: P < 0,001) (Figura 5B), porém, n&o
foi capaz de inibir a migragdo de MON ou de PMN quando comparada ao grupo
controle (MON controle: 2607 + 260 células/mm* MON indometacina 2,5 mg/kg:
1694 + 156 células/mm?; PMN controle: 805 + 149 células/mm?® PMN indometacina
2,5 mg/kg: 572 + 139 células/mm?) (Figura 5C).
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Figura 4 — Efeito do pré-tratamento com indometacina na incapacitagcado (A) e
diametro articulares (B) e na migragcdo celular (C) induzidos pelo LPS.
Indometacina (0,5 ou 2,5 mg/kg; i.p.) foi administrada 1h antes do LPS (30 ng). O
grupo controle recebeu solug&o de bicarbonato de sodio 1,29 % (0,1 ml/ 100 g). A
contagem global e diferencial dos leucécitos do fluido sinovial foi realizada 6 h
apos a injegao de LPS (MON: mononucleares; PMN: polimorfonucleares; CT:
leucdcitos totais). Cada ponto representa a média + E.P.M. de pelo menos 6
animais. ** e *** representam a diferenga estatisticamente significante com P <
0,01 e 0,001 respectivamente (A, B: Anova para medidas repetidas seguida do
teste de Tukey; C: Anova de uma via seguida do teste de Tukey).
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Figura 5 — Efeito do pds-tratamento com indometacina na incapacitagéo (A) e
diametro articulares (B) e na migragcdo celular (C) induzidos pelo LPS.
Indometacina (0,5 ou 2,5 mg/kg; i.p.) foi administrada 1h apo6s o LPS (30 ng). O
grupo controle recebeu solug&o de bicarbonato de sodio 1,29 % (0,1 ml/ 100 g). A
contagem global e diferencial dos leucécitos do fluido sinovial foi realizada 6 h
apos a injegao de LPS (MON: mononucleares; PMN: polimorfonucleares; CT:
leucdcitos totais). Cada ponto / barra representa a média + E.P.M. de pelo menos
6 animais. * e *** representam a diferenca estatisticamente significante com P <
0,05 e 0,001 (A, B: Anova para medidas repetidas seguida do teste de Tukey; C:
Anova de uma via seguida do teste de Tukey).
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4.2.2 Efeito do pré e pés-tratamento com diclofenaco de sédio na
incapacitagao e diametro articulares e na migracao celular induzidos pelo LPS

Diclofenaco de sdédio (0,5; 2,5 ou 5,0 mg/kg) foi administrado por via
intraperitoneal 1h antes ou 1h apés o LPS (30 ng). Quando administrado 1h antes do
LPS, diclofenaco (2,5 e 5,0 mg/kg) inibiu significativamente a incapacitagdo
(diclofenaco 2,5 mg/kg: P < 0,01; diclofenaco 5,0 mg/kg: P < 0,001) (Figura 6A) e o
aumento do didmetro articular (diclofenaco 2,5 mg/kg e 5,0 mg/kg: P < 0,001) (Figura
6B) induzidos pelo LPS. Diclofenaco nao alterou a migragdo de MON (MON controle:
2001 + 108 células/mm?>; MON diclofenaco 0,5 mg/kg: 2117 + 213 células/mm?; MON
diclofenaco 2,5 mg/kg: 2152 + 261 células/mm?®; MON diclofenaco 5,0 mg/kg: 2079 *
274 células/mm®) e nem de PMN (PMN controle: 107 + 2 0 células/mm®, PMN
diclofenaco 0,5 mg/kg: 115 + 27 células/mm?; PMN diclofenaco 2,5 mg/kg: 131 + 30
células/mm?>; PMN diclofenaco 5,0 mg/kg: 79 + 24 células/mm?®) (Figura 6C) quando
comparado ao grupo controle. Diclofenaco, administrado 1h apos o LPS, promoveu
significativa inibigdo da incapacitagdo articular (diclofenaco 0,5 e 2,5 mg/kg: P <
0,001) (Figura 7A). Apenas a maior dose de diclofenaco (2,5 mg/kg) promoveu
inibicdo do aumento do diédmetro articular (P < 0,001) (Figura 7B) e da migracéo de
MON (P < 0,001) (Figura 7C).
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Figura 6 — Efeito do pré-tratamento com diclofenaco de sédio na incapacitagao
(A) e diametro articulares (B) e na migracao celular (C) induzidos pelo LPS.
Diclofenaco (0,5; 2,5 e 5,0 mg/kg; i.p.) foi administrado 1h antes do LPS (30 ng).
O grupo controle recebeu solugéo fisiologica 0,9 % (0,1 ml / 100 g). A contagem
global e diferencial dos leucocitos do fluido sinovial foi realizada 6 h apos a
injecdo de LPS (MON: mononucleares; PMN: polimorfonucleares; CT: leucocitos
totais). Cada ponto / barra representa a média + E.P.M. de pelo menos 6 animais.
** e *™* representam a diferenga estatisticamente significante com P < 0,01 e
0,001 respectivamente (A, B: Anova para medidas repetidas seguida do teste de
Tukey; C: Anova de uma via seguida do teste de Tukey).
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Figura 7 — Efeito do pos-tratamento com diclofenaco de sodio na incapacitagao
(A) e diametro articulares (B) e na migracao celular (C) induzidos pelo LPS.
Diclofenaco (0,5 e 2,5 mg/kg; i.p.) foi administrado 1h apés o LPS (30 ng). O
grupo controle recebeu solugéo fisiologica 0,9 % (0,1 ml / 100 g). A contagem
global e diferencial dos leucocitos do fluido sinovial foi realizada 6 h apos a
injecdo de LPS (MON: mononucleares; PMN: polimorfonucleares; CT: leucocitos
totais). Cada ponto / barra representa a média + E.P.M. de pelo menos 6 animais.
*** representa a diferenca estatisticamente significante com P < 0,001 (A, B:
Anova para medidas repetidas seguida do teste de Tukey; C: Anova de uma via
seguida do teste de Tukey).
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4.2.3 Efeito do pré-tratamento com dexametasona na incapacitacao e diametro
articulares e na migragao celular induzidos pelo LPS

Dexamatasona (0,4 ou 4,0 mg/kg) foi administrada por via intraperitoneal 1h
antes do LPS (30 ng). Ambas as doses inibiram significativamente a incapacitagéo
articular (P < 0,001), (TEP controle: 44,1 + 5,7 s; TEP dexametasona 0,4 mg/kg: 16,5
t 2,1 s; TEP dexametasona 4,0 mg/kg: 10,7 £ 0,9 s) (Figura 8A), o aumento do
diametro articular (P < 0,001), (DA controle: 0,13 £ 0,01 cm; DA dexametasona 0,4
mg/kg: 0,03 + 0,01 cm; DA dexametasona 4,0 mg/kg: 0,02 £ 0,01 cm) (Figura 8B) e a
migracdo de MON (P < 0,001) (MON controle: 3262 + 444 células/mm?® MON
dexametasona 0,4 mg/kg: 993 + 232 células/mm> MON dexametasona 4,0 mg/kg:
598 + 184 células/mm®). Dexametasona ndo alterou a migragdo de PMN (PMN
controle: 652 * 169 células/mm?® PMN dexametasona 0,4 mg/kg: 798 + 179
células/mm?; PMN dexametasona 4,0 mg/kg: 751 + 268 células/mm?) (Figura 8C).
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Figura 8 — Efeito do pré-tratamento com dexametasona na incapacitagao (A) e
diametro articulares (B) e na migragcdo celular (C) induzidos pelo LPS.
Dexametasona (0,4 ou 4,0 mg/kg; i.p.) foi administrada 1h antes do LPS (30 ng).
O grupo controle recebeu solugéo fisiologica 0,9 % (0,1 ml / 100 g). A contagem
global e diferencial dos leucocitos do fluido sinovial foi realizada 6 h apés a
injecdo de LPS (MON: mononucleares; PMN: polimorfonucleares; CT: leucocitos
totais). Cada ponto / barra representa a média + E.P.M. de pelo menos 6 animais.
*** representa a diferenca estatisticamente significante com P < 0,001
respectivamente (A, B: Anova para medidas repetidas seguida do teste de Tukey;
C: Anova de uma via seguida do teste de Tukey).
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4.2.4 Efeito do pré-tratamento com sulfasalazina na incapacitagcao e diametro
articulares e na migragao celular induzidos pelo LPS

Sulfasalazina (30 ou 100 mg/kg) foi administrada por via intraperitoneal, 1h
antes do LPS (30 ng). Sulfasalazina promoveu inibicdo dose-dependente do
aumento do diametro articular (sulfasalazina 30 mg/kg: P < 0,05; 100 mg/kg: P <
0,001) (Figura 9B). Por outro lado, n&o alterou a incapacitagdo articular (TEP
controle: 36,8 + 4,9 s; TEP sulfasalazina, 30 mg/kg: 37,8 £ 6,1 s; TEP sulfasalazina,
100 mg/kg: 30,0 + 3,8 s) (Figura 9A) e nem migracdo de MON ou de PMN (MON
controle: 4879 + 962 células/mm> MON sulfasalazina, 30 mg/kg: 3422 + 590
células/mm?>; MON sulfasalazina, 100 mg/kg: 5319 + 749 células/mm?; PMN controle:
395 + 134 células/mm?®; PMN sulfasalazina, 30 mg/kg: 244 + 101 células/mm>; PMN
sulfasalazina, 100 mg/kg: 681 + 226 células/mm?) (Figura 9C).
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Figura 9 — Efeito do pré-tratamento com sulfasalazina na incapacitacdo (A) e
diametro articulares (B) e na migragcdo celular (C) induzidos pelo LPS.
Sulfasalazina (30 ou 100 mg/kg; i.p.) foi administrada 1h antes do LPS (30 ng). O
grupo controle recebeu solugéo fisiologica 0,9 % (0,1 ml / 100 g). A contagem
global e diferencial dos leucdcitos do fluido sinovial foi realizada 6 h apds a
injecdo de LPS (MON: mononucleares; PMN: polimorfonucleares; CT: leucocitos
totais). Cada ponto / barra representa a média + E.P.M. de pelo menos 6 animais.
* e ** representam a diferenga estatisticamente significante com P < 0,05 e 0,001
(A, B: Anova para medidas repetidas seguida do teste de Tukey; C: Anova de
uma via seguida do teste de Tukey).
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4.3 Avaliacao da acao de farmacos modificadores de doenga (DMARD) na
incapacitagao e diametro articulares e na migracao celular induzidos pelo LPS

4.3.1 Efeito do pré-tratamento com leflunomide na incapacitacao e diametro
articulares e na migragao celular induzidos pelo LPS

Leflunomide (20, 40 ou 80 mg/kg) foi administrado por via oral 1h antes do
LPS (30 ng). Apenas a maior dose de leflunomide foi capaz de produzir significativa
inibicdo da incapacitagao articular quando comparado ao grupo controle (P < 0,01)
(TEP controle: 45,9 + 4,5 s; TEP leflunomide, 80 mg/kg: 24,8 + 4,2 s) (Figura 11A).
Todas as doses de leflunomide inibiram o aumento do didmetro articular (P < 0,01),
sendo que a maior dose foi a que produziu o maior efeito antiedematogénico (DA
controle: 0,16 + 0,02 cm; DA leflunomide, 80 mg/kg: 0,09 + 0,02 cm) (Figura 10B e
11B). Todas as doses de leflunomide também promoveram inibicdo da migragao de
MON (MON controle: 1830 + 232 células/mm?>; MON leflunomide, 20 mg/kg: 1326 *
183 células/mm®, MON leflunomide, 40 mg/kg: 994 + 163 células/mm®), (MON
controle: 4879 + 962 células/mm> MON leflunomide, 80 mg/kg: 2519 * 525
células/mm?), porém, apenas com a dose de 40 mg/kg é que esta reducdo foi
significativa estatisticamente (P < 0,05) (Figura 10C e 11C).



38

60 A B 0.20
50+
-0.15
z ¥ g
& 30 —&- controle 010 &
= o0- —0— 20 mg/kg 3
—¥ 40 mg/kg 1005
10

0.00

012 3 45 6 0
Tempo apos LPS (h)

C
o 07
c Il controle
£ 9 120 mg/kg
> 4 =3 40 mg/kg
X
n 3-
o
=)
8 W *
i i li
0- | TP
MON PMN CT

Figura 10 — Efeito do pré-tratamento com leflunomide na incapacitacédo (A) e
diametro articulares (B) e na migragcdo celular (C) induzidos pelo LPS.
Leflunomide (20 ou 40 mg/kg; v.o.) foi administrado 1h antes do LPS (30ng). O
grupo controle recebeu agua destilada (0,1 ml / 100 g). A contagem global e
diferencial dos leucdcitos do fluido sinovial foi realizada 6 h apds a injegao de LPS
(MON: mononucleares; PMN: polimorfonucleares; CT: leucdcitos totais). Cada
ponto / barra representa a média £+ E.P.M. de pelo menos 6 animais. * e **
representam a diferenga estatisticamente significante com P < 0,05 e 0,01
respectivamente (A, B: Anova para medidas repetidas seguida do teste de Tukey;
C: Anova de uma via seguida do teste de Tukey).
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Figura 11 — Efeito do pré-tratamento com leflunomide na incapacitacédo (A) e
diametro articulares (B) e na migragcdo celular (C) induzidos pelo LPS.
Leflunomide (80 mg/kg; v.o.) foi administrado 1h antes do LPS (30 ng). O grupo
controle recebeu agua destilada (0,1 ml / 100 g). A contagem global e diferencial
dos leucdcitos do fluido sinovial foi realizada 6 h apds a injecédo de LPS (MON:
mononucleares; PMN: polimorfonucleares; CT: leucdcitos totais). Cada ponto /
barra representa a média £+ E.P.M. de pelo menos 6 animais. ** representa a
diferenca estatisticamente significante com P < 0,01 (A, B: Teste t de Student's
pareado; C: Teste t de Student's ndo pareado).
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4.3.2 Efeito do pré-tratamento com diacereina na incapacitacao e diametro
articulares e na migragao celular induzidos pelo LPS

Diacereina (50 ou 200 mg/kg) foi administrada por via oral 1h antes do LPS
(30 ng) e nao alterou significativamente a incapacitagéo articular (TEP controle: 44,7
t 3,4 s; TEP diacereina 50 mg/kg: 41,7 + 3,9 s; TEP diacereina 200 mg/kg: 52,6 +
3,0 s)(Figura 12A) e a migracdo de MON (MON controle: 2037 + 380 células/mm>;
MON diacereina, 50 mg/kg: 1340 + 170 células/mm?>; MON 200 mg/kg: 2011 + 205
células/mm3) e de PMN (PMN controle: 437 + 181 células/mm?®; PMN diacereina 50
mg/kg: 1159 + 225 células/mm?>; PMN diacereina 200 mg/kg: 955 + 263 células/mm?)
(Figura 12C) induzidos pelo LPS. Ambas as doses de diacereina inibiram
significativamente o aumento do didmetro articular (P < 0,01) (Figura 12B).
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Figura 12 — Efeito do pré-tratamento com diacereina na incapacitacdo (A) e
didametro articulares (B) e na migragéo celular (C) induzidos pelo LPS. Diacereina
(50 ou 200 mg/kg; i.p.) foi administrada 1h antes do LPS (30 ng). O grupo controle
recebeu solugao fisiolégica 0,9 % (0,1 ml / 100 g). A contagem global e diferencial
dos leucdcitos do fluido sinovial foi realizada 6 h apds a injecédo de LPS (MON:
mononucleares; PMN: polimorfonucleares; CT: leucdcitos totais). Cada ponto /
barra representa a média £+ E.P.M. de pelo menos 6 animais. ** representa a
diferenca estatisticamente significante com P < 0,01 (A, B: Anova para medidas
repetidas seguida do teste de Tukey; C: Anova de uma via seguida do teste de
Tukey).
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4.3.3 Efeito do pré-tratamento com pentoxifilina na incapacitagao e diametro
articulares e na migragao celular induzidos pelo LPS

Pentoxifilina (20 ou 40 mg/kg) foi administrada por via intraperitoneal 1h
antes do LPS (30 ng). Pentoxifilina ndo alterou a incapacitagdo articular (TEP
controle: 39,4 + 2,8 s; TEP pentoxifilina, 20 mg/kg: 48,3 £ 4.6 s; TEP pentoxifilina, 40
mg/kg: 47,1 + 2,9 s) (Figura 13A) e a migracdo de MON induzidos pelo LPS (MON
controle: 1349 + 204 células/mm® MON pentoxifiina, 20 mg/kg: 1598 + 172
células/mm? MON pentoxifilina, 40 mg/kg: 1570 + 176 células/mm?®) (Figura 13C).
Por outro lado, ambas as doses de pentoxifilina inibiram significativamente o
aumento do diametro articular (pentoxifilina, 20 mg/kg: P < 0,01; 40 mg/kg: P <
0,001) (Figura 13B) e, a maior dose de pentoxifilina (40 mg/kg), também inibiu a
migragcdo de PMN (P < 0,05) (Figura 13C).
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Figura 13 — Efeito do pré-tratamento com pentoxifilina na incapacitacdo (A) e
diametro articulares (B) e na migragcdo celular (C) induzidos pelo LPS.
Pentoxifilina (20 ou 40 mg/kg; i.p.) foi administrada 1h antes do LPS (30 ng). O
grupo controle recebeu solugéo fisiologica 0,9 % (0,1 ml / 100 g). A contagem
global e diferencial dos leucocitos do fluido sinovial foi realizada 6 h apds a
injecdo de LPS (MON: mononucleares; PMN: polimorfinucleares; CT: leucdcitos
totais). Cada ponto / barra representa a média + E.P.M. de pelo menos 6 animais.
*, ™ e ** representam a diferenca estatisticamente significante com P < 0,05;
0 01 e 0,001 respectivamente (A, B: Anova para medidas repetidas seguida do
teste de Tukey; C: Anova de uma via seguida do teste de Tukey).



44

4.4 Avaliagdao da participagcao das citocinas pré-inflamatérias TNFa, IL-1 e
CINC-1 na incapacitacao e diametro articulares e na migragao celular induzidos
pelo LPS

4.4.1 Efeito do pré-tratamento com anticorpos anti-TNFa ou anti-IlL-18 na
incapacitagao e diametro articulares e na migracao celular induzidos pelo LPS

Anticorpos anti-TNFa e anti-IL-18 (20 ou 40 pl do soro total) foram
administrados por via intraarticular 20 min antes do LPS (30 ng). Anti-TNFa ou anti-
IL-18 (20 pl) ndo modificaram a incapacitagdo articular induzida pelo LPS (TEP
controle: 52,2 + 4,6 s; anti-TNFa: 42,6 £ 5,7 s; anti-IL-13: 45,0 £ 4,7 s) (Figura 14A).
Por outro lado, ambos produziram uma significativa inibigdo do aumento do didmetro
articular (P < 0,01; DA controle: 0,076 £ 0,01 cm; DA anti-TNFa: 0,033 + 0,01 cm; DA
anti-IL-1B3: 0,051 £ 0,01 cm) (Figura 14B) e da migracdo de MON (anti-TNFa: P <
0,001; anti-IL-1B: P < 0,01) (Figura 14C) quando comparados ao grupo controle
(soro inespecifico). Também observou-se uma tendéncia na inibicdo da migragéao de
PMN tanto pelo anti-TNFa quanto pela anti-IL-138 (P = 0,06), (PMN controle: 1526 +
518 células/mm?®; PMN anti-TNFa: 416 + 88 células/mm?>; PMN anti-IL-1B: 414 + 125
células/mm?®) (Figura 14C). Anticorpos anti-TNFa ou anti-IL-18 (40 pl) inibiram o
aumento do didmetro articular (P < 0.01; DA controle: 0,136 + 0,01 cm; DA anti-
TNFa: 0,083 + 0,01 cm; DA anti-IL-18: 0,091 £ 0,01 cm) (Figura 15B) mas apenas
anti-TNFa inibiu a incapacitacéo (P < 0.01; TEP control: 44,3 + 4,3 s; TEP anti-TNFa:
21,1 + 3,3 s) (Figura 15A), a migragdo de MON (P < 0.01; MON controle: 4089 + 655
cél/mm?>; MON anti-TNFa: 1055 + 162 cél/mm?®) (e de PMN (P < 0.05; PMN controle:
535 + 178 cél/mm? PMN anti-TNFa: 98 + 23 cél/mm3) (Figura 15C). Curiosamente,
nesta dose alta, anti-IL-13 perdeu seu efeito inibitério sobre a migracéo celular. O
soro inespecifico (20 ou 40 ul; i.art.) injetado 3 dias apos a sensibilizacdo da
articulacdo com carragenina e na auséncia do LPS produziu discreto aumento da
incapacitagdo e diametro articulares. Ambos os volumes injetados (20 ou 40 pl),
produziram efeitos semelhantes. Este teste foi realizado posteriormente aos
procedimentos experimentais em que se testou os anticorpos anti-citocinas (anti-
TNFa, anti-IL-13 e anti-CINC-1) e os resultados obtidos s&o expressos nas figuras
14A, B, 15A, B, 16A, B, e 17A, B.
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Figura 14 — Efeito do pré-tratamento com anticorpos anti-IL-13 e anti-TNFa na
incapacitagao (A) e diametro articulares (B) e na migracéo celular (C) induzidos
pelo LPS. Anticorpos anti-IL-1B, anti-TNFa (20 pl do soro total; i.art.) ou soro
inespecifico (controle; 20 pl; i.art.) foram administrados 20 min antes do LPS (30
ng). Um grupo recebeu apenas soro inespecifico (s.inespecifico; 20 pl; i.art.) e
nao recebeu LPS. A contagem global e diferencial dos leucdécitos do fluido sinovial
foi realizada 6 h apos a injegdo de LPS (MON: mononucleares; PMN:
polimorfonucleares; CT: leucdcitos totais). Cada ponto / barra representa a média
+ E.P.M. de pelo menos 6 animais. ** e *** representam a diferenca
estatisticamente significante com P < 0,01 e 0,001 respectivamente (A, B: Teste t
de Student's pareado; C: Teste t de Student's ndo pareado).
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Figura 15 — Efeito do pré-tratamento com anticorpos anti-IL-13 e anti-TNFa na
incapacitagao (A) e diametro articulares (B) e na migracéo celular (C) induzidos
pelo LPS. Anticorpos anti-IL-1B, anti-TNFa (40 pl do soro total; i.art.) ou soro
inespecifico (controle; 40 pl; i.art.) foram administrados 20 min antes do LPS (30
ng). Um grupo recebeu apenas soro inespecifico (s.inespecifico; 40 pl; i.art.) e
nao recebeu LPS. A contagem global e diferencial dos leucdécitos do fluido sinovial
foi realizada 6 h apos a injecdo de LPS (MON: mononucleares; PMN:
polimorfonucleares; CT: leucdcitos totais). Cada ponto / barra representa a média
+ E.P.M. de pelo menos 6 animais. * e ** representam a diferenca
estatisticamente significante com P < 0,05 e 0,01 respectivamente (A, B: Teste
de Student's pareado; C: Teste t de Student's ndo pareado).
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4.4.2 Efeito do pré-tratamento com anticorpos anti-CINC-1 na incapacitacao e
diametro articulares e na migragao celular induzidos pelo LPS

Anticorpos anti-CINC-1 (20 ou 40 pl do soro total) foram administrados por
via intraarticular 20 min antes do LPS (30ng). Anti-CINC-1 (20 pul) produziu pequena,
mas significativa, inibicdo da incapacitagdo (P < 0,05; TEP controle: 45,2 + 3,3 s;
TEP anti-CINC-1: 36,2 £+ 1,8 s),) (Figura 16A) e uma proeminente inibicdo do
aumento do didmetro articular (P < 0,01; DA controle: 0,120 + 0,01 cm; DA anti-
CINC-1: 0,058 + 0,01 cm) (Figura 16B) induzidos pelo LPS. Nesta dose, anti-CINC-1
ndo alterou a migracdo de MON (MON controle: 4194 + 1065 células/mm?® MON
anti-CINC-1: 3340 % 558 células/mm®) e nem de PMN (PMN controle: 455 + 180
células/mm?; PMN anti-CINC-1: 317 + 64 células/mm?) (Figura 16C). Anti-CINC-1 (40
pl) promoveu maior inibigdo da incapacitagédo (P < 0,01) (Figura 17A) e menor
inibicdo do aumento do articular (P < 0,05) (Figura 17B) quando comparado com 20
M, embora tenha se observado uma incapacitacdo articular de menor intensidade
(TEP controle do teste com 20 pl: 45,2 £ 3,3 s; TEP controle do teste com 40 pl: 36,0
t 4,8 s). Nesta dose maior, anti-CINC-1 também inibiu a migracdo de MON (P <
0,01; MON controle: 5022 + 705 cél/mm3; MON anti-CINC-1: 2201 + 110 cél/mm3) e
de PMN (P < 0,05; PMN controle: 495 + 105 cél/mm?®, PMN anti-CINC-1: 207 + 59
cél/mm?) quando comparado com o controle (soro inespecifico) (Figura 17C).
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Figura 16 - Efeito do pré-tratamento com anticorpos anti-CINC-1 na

incapacitagao (A) e diametro articulares (B) e na migracéo celular (C) induzidos
pelo LPS. Anticorpos anti-CINC-1 (20 ul do soro total; i.art.) ou soro inespecifico
(controle; 20 pl; i.art.) foram administrados 20 min antes do LPS (30 ng). Um
grupo recebeu apenas soro inespecifico (s.inespecifico; 20 ul; i.art.) e nao
recebeu LPS. A contagem global e diferencial dos leucdcitos do fluido sinovial foi
realizada 6 h apos a injegdo de LPS (MON: mononucleares; PMN:
polimorfonucleares; CT: leucdcitos totais). Cada ponto / barra representa a média
+ E.P.M. de pelo menos 6 animais. * e ** representam a diferenca
estatisticamente significante com P < 0,05 e 0,01 respectivamente (A, B: Teste
de Student's pareado; C: Teste t de Student's ndo pareado).
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Figura 17 - Efeito do pré-tratamento com anticorpos anti-CINC-1 na

incapacitagao (A) e diametro articulares (B) e na migracéo celular (C) induzidos
pelo LPS. Anticorpos anti-CINC-1 (40 ul do soro total; i.art.) ou soro inespecifico
(controle; 40 pl; i.art.) foram administrados 20 min antes do LPS (30 ng). Um
grupo recebeu apenas soro inespecifico (s.inespecifico; 40 ul; i.art.) e nao
recebeu LPS. A contagem global e diferencial dos leucdcitos do fluido sinovial foi
realizada 6 h apos a injegdo de LPS (MON: mononucleares; PMN:
polimorfonucleares; CT: leucdcitos totais). Cada ponto / barra representa a média
+ E.P.M. de pelo menos 6 animais. * e ** representam a diferenca
estatisticamente significante com P < 0,05 e 0,01 respectivamente (A, B: Teste
de Student's pareado; C: Teste t de Student's ndo pareado).
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4.5 Avaliacao da participagcao das citocinas antiinflamatoérias IL-10, IL-13 e IL-4
na incapacitagao e diametro articulares e na migragao celular induzidos pelo
LPS

4.5.1 Efeito do pré-tratamento com anticorpos anti-IL-10 ou anti-IL-13 na
incapacitagao e diametro articulares e na migragao celular induzidos pelo LPS

Anticorpos anti-IL-10 e anti-IL-13 (20 ul do soro total) foram administrados
por via intraarticular 20 min antes do LPS (1,0 ou 0,03 ng). LPS (1,0 ng) produziu
incapacitacdo e edema articular de maior intensidade que LPS (0,03 ng) e que se
desenvolveram de maneira rapida atingindo o valor maximo ja nas primeiras horas
de teste (TEP controle 1,0 ng: 54,0 £ 2,4 s; TEP controle 0,03 ng: 26,7 = 3,4 s; DA
controle 1,0 ng: 0,23 + 0,02 cm; DA controle 0,03 ng: 0,07 + 0,01 cm) (Figura 18A, B
e 19A, B). Nesta condigdo, anti-IL-10 causou aumento da incapacitacéo articular,
quando comparado ao grupo controle (P < 0,05), enquanto anti-IL-13 n&o
apresentou nenhuma atividade sobre este parametro (TEP controle: 54,0 £ 2,4 s;
TEP anti-IL-13: 54,2 + 2,9 s) (Figura 18A). Tanto anti-IL-10 quanto anti-IL-13 inibiram
significativamente o aumento do diédmetro articular (P < 0,05 e P < 0,001
respectivamente) (Figura 18B). Quando anti-IL-10 e anti-IL-13 foram administradas
20 min antes do LPS (0,03 ng), ambas causaram aumento da incapacitagao (P <
0,01) (Figura 19A) e do diametro articular (Figura 19B) induzidos pelo LPS (P < 0,01
e P < 0,001 respectivamente).
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Figura 18 — Efeito do pré-tratamento com anticorpos anti-IL-10 e anti-IL-13 na
incapacitagéo (A) e diametro articulares (B) induzidos pelo LPS. Anti-IL-10 e anti-
IL-13 (20 pl do soro total; i.art.) foram administrados 20 min antes do LPS (1 ng).
O grupo controle recebeu soro inespecifico (20 pl; i.art.). Cada ponto representa a
média £+ E.P.M. de pelo menos 6 animais. * e ** representam a diferenca
estatisticamente significante com P < 0,05 e 0,01 respectivamente (A, B: Teste
de Student's pareado).
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Figura 19 — Efeito do pré-tratamento com anticorpos anti-IL-10 e anti-IL-13 na
incapacitagao (A) e diametro articulares (B) induzidos pelo LPS. Anti-IL-10 e anti-
IL-13 (20 pl do soro total; i.art.) foram administrados 20 min antes do LPS (0,03
ng). O grupo controle recebeu soro inespecifico (20 pl; i.art.). Cada ponto
representa a média £ E.P.M. de pelo menos 6 animais. ** representa a diferencga
estatisticamente significante com P < 0,01 respectivamente (A, B: Teste t de
Student's pareado).
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4.5.2 Efeito do pré-tratamento com anticorpos anti-IlL-4 na incapacitacao e

diametro articulares e na migragao celular induzidos pelo LPS

Anticorpos anti-IL-4 (20 pl do soro total) foram administrados 20 min antes
do LPS (0,03 ng). Anti-IL-4 promoveu aumento da incapacitagao articular (P < 0,05)
(Figura 20A) acompanhado de significativo aumento do didmetro articular (P <
0,001) (DA controle: 0,05 + 0,01; DA anti-IL-4: 0,13 £ 0,01) (Figura 20B).
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Figura 20 — Efeito do pré-tratamento com anticorpos anti-IL-4 na incapacitagao
(A) e didmetro articulares (B) induzidos pelo LPS. Anti-IL-4 (20 ul do soro total,
i.art.) foi administrado 20 min antes do LPS (0,03 ng). O grupo controle recebeu
soro inespecifico (20 pl; i.art.). Cada ponto representa a média + E.P.M. de pelo
menos 6 animais. * e ** representam a diferenca estatisticamente significante com
P < 0,05 e 0,01 respectivamente (A, B: Teste t de Student's pareado).
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4.5.3 Efeito do pré-tratamento com IL-13 na incapacitacido e diametro
articulares e na migragao celular induzidos pelo LPS

A citocina IL-13 (0,1; 1,0 ou 10,0 Ul; 20 pl) foi administrada por via
intraarticular, 20 min antes do LPS (0,03 ng). IL-13 (1,0 Ul) inibiu significativamente a
incapacitagao articular (P < 0,001) (Figura 21A e 22A). Por outro lado, promoveu
aumento do diametro articular a partir da quarta hora de observacido, porém nao
houve diferenca estatistica em relagao ao controle [DA controle: 0,08 + 0,01 cm; DA
IL-13 (1,0 UI): 0,11 £ 0,02 cm] (Figura 21B) e [DA controle: 0,09 + 0,02 cm; DA IL-13
(1,0 Ul): 0,12 = 0,01 cm] (Figura 22B). IL-13 (10 Ul) inibiu significativamente a
incapacitagdo articular (P < 0,001) (Figura 21A) e produziu aumento significativo do
diametro articular (P < 0,001) (Figura 21B). IL-13 (0,1 Ul) ndo alterou a incapacitagéo
(Figura 22A) mas promoveu aumento do didmetro articular a partir da quarta hora de
avaliacdo, porém, a diferengca ndo foi estatisticamente siginificante em relacdo ao
controle [DA controle: 0,09 £ 0,02 cm; DA IL-13 (0,1 Ul): 0,11 £ 0,01 cm] (Figura
22B). Avaliou-se o efeito apenas das doses de 0,1 e 1,0 Ul de IL-13 na migracéo
celular e ndo houve alteragdo estatisticamente significante deste parametro [MON
controle: 773 + 110 células/mm?, MON IL-13 (0,1 Ul): 826 + 174 células/mm?; PMN
controle: 152 + 44 células/mm>; PMN IL-13 (0,1 Ul): 124 + 42 células/mm?®) (Figura
22C).
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Figura 21 — Efeito do pré-tratamento com IL-13 na incapacitagdo (A) e didmetro
articulares (B) induzidos pelo LPS. IL-13 (1,0 ou 10,0 Ul / 20 pl; i.art.) foi
administrada 20 min antes do LPS (0,03 ng). O grupo controle recebeu soro
inespecifico (20 pl; i.art.). Cada ponto representa a média + E.P.M. de pelo menos
6 animais. ** e *** representam a diferenga estatisticamente significante com P <
0,01 e 0,001 respectivamente (A, B: Teste t de Student's pareado).
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Figura 22 — Efeito do pré-tratamento com IL-13 na incapacitagdo (A) e didmetro
articulares (B) e na migracéo celular (C) induzidos pelo LPS. IL-13 (0,1; 1,0 ou
10,0 Ul / 20 pl; i.art.) foi administrada 20 min antes do LPS (0,03 ng). O grupo
controle recebeu soro inespecifico (20 pl; i.art). A contagem global e diferencial
dos leucdcitos do fluido sinovial foi realizada 6 h apds a injecédo de LPS (MON:
mononucleares; PMN: polimorfonucleares; CT: leucdcitos totais). Cada ponto /
barra representa a média + E.P.M. de pelo menos 6 animais. *** representa a
diferenca estatisticamente significante com P < 0,001 (A, B: Teste t de Student's
pareado; C: Teste f de Student's ndo pareado).
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5 DISCUSSAO

A artrite inclui um grupo de doencas inflamatorias crénicas que acometem
desde criangas até adultos e idosos e estdo associadas com consideravel morbidade
e mortalidade. Desta forma, o alivio dos principais sintomas (dor e o edema
articular), a detencéo da progressao da doenca, o restabelecimento da qualidade de
vida e a reducédo da invalidez, aliados com uma baixa incidéncia de efeitos colaterais
da medicagédo, s&o fatores extremamente relevantes na escolha da farmacoterapia
mais adequada para tratar este tipo de patologia.

A descoberta do envolvimento das citocinas na patofisiologia da artrite tem
permitido que os farmacos modificadores da doenga (DMARDS), cujo mecanismo de
acao inclui a modulagao destes mediadores, sejam cada vez mais incorporados a
nova terapia antiartritica como alternativa substitutiva aos farmacos pioneiros
(antiinflamatorios ndo esteroidais e glicocorticéides). Além de aliviarem os sintomas,
estes farmacos s&o capazes de reduzir ou até impedir a progressdo da artrite,
tornando-os uma terapia bastante atrativa. Porém, muitos pacientes submetidos ao
tratamento com DMARDs nao apresentam uma resposta satisfatoria ou a resposta
declina com o tempo. Estes fatores, associados a presenca de efeitos colaterais
importantes, tém gerado questionamentos sobre a real eficacia e as potenciais
vantagens de se adotar este tipo de terapia. Além disso, o surgimento de farmacos
mais modernos que atuam de maneira direta e especifica sobre as citocinas,
apresentam inicio de agao rapido e poucos efeitos adversos, também tem
contribuido para uma mudanca no padrao de tratamento da artrite. O presente
estudo possibilitou a investigagdo dos efeitos de alguns DMARDSs, potencialmente
moduladores de citocinas importantes na artrite reativa, em comparagdo com a
terapia padrédo (AINEs e glicocorticdides) e com as novas terapias anti-citocinas
utilizando um modelo em que a artrite é induzida por LPS em articulagcbes
previamente sensibilizadas com carragenina, em ratos.

Os AINEs séo, frequentemente, a terapia analgésica e antiinflamatoéria de
escolha para o tratamento tanto da artrite reumatoide (Wienecke e Gotzsche, 2004)
quanto da artrite reativa (Palazzi et al., 2004). Criangas com doengas reumaticas ou
artrite juvenil cronica, geralmente toleram bem os AINEs. Nestas doencgas, a
indometacina e o diclofenaco promovem alivio da dor, do edema e enrijecimento
articular e também restabelecem a capacidade funcional (Minisola et al., 1990;
Hollingworth, 1993). Estudos em pacientes com osteoartrite, mostram que os AINEs
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podem reduzir, em curto prazo e de maneira rapida, a dor nas articulagées. No
entanto, o uso destes farmacos, a longo prazo, deve ser limitado devido aos sérios
efeitos adversos (Dougados, 2001; Bjordal et al., 2004). Testes clinicos mostram que
o diclofenaco é tao efetivo quanto a indometacina no restabelecimento da funcéo e
na redugao da dor em pacientes com artrite reumatoide, osteoartrite e espondilite
anquilosante (Brogden et al., 1980; Small, 1989; Case et al., 2003). Porém, a
indometacina apresenta maior toxicidade (Hollingworth, 1993; Leeb et al., 2004). O
efeito analgésico obtido com o diclofenaco tem inicio rapido e duradouro e pode ser
considerado como um dos poucos AINEs de primeira escolha no tratamento de
condigbes inflamatoérias e de dor aguda e crénica (Todd e Sorkin, 1988).

Além de atuarem inibindo a ciclooxigenase e, desta forma, promoverem um
alivio sintomatico eficaz, os AINEs podem modular o acumulo de leucdcitos
polimorfonucleares ou mononucleares na sindvia inflamada. A inibicdo da infiltracdo
de leucdcitos pelos AINEs, in vivo, ocorre com doses maiores que as requeridas
para a inibigdo local de prostaglandinas. Este dado esta de acordo com o fato de que
altas doses de AINEs sao necessarias para o tratamento de artrite reumatdide e de
outras doengas articulares, doses estas muito maiores que as requeridas para
promover uma simples analgesia (Parnham, 1999). Em modelos animais distintos do
utilizado neste trabalho, como o de artrite induzida por adjuvante de Freund, em
ratos, a indometacina (2 mg/kg) inibe completamente o desenvolvimento da
hiperalgesia e do edema articular (Tatsuo et al., 1994). Em outro estudo utilizando
este mesmo modelo, em coelhos, a indometacina também reduz o edema articular,
porém, induz aumento da perda de proteoglicanas da cartilagem articular e do
numero de linfocitos na sindvia inflamada sugerindo que, os beneficios sintomaticos
da indometacina e drogas relacionadas (AINEs) na artrite inflamatoria, podem ser
obtidos as custas de efeitos adversos significantes nos tecidos articulares (Pettipher
et al., 1989). Por outro lado, também no modelo de artrite induzida por adjuvante, o
diclofenaco reduz a concentracdo de células polimorfonucleares no fluido sinovial
sem alterar a concentragdo de mononucleares (Lopez-Armanda et al., 2002). Estes
dados sugerem que os AINEs podem ter efeitos diferenciados na migracdo de
polimorfonucleares e mononucleares para a articulagao.

Estudos recentes, em pacientes com espondilite anquilosante, tém mostrado
que os AINEs, quando administrados continuamente em uma dose fixa, além de
alterarem a sintomatologia, sdo capazes de prevenir a progressdao dos danos
estruturais ocasionados pela doenga (Liu et al., 2004).
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Os resultados do presente estudo confirmam os efeitos antinociceptivo e
antiedematogénico da indometacina e do diclofenaco ja evidenciados em modelos
animais, distintos do utilizado neste trabalho e, em testes clinicos. Ambos os
farmacos inibiram a nocicepcao e o edema articulares induzidos pelo LPS, no pré e
no poés-tratamento, sendo que, no pés-tratamento a eficacia de inibicado foi maior.
Estes achados sugerem que estes farmacos podem ser efetivos tanto no tratamento
sintomatico quanto no tratamento a longo prazo de artropatias como a artrite reativa.

Além do alivio sintomatico, a maior dose de indometacina e de diclofenaco,
testada como poés-tratamento, foi capaz de reduzir a migracdo de células
mononucleares para o fluido sinovial, ressaltando a possivel eficacia destes
farmacos na reducdo dos danos articulares gerados pela inflamacdo que, neste
caso, parece ser mediada principalmente pela migracdo de mononucleares. Além
disso, a dose requerida para a inibicdo da migragédo celular foi maior que a dose
necessaria para se obter o efeito antinociceptivo e antiedematogénico maximo, o
que poderia explicar, em parte, o porque da necessidade de altas doses de AINEs
para tratar de maneira eficaz as doencgas articulares (Parnham, 1999). Por outro
lado, no pré-tratamento, indometacina e diclofenaco n&o inibiram a migragéo celular,
pelo contrario, aumentaram de maneira sutil, porém ndo significante
estatisticamente. Isso demonstra que a inibicdo da nocicepg¢ao e do edema articular
por esta classe de farmacos, no pré-tratamento, pode n&o estar necessariamente
associada com a inibigdo da migragao celular para o foco inflamatério. A falha na
inibicdo da migracao celular pela indometacina e diclofenaco no pré-tratamento pode
ser devido ao fato de que o pré-tratamento permita que as células ou vias de
sinalizacdo se reorganizem, frente ao estimulo com LPS, de modo a anular ou
compensar uma possivel inibigdo da migragdo celular. Estes achados chamam a
atencdo para a real eficacia destes farmacos na artrite pois, embora eles suprimam
alguns sintomas, podem estar simultaneamente mascarando um possivel
agravamento da doenga, uma vez que as células mononucleares produzem grande
quantidade de citocinas, potencialmente destrutivas para as estruturas articulares.
Além disso, € importante salientar que muitos modelos animais que mostram a
eficacia destes farmacos, sdo modelos onde ocorre uma migragéo
predominantemente polimorfonuclear, desta forma, pode-se estar observando o
efeito da indometacina e do diclofenaco apenas sobre estas células. Ao contrario, o
modelo utilizado neste estudo, permite avaliar a agdo destes farmacos tanto na

migragéo de células mononucleares quanto polimorfonucleares. Porém, n&o se pode
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descartar a possibilidade de que este aumento (ndo significativo) da migracéo de
células mononucleares, no pré-tratamento, possa ser apenas um artefato
experimental devido ao tipo de protocolo adotado, ndo havendo, assim, um potencial
problema terapéutico com estas drogas na artrite reativa.

Pacientes que n&o respondem bem ao tratamento com AINEs, requerem
uma terapia adicional. Nestes casos, os glicocorticéides podem ser utilizados em
associagao com os AINEs ou como monoterapia (Palazzi et al., 2004). A injec&o
local de glicocorticéides também pode ser util quando ocorre um quadro de entesite
e/ou oligoartrite, enquanto o tratamento sistémico é indicado para pacientes que
apresentam inflamacdo generalizada (Babic-Naglic, 2004). Em modelos
experimentais em que a artrite € induzida por adjuvante de Freund ou zimosan, a
dexametasona reduz significativamente a hiperalgesia e o edema articular e
promove o restabelecimento da mobilidade espontanea (Tatsuo et al., 1994).
Dexametasona, quando administrada a pacientes com artrite reumatodide, reduz
significantivamente a severidade da artralgia, a rigidez articular matinal, o numero de
articulagdes inflamadas e a atividade da doenca (Li et al., 1996; Lashina et al.,
2000). O mesmo ocorre em pacientes com artrite inflamatoria crénica ou osteoartrite
(Stein et al.,, 1999) ou com artropatia da articulagdo acromioclavicular (Jacob e
Sallay, 1997). Nos pacientes com artrite reumatoide, a injegdo intraarticular de
glicocorticoides também promove uma reducdo de até 60 % na migracdo de
neutréfilos para a sindvia, um evento que ocorre em paralelo com a reducao da dor
articular. A injecao intraarticular de dexametasona em criangas com artrite juvenil
também é segura e capaz de promover a completa remissédo da inflamacgao articular
de maneira duradoura. Além disso, a dexametasona é efetiva na correcdo das
deformidades e da contracdo articular (Padeh e Passwell, 1998). O tratamento com
glicocorticoides, intraarticular, também €& indicado para a artrite reativa,
especialmente quando ocorre uma inflamagdo mais generalizada da articulagéo
(Svenungsson, 1995; Barth e Segal, 1999). No entanto, é conveniente salientar que,
além das inumeras diferengas patofisiologicas que existem entre as artropatias
autoimunes como a artrite reumatoide e as espondiloartropatias como a espondilite
anquilosante e a artrite reativa, também ocorre uma diferenca na responsividade aos
glicocorticéides. Pacientes com espondilite anquilosante, geralmente, sdo menos
responsivos a terapia glicocorticdéide, um fato que ainda ndo é completamente
explicado. Por outro lado, pacientes que apresentam artrite periférica, uveite

anterior, doenca intestinal inflamatéria, elevados niveis de proteina C reativa, e que
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sdo HLA B27 negativos, respondem melhor a terapia glicocorticoide.

Os glicocorticoides atuam por diferentes mecanismos de acéo e, dentre eles,
a inibicao da expressao de citocinas pro-inflamatérias como o TNFa e a IL-13, o qual
é de grande importancia no tratamento de diversos processos inflamatorios,
incluindo os artriticos (Baughman et al., 2003). Além disso, a dexametasona também
tem se mostrado eficaz na inibicdo da migracéo de neutréfilos na cavidade articular
(Bombini et al., 2004).

No presente estudo, verificamos que a dexametasona, quando administrada
por via sistémica, € capaz de abolir, completamente e de maneira rapida, a
nocicep¢do e o edema articular induzidos pelo LPS e, em paralelo reduzir a
migragdo de células mononucleares para o fluido sinovial. Estes dados suportam a
eficacia dos glicocorticéides no tratamento da artrite reativa e confirmam os estudos
tanto em outros modelos experimentais quanto em testes clinicos com pacientes
portadores de artrite reativa e, até mesmo, outras artropatias. Além disso, estes
achados revelam a confiabilidade e a seguranca que o modelo de artrite induzida
pelo LPS apresenta para o estudo da acado de diferentes farmacos na nocicepgao e
edema articulares e na migragao celular.

O tratamento das artropatias, no passado, era baseado apenas no alivio
sintomatico da dor, e para isso, fazia-se uso dos AINEs e dos glicocorticéides.
Porém, a alta incidéncia de efeitos colaterais que comprometem a saude dos
pacientes e a ocorréncia de danos articulares irreversiveis, ja no inicio da doenca,
fez surgir a necessidade de um tratamento alternativo mais agressivo para a doenga,
que nado promovesse tantos efeitos colaterais e que fosse capaz de prevenir os
danos estruturais nas articulagdes. Desta forma, as drogas modificadoras da doencga
(DMARDs), com potenciais efeitos modulatérios sobre algumas citocinas importantes
na artrite, tornaram-se a terapia padrdo no tratamento principalmente, da artrite
reumatoide (Costello e Halverson, 2003; Panico et al., 2003). No presente trabalho,
foram avaliados os efeitos de um DMARD padrao, a sulfasalazina, de um DMARD
mais novo, o leflunomide, e da diacereina, um agente antiinflamatorio que também
apresenta propriedades modificadoras da doenca.

Em pacientes com artrite reumatdide, o tratamento com sulfasalazina
melhora significativamente a dor, o inchago articular e reduz a progressao da eroséo
ossea (Box e Pullar, 1997) porém, os beneficios deste farmaco exigem doses
maiores que 40 mg/kg/dia (Pullar et al., 1985). Estudos clinicos demonstram que a

sulfasalazina também é eficaz no tratamento da artrite psoriatica (Fraser et al.,
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1993). Juntamente com os AINEs, a sulfasalazina ainda € uma das drogas mais
utilizadas no tratamento da artrite reativa (Palazzi et al., 2004). Na espondilite
anquilosante, a sulfasalazina reduz a atividade da doencga, principalmente em
pacientes que apresentam artrite periférica (Clegg et al., 1996) e previne os ataque
de uveite (Dougados et al., 1995; Benitez-Del-Castillo et al., 2000). Estudos in vivo,
utilizando o modelo de inflamagédo induzida por carragenina em murinos, tém
mostrado que a sulfasalazina também é capaz de inibir o recrutamento de leucdcitos
para o foco inflamatorio (Gadangi et al., 1996).

No presente estudo, nds confirmamos os efeitos benéficos da sulfasalazina
na inibicdo do edema articular, os quais ja tinham sido observados nos testes
clinicos realizados em pacientes portadores de diferentes artropatias. Por outro lado,
nao foi possivel detectar nenhum efeito significativo da sulfasalazina na nocicepgéo
e na migracdo de ceélulas. Estes achados sdo um tanto surpreendentes. A
sulfasalazina é uma droga capaz de modular a expressdo de citocinas
potencialmente envolvidas na dor e no edema (Kang et al., 1999; Hasko et al.,
2001), bem como, do fator nuclear NF-kB, envolvido na ativag&o transcripcional de
uma série de mediadores pro-inflamatorios (Wahl et al., 1998). Assim, era de se
esperar que esta droga apresentasse um efeito mais significativo e talvez
semelhante ao observado com antiinflamatérios potentes como a dexametasona.
Sendo assim, o presente estudo chama a atengdo aos reais beneficios que a
sulfasalazina pode apresentar para o tratamento da artrite reativa, os quais podem
ser diferentes dos observados na artrite reumatoide.

Em 1999, um novo farmaco foi aprovado para o tratamento da artrite
reumatdide, o leflunomide. O leflunomide € uma droga clinicamente eficaz que
interfere com mecanismos envolvidos na inflamagao articular e na destruicido da
integridade articular. Dentre os beneficios que o leflunomide confere aos pacientes
artriticos estd a redugdo do recrutamento de células inflamatérias, como os
neutrofilos, para o fluido sinovial e a redugado do edema e do enrijecimento articular
(Kraan et al., 2000). Os efeitos imunomodulatérios e antiinflamatorios do leflunomide
sdo mostrados em estudos clinicos (Breedveld e Dayer, 2000) e em diferentes
modelos animais de artrite. No modelo mais utilizado, o de artrite induzida por
adjuvante em ratos, o leflunomide detém o desenvolvimento da artrite, bem como
suprime ou limita o desenvolvimento do edema articular (Bartlett e Schleyerbach,
1985; Pasternak et al., 1987). A eficacia do leflunomide também €& observada no
modelo de artrite induzida por proteoglicanas (Glant et al., 1992). Estudos clinicos na
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Europa e Estados Unidos revelam que o leflunomide melhora significativamente os
sinais e sintomas da artrite reumatéide em comparagédo com o placebo, e que tais
efeitos sdo comparaveis aos do metotrexato e da sulfasalazina. Porém, a eficacia do
leflunomide no retardo da progressdo da doenga parece ser significativamente
superior (Goldenberg, 1999; Herrmann et al., 2000). Em pacientes com artrite
psoriatica (Kaltwasser et al., 2004) ou espondilite anquilosante que apresentam
artrite periférica (Haibel et al., 2005), o tratamento com leflunomide também promove
significativa melhora. Como as opgdes terapéuticas para a espondilite anquilosante
sdo limitadas, o leflunomide tem sido uma das drogas mais exploradas (van der
Horst-Bruinsma et al., 2002). Estudos, in vitro, mostram que o leflunomide inibe a
atividade, preferencialmente, de células T de pacientes com artrite reumatoide, o que
€ visualizado através da inibigado da liberagdo de INF-y por estas células em cultura
(Krann et al., 2004). Além disso, o leflunomide reduz o numero de macréfagos e a
expressao de moléculas de adesao no tecido sinovial destes pacientes (Kraan et al.,
2000). Biopsia de tecido sinovial de pacientes tratados com leflunomide mostram o
decréscimo da producédo local de metaloproteinases, o que contribui para o retardo
da progresséo da doenga. O leflunomide também é capaz de induzir a produgédo do
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra), in vitro, por fibroblastos sinoviais e
condracitos articulares estimulados com TNFa ou IL-1B3, de paciente com artrite
reumatdide e osteoartrite (Palmer et al., 2004). Raros relatos séo feitos acerca dos
possiveis efeitos do leflunomide na dor articular. No modelo de mononeuropatia em
roedores, o leflunomide é capaz de produzir agado anti-alodinica (Sweitzer e Deleo,
2002).

No presente estudo, evidenciamos os efeitos benéficos do leflunomide na
inibicdo da nocicepgcdo e edema articular, bem como, na migragcdo de células
mononucleares para o fluido sinovial. O efeito antinociceptivo do leflunomide,
observado neste modelo, pode estar refletindo a inibicdo que esta droga promove na
expressdo de substéncias relevantes na dor (COX-2, TNFa, IL-1B e NO)
(Winkelstein et al., 2001). Além disso, o leflunomide também apresenta propriedades
imunorregulatérias importantes, modulando principalmente, o ciclo celular de
linfocitos T e B (Breedveld e Dayer, 2000) e a expressao de moléculas de adesdo
(Cutolo et al., 2003; Elkayam et al., 2003). Tais propriedades podem estar implicadas
na inibicdo da migragdo de células mononucleares, observada neste estudo,
chamando a atenc&o para a especificidade de a¢do desta droga sobre os linfécitos e
para seus potenciais efeitos no tratamento de processos artriticos em que estas
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células apresentam papel relevante. Além disso, acredita-se que a nocicepgao
induzida pelo LPS, possa estar relacionada com a migracdo de células
mononucleares e, desta forma, os efeitos inibitérios do leflunomide sobre estas
células podem estar, também, se refletindo na nocicepgéo. Por outro lado, drogas
como a sulfasalazina ndo apresentam propriedade antinociceptiva, neste modelo,
mas também néo inibem a migragdo de mononucleares, o que poderia reforgar esta
hipétese. Ao contrario, em modelos experimentais de artrite autoimune nao se
observa claramente os efeitos do leflunomide na nocicepgéo, provavelmente porque,
nestes modelos, ocorre migragao tipicamente polimorfonuclear. Porém, observa-se
uma significante agcdo antiedematogénica do leflunomide (Bartlett e Schleyerbach,
1985; Pasternak et al., 1987; Kraan et al., 2000) o que poderia estar associado a
inibicdo da migragao de polimorfonucleares. Esta idéia também poderia explicar, em
parte, a auséncia de efeito antinociceptivo da sulfasalazina, pois ela foi incapaz de
inibir a migragdo de mononucleares.

A diacereina, uma droga pertencente a classe quimica das antraquinonas,
apresenta eficacia no tratamento sintomatico de doengas inflamatérias
degenerativas da articulagio como a osteoartrite. Estudos em modelos
experimentais de inflamagédo aguda e cronica e de artrite induzida por adjuvante em
ratos mostram que a diacereina € capaz de suprimir o desenvolvimento de artrite,
inibir o edema e prevenir a perda Ossea, apresentando assim, propriedades
farmacoldégicas, em parte, distintas daquelas observadas pelas drogas
antiinflamatérias ndo esteroidais classicas (Tamura e Ohmori, 2001; Tamura et al.,
2002). Estudos em ratos transgénicos para o TNFa, que desenvolvem doenca
artritica inflamatéria cronica, também tém apontado os efeitos benéficos da
diacereina no alivio dos sintomas clinicos, na redugédo da destruicdo da cartilagem,
no grau de sinovite e na erosao Ossea, sugerindo um potencial terapéutico da
diacereina em pacientes com artrite reumatdide TNFa (Douni et al., 2004). Além
disso, anadlises comparativas mostram que a diacereina é mais potente que o
metotrexato (DMARD), mas ndo tdo efetiva quanto a dexametasona ou os agentes
anti-TNFa na supresséo da progresséo da artrite mediada pelo TNFa (Douni et al.,
2004). A diacereina também suprime, in vitro, a sintese de citocinas pro-
inflamatorias como a IL-1[, pelos tecidos sinoviais e cartilagem de pacientes com
osteoartrite (Yaron et al., 1999; Moldovan et al., 2000), e previne a degradacao da
cartilagem em modelo de granuloma em camundongos (Moore et al., 1998). A
diacereina apresenta efeitos protetores articulares contra o desenvolvimento de
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poliartrite espontdnea em camundongos NZB/KN (New Zealand black/KN)
demonstrando sua utilidade no tratamento de doencas articulares inflamatérias
cronicas (Tamura et al., 1999). Estudos clinicos demonstram que a diacereina
promove alivio da dor articular em pacientes com osteoartrite, o qual € comparavel
ao observado com AINEs, e este alivio persiste apds a interrupgéo do tratamento.
Pacientes que recebem diacereina sdo menos deficientes, usam menos AINEs e/ou
analgésicos, requerem menos cuidados e tem uma melhora na qualidade de vida
(Avouac, 2002; Provvedini e Cohen, 2002). Diacereina também apresenta agéo
inibitéria sobre a migragdo de macrofagos para o exsudato peritoneal e reduz a
atividade fagocitica destas células, em modelo de peritonite por tioglicolato (Mian et
al., 1989).

Embora alguns estudos tenham mostrado que a efetividade da diacereina é
similar a dos AINEs (Mian et al., 1989), o presente estudo ndo confirmou estes
dados. A diacereina apresentou eficacia apenas na inibicdo do edema articular
induzido pelo LPS, similar ao observado em modelos de artrite autoimune. A
diacereina nao apresentou acido antinociceptiva, diferente do observado em estudos
clinicos com pacientes com osteoartrite. Isso sugere que a diacereina pode ser
efetiva no alivio da dor em algumas patologias e, ineficaz em outras, como pode ser
o caso da artrite reativa. Além disso, a potencial capacidade da diacereina em
modular a migragédo celular (Mian et al., 1989) nado foi observada neste estudo,
sugerindo novamente que a sua eficacia pode estar relacionada ao tipo de patologia.
Além disso, sugere-se que a diacereina inibe a atividade da IL-1, uma citocina
importante na destruicdo da cartilagem articular (van de Loo e van den Berg, 1990;
Yaron et al., 1999; Moldovan et al., 2000), reforgcando os possiveis efeitos desta
droga na prevengao dos danos articulares que se desenvolvem na artrite reativa.
Como séo raros os estudos sobre a eficacia da diacereina na artrite reativa, o
presente estudo contribui para o conhecimento de alguns dos possiveis efeitos desta
terapia nesta patologia porém ainda nao esclarece totalmente o seu mecanismo de
acao.

A pentoxifilina € um farmaco que inibe, de maneira inespecifica, a liberagao
de TNFa (Mandell, 1995; Baughman e lannuzzi, 2003). Pentoxifilina, administrada a
pacientes com artrite reumatoide refrataria severa, reduz significativamente a dor e a
severidade da doenca, porém, ndo altera outros parametros clinicos e laboratoriais
importantes, sugerindo que os beneficios deste farmaco podem ser muito pequenos
para justificar seu uso nesta patologia (Dubost et al., 1997). Quando administrada
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por via oral, em pacientes saudaveis, promove a reducao da liberagcdo de TNFa dos
mondcitos do sangue expostos a particulas de titanio ou LPS, demonstrando, assim,
a sua habilidade em modular a liberacdo desta citocina (Pollice et al., 2001). Em
modelos animais, a pentoxifilina inibe a hiperalgesia mecanica induzida, em ratos,
por carragenina intraplantar, bradicinina ou TNFa, mas ndo por IL-13 ou PGE:.
Também inibe a resposta de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético ou
zimosan e a hiperalgesia articular induzida por zimosan, respostas estas que nao
sdo revertidas pela co-administragdo de naloxona, um antagonista de receptor
opidide. Por outro lado, ndo é capaz de inibir a resposta nociceptiva no teste da
placa quente (Vale et al., 2004). Pentoxifiina também inibe, de maneira dose-
dependente, o acumulo de neutrdfilos induzido por ovalbumina na cavidade articular
de ratos previamente sensibilizados com a propria ovalbumina (Bombini et al., 2004),
a produgao de TNFa por células sanguineas isoladas e tratadas com LPS (Foster,
2003) e as concentragcbes de TNFa e IL-1B no exsudato articular de ratos
estimulados com zimosan (i.art.). A produgdo destas citocinas por macréfagos
peritoneais de camundongos estimulados, in vivo, com zimosan bem como a
expressdo de TNFaq, induzida por carragenina na pata de ratos, também pode ser
inibida pela pentoxifilina. Desta forma, sugere-se que a atividade antinociceptiva da
pentoxifilina pode estar associada com a inibigdo da liberagdo de TNFa e IL-1B (Vale
et al., 2004).

No presente estudo, a pentoxifilina ndo apresentou atividade antinociceptiva,
mas foi capaz de reduzir o edema e, em paralelo a migragdo de células
polimorfonucleares, n&o alterando porém, a migracdo de mononucleares. A
ineficacia da pentoxifilina na nocicepgéo pode estar associada com o modelo (artrite
reativa ao LPS) utilizado neste estudo e com o tipo de células que este estimulo
recruta. O LPS induz uma migragédo celular predominantemente mononuclear, e
estas parecem estar dando sustentacdo a nocicepcao induzida pelo LPS. Por outro
lado, as células polimorfonucleares parecem contribuir mais com o desenvolvimento
do edema, o que explicaria a inibicdo, pela pentoxifiina, do edema articular
induzidos pelo LPS. Em outros modelos experimentais, a pentoxifiina apresenta
eficacia na nocicepgao, diferentemente do observado neste estudo. Estes modelos
utilizam, frequentemente, estimulos como o zimosan ou a carragenina, os quais
induzem migragao, predominantemente, polimorfonuclear. Estas células, podem
estar dando sustentacdo a nocicepcao observada nestes modelos. Como a
pentoxifilina parece inibir de maneira eficaz a migragdo destas células, esta pode



67

ser, em parte, a explicacdo de porque, nestes modelos, a pentoxifilina é
antinociceptiva. Estes estudos em conjunto, chamam a atencgéo para o fato de que,
embora a pentoxifilina module a agdo de uma citocina (TNFa) extremamente
importante, tanto nas patologias artriticas autoimunes quanto na artrite reativa, sua
real eficacia, no alivio dos sintomas e na redugao da progressao da doenga, pode
ser bem distinta nestas patologias 0 que pode explicar, em parte, a ineficacia do
tratamento, em alguns individuos, e a presenga de efeitos colaterais importantes.

A aposta terapéutica mais recente para o tratamento da artrite inclui os
agentes bloqueadores da atividade de citocinas pro-inflamatérias como os anticorpos
anti-TNFa e anti-IL-18, os quais exercem sua funcdo via neutralizagdo das
respectivas citocinas. Estas citocinas estao entre os principais mediadores presentes
na inflamac&o articular crénica e s&o responsaveis por grande parte dos danos
estruturais articulares como a eroséo da cartilagem e do osso.

Estudo clinicos tém mostrado que os agentes anti-TNFa apresentam
eficacia, tanto na artrite reumatdéide quanto nas espondiloartropatias, o que é
evidenciado, em parte, pela redugdo da progressdo dos danos articulares. Além
disso, o tratamento € seguro e bem tolerado, resultando em significativo alivio dos
sinais e sintomas como reducdo da dor, do edema e do enrijecimento das
articulagdes (Elliott et al., 1993; Demis et al., 2002). Estudos realizados em pacientes
com espondilite anquilosante e artrite psoriatica mostram que a terapia anti-TNFa é
capaz de promover a regressao da doenga, melhorar a fungéo e a qualidade de vida,
aliviar a dor e reduzir a artrite periférica, o edema e a entesite (Brandt et al., 2002;
Brandt et al., 2004; Schmeling e Horneff, 2004). Em pacientes com artrite
reumatoide, a terapia anti-TNFa reduz rapidamente o influxo de leucdcitos para as
articulagdes inflamadas mas ndo prejudica a atividade quimiotatica destas células,
enquanto a terapia anti-IL-18 melhora os sinais e sintomas clinicos como a dor, a
fadiga e a progressao dos danos estruturais articulares (Fleischmann et al., 2004).

O presente estudo demonstrou que anticorpos anti-IL-1B, anti-TNFa e anti-
CINC-1 de rato foram capazes de inibir sintomas inflamatorios importantes e
frequentemente associados com a artrite reativa ao LPS, em ratos. O efeito
antinociceptivo observado com o anti-TNFa estd de acordo com estudos ja
realizados com esta citocina em modelos de inflamagao aguda (Cunha et al., 1992;
Watkins et al., 1995; Tonussi e Ferreira, 1999). Além disso, observou-se uma intensa
reducdo do edema articular e da migracéo de leucdcitos semelhante ao observado

em outros modelos de artrite. Na artrite induzida por colageno, um modelo que
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lembra a artrite reumatdide, anti-TNFa reduz a severidade da doenca e inibe a
erosdo articular (Williams et al., 2000), bem como inibe o edema e a migragéo
celular (Williams et al., 1992; Piquet et al., 1992; Thorbecke et al., 1992; Weinblatt et
al., 2003; Saidenberg-kermanac’h et al., 2004). Na artrite induzida por LPS em
coelhos, anti-TNFa também reduz o recrutamento de leucdcitos para a cavidade
articular (Matsukawa et al., 1997), bem como a migracdo de células
polimorfonucleares em ratos imunizados com ovalbumina (Bombini et al., 2004).
Assim, a eficacia dos agentes bloqueadores do TNFa tem sido estreitamente
associado a inibicdo da migragdo de PMN para a articulagdo inflamada (Culy e
Keating, 2002).

Entre os trés anticorpos testados para citocinas pro-inflamatérias, anti-TNFa
foi 0 que causou a maior inibigdo da nocicepgado, embora este pardmetro seja 0 mais
dificil de se inibir no presente estudo. Além disso, a nocicepcao foi afetada apenas
apos o edema e a migragao celular serem inibidos ao nivel maximo. Estes achados
sugerem que a antinocicepgao induzida pelo anticorpo anti-TNFa seja um evento
independente dos mecanismos antiedematogénicos e inibitorios da migragao celular,
visto que a menor dose de anti-TNFa causou inibicdo maxima da migragao celular
sem afetar a nocicepgdo. O conceito de efeito direto do TNFa na nocicepgao,
independente da migragcdo celular, é sustentado pela possivel existéncia de
receptores de TNFa nas fibras aferentes primarias (Parada et al., 2003;
Fehrenbacher et al., 2005).

A terapia anti-TNFa tem sido avaliada em casos especificos de artrite reativa
com resultados promissores (Meador et al., 2002), embora a seguranga do
tratamento a longo prazo ainda nao seja adequadamente conhecida. Os resultados
apresentados neste estudo sugerem que este agente bioldgico pode ser o mais
efetivo na melhora da qualidade de vida bem como na progresséo / recorréncia da
doenga, uma vez que causou antinocicepgao e potente inibicdo da migragao celular,
respectivamente. Pelo contrario, anti-IL-13 ndo produziu efeito antinociceptivo, mas
um significante efeito antiedematogénico e inibitério da migracdo celular de
mononucleares. A falha de efeito antinociceptivo foi inesperado, visto que, estudos
anteriores ja mostraram que anti-IL-13 é capaz de inibir a hiperalgesia em modelos
de inflamac&o aguda (Cunha et al., 1992; Watkins et al., 1995). Contudo, é possivel
que a contribuigdo da IL-13 para a nocicepgao neste modelo seja sustentada por
outras vias de sinalizagao.

A perda da inibicdo da migrag&o celular com alta dose de anti-IL-13 foi outra



69

surpresa, mas sugere que com o decréscimo da disponibilidade de IL-13 as células
inflamatdrias lancem méao de outras vias para promover o processo quimiotatico.
Ambos os achados, a falha do efeito antinociceptivo e a perda do efeito inibitorio
sobre a migracao celular, sugerem que IL-1B tem um papel secundario, mas n&o
essencial neste modelo. Assim, evidéncias acumuladas sugerem que IL-1B é
liberada secundariamente ao TNFa (Cunha et al., 1992; Williams et al., 2000;
Matsukawa et al., 1997). Na hiperalgesia inflamatoria induzida por LPS, a liberagédo
aguda de TNFa promove uma cascata de citocinas em que IL-13 e IL-8 (CINC-1)
podem constituir via paralelas contribuindo para a hiperalgesia em ratos (Cunha et
al., 1992). O pré-tratamento com anti-CINC-1 causou efeito antinociceptivo ja com a
menor dose, além do efeito antiedematogénico e inibitério da migragao celular,
suportando a nog¢ao de que o efeito nociceptivo do TNFa, neste modelo, pode ser
significativamente mediado por CINC-1, mas nao necessariamente por IL-1p3.
Também tem sido reportado que IL-13, similar ao TNFa, pode também estimular a
liberacdo de IL-8 por células endoteliais (Lerisalo-Repo, 1994). Contudo, a falha de
efeito antinociceptivo do anti-IL-1[3 ainda sugere que a fonte de CINC-1 liberada por
IL-13, se presente neste modelo, ndo € relevante para a nocicepcdo. Esta
observacdo aumenta a especulagdo de que em situagdes clinicas onde existe um
processo inflamatério reativo ao LPS, como na artrite reativa, a inibicdo da IL-1[3
pode ndo ser uma estratégia terapéutica efetiva. Outro achado surpreendente deste
trabalho foi que anticorpos anti-CINC-1, uma citocina conhecida pela sua agéo
quimiotatica especifica para neutréfilos (Watanabe et al., 1991), também produziu
significativa inibicdo da migragdo de mononucleares. Assim, a maior dose de anti-
CINC-1 produziu inibigado da migragao de polimorfonucleares e mononucleares. Esta
€ a primeira demonstragcédo de que CINC-1 tem papel na migragdo de mononucleares
para a cavidade sinovial durante a inflamac&o, embora trabalhos anteriores ja
tenham demonstrado que CINC também pode estimular a migragéo de células T nos
tecidos linféides associados ao intestino (Fugimori et al., 2001).

Portanto, estes achados reforcam o importante papel do TNFa em diversas
condicdes inflamatérias, e especialmente em diversas formas de artrite, e também
chamam a atengao para a idéia de que CINC-1 (ou IL-8) pode constituir outro alvo
eficaz para o tratamento da artrite reativa. Assim, o potente efeito
antiedematogénico, e principalmente inibitério da migragéo celular do anti-CINC-1,
levanta a possibilidade de um melhor controle da progressdo da doenga do que com
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as terapias ant-IL-13. Estes achados também chamam a atengcdo para a
confiabilidade que o modelo utilizado neste estudo apresenta para o estudo de
drogas moduladoras da atividade de citocinas, questionando as reais vantagens
destas terapias, principalmente na artrite reativa.

A busca do maior entendimento da fisiopatologia das artropatias tem
permitido reconhecer o potencial terapéutico de algumas citocinas antiinflamatérias,
incluindo a IL-10, IL-13 e IL-4, nestas patologias. IL-10 & capaz de suprimir a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias INF-y e TNFa de células mononucleares do
fluido sinovial de pacientes com artrite reativa (Yin et al., 1997). Este achado
também é comprovado através de estudos com anticorpos anti-IL-10. O tratamento
de células sinoviais com anticorpos anti-IL-10 aumentam, substancialmente, a
secrecédo de TNFa e IL-1B (Morita et al., 2001). IL-4 inibe a liberagdo de TNFa, IL-13
e PGE,; de mondcitos / macréfagos estimulados com LPS (Hart et al., 1989) e,
juntamente com IL-10, a liberagcdo de PGE; e a expressdo de COX-2 por neutrofilos
humanos (Niiro et al., 1997). Em modelos animais em que a artrite € induzida por
adjuvante, o tratamento prévio com anti-IL-4 e / ou anti-IL-10 facilita a indugdo da
artrite e aumenta a atividade da doenga (Kasama et al., 1995; Joosten et al., 1997;
Yoshiro et al., 1998). Por outro lado, em modelo de artrite induzida por parede
celular de Streptococcus, em ratos, anti-IL-10 ndo foi capaz de suprimir o edema
articular e nem as evidéncias histopatologicas da inflamac&o (Schier et al., 1998).
Estudos em culturas de membrana sinovial de pacientes com osteoartrite, tratada
com LPS, mostram que a IL-13, além de inibir a liberacdo de citocinas proé-
inflamatdrias, € capaz de suprimir a liberacdo de metaloproteinases e favorecer a
produgdo do antagonista de receptor de IL-1 (IL-1Ra) (Jovanovic et al., 1998).

IL-10, IL-13 e IL-4 também estdo envolvidas com a ativagdo de mecanismos
analgésicos endogenos, principalmente reduzindo os efeitos hiperalgésicos de
citocinas pro-inflamatérias como o TNFa e a IL-1B, produzidas no inicio do
desenvolvimento da inflamagéo (Rittner et al., 2002). Em modelo de contorg&o
abdominal induzida pelo acido acético ou zimosan, em camundongos, e no teste de
incapacitacado articular induzida por zimosan, em ratos, IL-10, IL-13 e IL-4
apresentaram efeito anti-hiperalgésico. Anticorpos contra estas citocinas
potencializaram a incapacitagao articular e as contor¢gdes abdominais, induzidas por
zimosan (Vale et al., 2003). IL-13 e IL-10 também atenuam a hiperalgesia induzida
por radiacdo ultravioleta (Saade et al., 2000) enquanto que a IL-4 reduz a
hiperalgesia mecénica induzida por carragenina, bradicinina ou TNFa, em ratos
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(Cunha et al., 1999).

O presente estudo confirmou os efeitos antinociceptivos e antiinflamatorios
da IL-10 e da IL-13, ja observados em modelos experimentais distintos. Anticorpos
anti-IL-10 ou anti-IL-13, administrados antes do estimulo com uma dose
relativamente baixa de LPS, promoveram aumento da nocicep¢do e do edema
articular, o que sugere os possiveis beneficios terapéuticos destas citocinas para o
tratamento da artrite reativa. Porém, quando anti-IL-10 ou anti-IL-13 foram
administrados antes de uma dose de LPS, aproximadamente 33 vezes maior, o
efeito observado na nocicepgcdo foi o mesmo, mas no edema, foi contrario ao
evidenciado com a dose menor de LPS, ou seja, ambas, anti-IL-10 e anti-IL-13
inibiram o edema induzido pelo LPS. O que estes achados representam, na pratica,
ainda ndo é totalmente compreendido, mas geram questionamentos sobre a real
eficacia desta terapia.

O presente estudo também confirmou os efeitos antinociceptivos da IL-4,
anteriormente observados em outros modelos experimentais. Anti-IL-4 potencializou
a nocicepgao e o edema induzidos pelo LPS. Em modelos experimentais em que a
artrite € induzida por adjuvante, IL-4 parece freiar o desenvolvimento da doenga. O
tratamento com anti-IL-4 promove uma facilitagdo do desenvolvimento da artrite que
apresenta caracteristicas histologicas bem definidas com aumento do edema
articular acompanhado de intensa migracao de neutrofilos (Yoshino et al., 1998). Os
resultados do presente estudo, aliados aos obtidos nestes modelos, sugerem um
potencial terapéutico para esta citocina também na artrite reativa.

Além dos anticorpos anti-citocinas, também avaliamos neste estudo, a agéo
da administracao de IL-13 exdgena, na articulagéo, antes do estimulo com LPS. IL-
13 promoveu antinocicepgao confirmando os resultados obtidos com a anti-citocina,
porém, apresentou efeito pro-edematogénico contrariando os efeitos obtidos com a
anti-IL-13 administrada antes do LPS, dose baixa, mas confirmando os efeitos
obtidos quando administrada antes do LPS, dose alta. Estes resultados evidenciam
que a IL-13 pode estar modulando, de forma independente, os eventos que levam ao
desenvolvimento da nocicepg¢ao e do edema articular e que podem ocorrer respostas
bem distintas quando se tira uma citocina ou quando se acrescenta citocinas
exdgenas a um sistema inflamatério, o qual pode se reorganizar de maneira
diferente e imprevisivel frente a estas duas situagdes.

Deve-se levar em conta, também, que embora neste modelo, a IL-13

endoégena parecga ser antiinflamatoria, em outras patologias como a asma os seus
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efeitos sdo completamente opostos. A IL-13 € o principal mediador inflamatério na
asma alérgica e a responsavel pela hiperresponsividade das vias aéreas (Wynn,
2003). Desta forma podemos sugerir que a IL-13 pode nado representar uma terapia
eficaz na artrite reativa pois embora reduza a dor, pode intensificar outros
parametros da inflamagao como o edema.

Tendo em vista a grande diversidade de terapias disponiveis e os diferentes
efeitos que elas apresentam nos mais diversos modelos experimentais, podemos
sugerir que, a melhor estratégia terapéutica pode ser a combinagdo de farmacos
capazes de suprimir os principais sintomas da artrite (dor e edema articulares) bem
como evitar ou retardar a destruicdo dos tecidos articulares. Desta forma, o presente
estudo sugere que a terapia anti-TNFa, anti-CINC-1 e farmacos modificadores da
doenga como o leflunomide apresentam grande potencial terapéutico no tratamento
de artropatias relacionadas com reatividade ao LPS.

O presente estudo também demonstrou que o modelo de artrite reativa ao
LPS pode ser um método util para se avaliar em paralelo a nocicepgao e o edema
articulares e também a migragao diferencial de células para a cavidade sinovial. A
capacidade de quantidades relativamente pequenas de LPS induzirem intensa
reacdo inflamatoria em articulagbes previamente sensibilizadas com carragenina,
sugere que em situagdes clinicas em que o LPS é encontrado em articulagdes
artriticas assépticas, a artrite pode ser resultado desta infiltracdo de LPS. Um
exemplo marcante é a artrite reativa (ReA). Curiosamente, células mononucleares,
com caracteristicas de linfocitos T, constituiram o principal tipo celular que migrou
para o fluido sinovial neste modelo, e a artrite reativa é caracterizada por uma
migracdo aumentada de linfocitos T para a sindvia, que acredita-se que seja a
principal célula envolvida na sua patogénese (Hermann et al., 1994; Allen et al.,
1997; Yu, 1999; Bollow et al., 2000; Marker-Hermann e Schwab, 2000; Gaston e
Lillicrap, 2003).
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6 CONCLUSAO

- No modelo de artrite induzida pelo LPS, as citocina pro-inflamatérias TNFa, IL-13
e CINC-1 estdo envolvidas no desenvolvimento da nocicepgao, edema articular e
migragéao celular;

- IL-10, IL-13 e IL-4 também s&o produzidas localmente e apresentam efeito
inibitério. Contudo, IL-10 e IL-13 também apresentam efeito pro-edematogénico

neste modelo;

- Os resultados obtidos com antiinflamatorios ndo esteroidais e dexametasona
sugerem que o modelo de artrite induzida pelo LPS é confiavel para avaliar a
acao de outras drogas sobre a nocicepg¢éo, edema articular e migragéo celular;

- As drogas modificadoras de doenga (DMARDSs), potencialmente moduladoras da
sintese e liberagdo de citocinas pro-inflamatérias, TNFa e IL-1B3, n&o
apresentaram efeito tdo potente quanto os respectivos anticorpos anti-citocinas
sugerindo que, pelo menos neste modelo in vivo, esse mecanismo de agédo pode
nao ser atingido. O leflunomide, foi o unico DMARD testado que apresentou
efetividade similar aos anticorpos anti-TNFa e anti-IL-1B em todos os parametros
avaliados (nocicepg¢éo, edema articular e migragao celular).
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