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RESUMO

A Artrite Reumatoide ¢ uma doenga inflamatoéria cronica, autoimune que pode afetar
multiplas articulagdes. Apresenta grande impacto social e na vida pessoal, devido a gravidade
das manifestacdes dos sintomas conforme o avango da doenca. Quanto mais precoce for
realizado o diagnostico, tratamento e ou reabilitacdo dos pacientes acometidos, melhor o
prognostico. O tratamento convencional por mais benéfico que possa aparecer, traz consigo
eventos adversos que podem ser irreversiveis. Por isso, cada vez mais se tem procurado
tratamentos eficazes e que possuam menos efeitos colaterais. O uso das plantas medicinais
pela populagdo e os avangos ocorridos na area cientifica tém contribuido para uma nova
opcao terapéutica para a doenca. Com efeito, a utilizagdo da Alocasia macrorrhizos tem-se
mostrado favoravel na medicina popular por possuir poucos efeitos colaterais em comparagao
ao tratamento convencional. No presente estudo, foram avaliados os efeitos do extrato aquoso
da Alocasia macrorrhizos (EAAm) em Artrite Induzida por Adjuvante. Utilizou-se ratos da
linhagem Holtzman, de ambos os sexos. A indugdo ocorreu por injecdo intradérmica de 100
puL de CFA na base da cauda e 30 pL intra-articular no joelho esquerdo. Os animais foram
avaliados através da mensuragdo das patas posteriores e aplicado o teste de vocalizagdo até o
vigésimo primeiro dia apds a indugdo (dpi). O tratamento ocorreu a partir dos primeiros sinais
de inflamagao ap6s a dose de reforgo até a conclusdo do experimento. No 21° dpi os animais
foram eutanasiados e coletados articulagcdo tibiofemoral, amostras de sangue e linfonodo
inguinal para analise histoldgica e dosagem de citocinas. Os animais artriticos (AIA)
apresentaram reagdes inflamatérias intensas e manifestagdes sistémicas quando comparado
aos animais controle. A partir da mensuragdo dos joelhos, houve reducdo do edema de pata
ap6s a administracdo 100 pL (100pg/kg) de EAAm. Na avaliagio do comportamento
nociceptivo houve uma redugdo da frequéncia de vocalizagdo no grupo EAAm comparados
aos demais grupos. Verificou-se a redu¢do de infiltrado inflamatorio em lavado articular, na
analise histopatologica, assim como, na quantifica¢do de citocinas em animais tratados com o
EAAm comparado aos animais nao tratados. Desse modo, Alocasia macrorrhizos demonstrou
potencial acdo anti-inflamatéria, podendo ser utilizada como suporte cientifico a futuras
pesquisas e desenvolvimento de novos farmacos no tratamento da artrite reumatoide.

Palavras chave: Artrite Reumatoide. Planta Medicinal. Artrite Induzida por Adjuvante.

Modelo in vivo.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis is a chronic inflammatory, autoimmune disease that can affect multiple
joints. It has a major impact on social and personal life, due to the severity of the symptom
manifestations as the disease progresses. The earlier the affected patients are diagnosed,
treated, and/or rehabilitated, the better the prognosis. Conventional treatment, as beneficial as
it may appear, brings with it adverse events that may be irreversible. For this reason, different
studies are seeking effective treatments that have fewer side effects. The uses of medicinal
plants by the population and the advances in the scientific area have contributed to a new
therapeutic option for the disease. Indeed, the use of Alocasia macrorrhizos has proven
favorable in popular medicine for having few side effects compared to conventional
treatment. In the present study, the effects of the aqueous extract of Alocasia macrorrhizos
(EAAm) on adjuvant induced arthritis were evaluated. Rats of the Holtzman strain, of both
sexes, were used. Induction occurred by intradermal injection of 100 pl of CFA at the base of
the tail and 30 pl intra-articular in the left knee. The animals were evaluated by measuring the
hind legs and vocalization test was applied until the twenty-first day after induction (dpi).
Treatment with EAAm (100 pg/kg) occurred from the first signs of inflammation, after the
booster dose, until the end of the experiment. On the 21st dpi the animals were euthanized and
the femur-tibial joint, blood samples and inguinal lymph node were collected for histological
analysis and cytokine dosage. Arthritic animals (AIA) showed intense inflammatory reactions
and systemic manifestations when compared to control animals. From the measurement of the
knees, there was a reduction in paw edema after the administration of 100 pl of EAAm. In the
evaluation of nociceptive behavior there was a reduction in the frequency of vocalization in
the EAAm group compared to the other groups. There was a reduction of inflammatory
infiltrate in joint lavage, in histopathological analysis, as well as in the quantification of
cytokines in animals treated with EAAm when compared to untreated animals. Thus, the
aqueous extract of Alocasia macrorrhizos showed a potential anti-inflammatory action, and
may be used as scientific support for future research and development of new drugs for the
treatment of rheumatoid arthritis.

Keywords: Rheumatoid Arthritis. Medicinal Plant. Adjuvant Induced Arthritis. /n vivo

model.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) ¢ uma doenga inflamatéria cronica de grande
abrangéncia, atingindo aproximadamente 1% da populagdo mundial (ALAMANOS et al.,
2006). No Brasil existem poucos estudos confirmando a prevaléncia da AR e estima-se que
esta afete 0,22-0,50% da populagdo (MOTA et al., 2013). Segundo Thomé (2011) é uma
doenca autoimune, caracterizada por dor, inchago, enrijecimento das articulagdes e, nos casos
mais graves, deformacgdo Ossea, consequentes da ativacdo do sistema imune contra as
proteinas presentes nas cartilagens. Os termos ‘“reumdtico” e “reumatoide” referem-se a
doencas em que as articulagdes, musculos, ou tecidos conjuntivos do corpo sdo os alvos da
invasdo por elementos do sistema imune (MAK; SAUNDERS, 2005, p.971).

Nesse contexto, a AR alcanga um grande nimero de individuos em idade
produtiva, repercutindo na reducdo da qualidade de vida, com diversos graus de incapacitagdao
funcional e aumento dos gastos médicos e previdencidrios que geram grande impacto social e
econdémico (THOME, 2011; GOELDNER ef al., 2011). A sobrevida dos pacientes com AR ¢é
menor que a da populagdo em geral e a expectativa de vida pode decrescer de trés a dez anos,
pois afeta sobremaneira a qualidade de vida e a capacidade funcional da pessoa, sobretudo por
algumas complicagdes como a depressdo, que pode afetar cerca de 40% dos pacientes e o
maior predisposicdo a infec¢des, linfomas, assim como o céancer de pulmido e de pele
(BATHON, 2008; BUENDGENS, 2017; KVALVIK et al., 2000; SCOTT, 2010).

Dessa forma o tratamento deve ser iniciado com a maior brevidade possivel de
modo a monitorar a progressao da erosdo articular e diminuir a probabilidade de morbidade e
mortalidade (MEIRINHOS et al., 2016). O inicio imediato do diagnostico e tratamento sao
fundamentais para o controle da atividade da doenca e prevenir incapacidade funcional e lesao
articular irreversivel. Sendo assim, é necessario avaliar o uso de anti-inflamatorios nao
hormonais e analgésicos ou iniciar as Medica¢des Modificadoras do Curso da Doenga
(MMDC), como: metrotexato, cloroquina, hidroxicloroquina, sulfasalazina e leflunomida
(ALBERS et al., 2001; HAZLLEWWOD, 2011; PASSOS, 2016). Ainda assim, o processo
continuo da utilizagdo de drogas antirreumadticas nos tratamentos convencionais possuem
potenciais riscos e efeitos colaterais, sendo, portanto, necessario o acompanhamento regular
do paciente (BRASIL, 2020).

Além dos possiveis eventos adversos relacionados ao tratamento convencional, os

custos relacionados a AR sdo elevados, devido os gastos com diversos medicamentos, alguns
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deles de alto custo, como as drogas biologicas, despesas médicas e hospitalares, além de
afetar diretamente os pacientes como, por exemplo, perda da produtividade pessoal,
absenteismo e aposentadoria por invalidez, para aqueles com perda total da capacidade laboral
(DE AZEVEDO et al., 2008).

Diante disso, hd& um crescente interesse por produtos de origem natural que
apresentem efeitos terapéuticos com menor toxicidade, menor custo e que levem a reducao
dos efeitos adversos, constituindo, portanto, alternativa promissora no tratamento de pacientes
com AR (YANG et al., 2013).

O Brasil ¢ um pais privilegiado em sua flora nativa, em especial no cendrio das
plantas medicinais, responsavel por um terco de toda a diversidade mundial, esse ¢ um dos
motivos para o incentivo a insergdo de plantas medicinais no Sistema Unico de Saude - SUS
(BRASIL, 2017). Com efeito, o tratamento realizado com plantas medicinais promove maior
adesdo ao tratamento por possuir poucos efeitos colaterais e interacdes medicamentosas em
menor escala, sem perder sua eficacia (BRUNING et al., 2012). A planta medicinal Alocasia
macrorrhizos (A. macrorrhizos), € utilizada em moléstias inflamatorias na medicina popular e
cujos estudos demonstram seu efeito anti-inflamatoério (CORDEIRO et al., 2021; FANG et
al., 2012; MULLA et al., 2010; RAHMAN et al., 2011).

Cordeiro et al., (2021) utilizou-se de uma planta medicinal comumente encontrada na
regido do Vale do Mucuri, estado de Minas Gerais, € concluiu que o extrato obtido a partir
dos tubérculos de 4. macrorrhizos demonstrou ser uma promissora op¢do no tratamento do
vitiligo em modelo experimental in vitro e in vivo, como um potencial anti-inflamatorio.

Fang et al., (2012) em sua pesquisa demonstraram alguns resultados do tubérculo da
planta A. macrorrhizos como: antioxidante, anti-hiperglicémico, combate ao cancer, laxante,
diurético, anti-inflamatoério, analgésico, antimicrobiano, hepatoprotetor, antitrombotico,
antimaldrica, hemaglutinante, imunomodulador, anti-helmintico e antiprotozoario.

O presente estudo teve como propdsito a avaliacdo do potencial efeito anti-
inflamatério do extrato aquoso do tubérculo da A. macrorrhizos em modelo experimental de

Artrite Induzida por Adjuvante (AIA).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Artrite reumatoide

AR ¢ uma doenga inflamatdéria cronica, autoimune que se caracteriza por
poliartrite periférica, que leva a deformidade e a destrui¢ao das articulagdes por desgaste do
osso e cartilagem, além de manifestacdes sist€émicas como: rigidez matinal, nddulos
reumatoides, vasculite, fadiga e perda de peso (CHAIN et al., 2013, p.79; KHURANA,
BERNEY 2005; LAURINDO et al., 2004). Afeta aproximadamente 1% da populagdo
mundial (ALAMANOS et al., 2006), sendo mais frequente em paises em desenvolvimento. A
sua incidéncia aumenta com a idade, acometendo duas vezes mais mulheres do que os
homens, na faixa etaria entre 30-50 anos (KHURANA, BERNEY 2005; MOTA et al., 2012).
Quando diagnosticada antes dos 16 anos, o quadro clinico ¢ denominado AR juvenil
(RAVELLI & MARTINI, 2007).

Seja no campo socioecondmico, seja individualmente, a AR € responsavel por um
impacto econdmico significativo (BUENDGENS, 2017). Uma vez que, individuos com a
doenca necessitam de cuidados continuos e, em alguns casos, intervencdes de alto custo. A
incapacidade fisica gerada pela doenca e que reduz a produtividade, adiciona a
macroeconomia custos indiretos substancialmente elevados (KVIEN, 2004; DE AZEVEDO et
al., 2008).

A AR era considerada uma doenga benigna e com bom progndstico, o tratamento
era de custo baixo e tinha como principal objetivo apenas o controle dos sintomas,
aguardando-se a regressao da doenca. Atualmente, no entanto, a AR foi caracterizada como
sendo uma doenga agressiva e associada ao aumento da morbidade e mortalidade dos
pacientes (GOELDNER, 2011).

Além do acometimento das articulagdes, a AR tem efeitos em outros 6rgdos como
inflamac¢des nos olhos e vasculite (MAK; SAUNDERS 2005, p. 971) assim como algumas
complicagdes como a depressao, que afeta até 40% dos pacientes, infecgdes, duas vezes mais
predisposicdo ao linfoma, assim como o cancer de pulmdo e de pele (BATHON, 2008;
SCOTT, 2010).

Mota et al., (2013) destaca a importancia de avaliar um paciente com sintomas
articulares na primeira oportunidade possivel, considerando que a definicao da fase inicial da

AR compreende as primeiras semanas ou meses de sintomas (em geral, menos de 12 meses),
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destacando-se como periodo critico as primeiras 12 semanas de manifestagdes como a "AR
muito inicial" ou muito precoce.

Ainda sobre o diagnostico, os critérios do ACR (American College of
Rheumatology) citado por EULAR (2010) se baseiam em um sistema de pontuacao através de
um escore de soma direta. As manifestagdes sdo divididas em quatro dominios: envolvimento
articular (pontuagdo de 0 a 5), sorologia (pontuacdo de 0 a 3, prova de atividade inflamatodria
(escala de 0-1) e duracao dos sintomas (2 niveis; intervalo 0-1). Assim, uma pontua¢ao maior
ou igual a 06 classifica um paciente como tendo AR. Cabe ressaltar que os novos critérios do
ACR ainda nao sio diagnoésticos propriamente ditos, € sim uma aproximagao classificatoria.

Baseado em estudos sobre doengas autoimunes, especificamente a AR,
provavelmente se desenvolve principalmente por fatores associados ao risco genético,
autoimunidade assintomatica ¢ ambiental (DEANE et al, 2011). Desta maneira, novas
investigacdes durante o desenvolvimento da doenga oferece percepgdes importantes sobre os
fatores que levam a doenca, assim como, o desenvolvimento de modelos preditivos para a

doenca, bem como estratégias de prevencao e tratamento para a Artrite Reumatoide.

2.2 Etiofisiopatologia da artrite renumatoide

A etiologia da AR ainda ndo estd totalmente esclarecida, mas existem alguns
fatores correlacionados que podem ser os potenciais “gatilhos” para o desenvolvimento da
doenca. Como, por exemplo, a susceptibilidade genética citada por Raychaudhuri e al.,
(2012), onde esta bem determinada a participacdo de genes do Complexo Principal de
Histocompatibilidade Classe II (MHC), sendo o antigeno leucocitario humano HLA-DR e o
l6cus HLA-DRBI.

Alguns fatores como a idade avangada, histéria familiar da doenca, sexo feminino
e o tabagismo estdo associados ao aumento do risco de desenvolver AR. (COSTENBADER et
al., 2005; FIRETEIN e KELLEY, 2013). Dentre eles, o tabagismo ¢ o maior fator de risco
conhecido para a AR, sendo maior o agravo conforme a quantidade e tempo de uso do
cigarro, além de permanecer em risco apos a cessagdo por 20 anos ou mais (LIAO et al.,
2009).

Na fisiopatogénese da AR h4a um evento multimediado, onde os linfocitos B
atuam na apresentacdo de antigenos, em secre¢do de citocinas inflamatorias, no envolvimento
no processo de organogénese linfoide ectdpica presente no sindvio reumatoide, participando

na forma¢ao do complexo imune, na coestimulacdo de cé¢lulas T (MARSTON et al., 2010) e
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na producao do Fator Reumatoide (FR), que sdo um grupo de anticorpos que ¢ encontrado
entre 60% a 70% dos pacientes com AR (SATO, 2004). Os macrofagos e neutrofilos, por sua
vez, possuem participagdo bem estabelecida nesse processo, com visibilidade aos neutréfilos
que produzem varias citocinas inflamatdrias e induzem danos teciduais (MENEZES, 2013).

A membrana sinovial ¢ a principal fonte de citocinas pro-inflamatorias e
proteases, juntamente com os osteoclastos e os condrocitos, promovem a destrui¢ao articular.
A invasdo de um tecido proliferativo na cavidade articular, na cartilagem e no tecido dsseo,
forma o “pannus”, tecido localmente invasivo que contém uma infiltragdo maciga de células
imunes, vasos proliferativos e aumento do niimero de osteoclastos (JUNG et al., 2014). Desta
maneira, no estabelecimento inflamatério da membrana sinovial, ha ampla evidéncia de vias
imunoldgicas inatas e adaptativas que coexistem e se interagem para perpetuar a inflamagao e
destrui¢cdo dos tecidos (ASQUITH et al., 2009).

Em relacdo aos mecanismos de resposta imune inata, os neutrofilos, macrofagos,
mastdcitos e células Natural Killer participam da resposta inflamatoria na membrana sinovial
(ANAYA et al., 2013 apud OLIVEIRA et al., 2017), e também auto anticorpos (o FR)
(CHAIN et al., 2013, p.83).

O dano articular comega na membrana sinovial e cobre a maioria das estruturas,
levando a dor e inchago nas articulagdes causadas pelo processo inflamatorio. Seja qual for o
caso, a liberacdo de TNF-a e IL-1 causa a patologia principal ao ativar a degradagdo da
cartilagem (GOELDNER et al., 2011; CHOY, 2012).

A AR possui um processo de lesdo tecidual intermitente, ocasionando destrui¢ao
cartilaginosa, erosdo oOsseas, deformidade articular e consequentemente atrofia muscular
(HITCHON & GABALAWY, 2011; GREENE & HARRIS, 2008). A progressdao grave da
doenca leva a fibrose da articulagcdo e consequentemente, calcificagdo, enrijecimento e perda

funcional, (apesar de ja ndo gerar dor), conforme demonstra a Figura 1.
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Figura 1 — Progressao do dano da Artrite Reumatoide.
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Segundo Korhonen et al., (2005) as espécies reativas de oxigénio (ROS) e os
radicais de nitrogénio, incluindo o superdxido, o perdoxido de hidrogénio, os radicais
hidroxila, o 4cido hipocloroso e o 6xido nitrico (NO), além de participarem da fisiopatogénese
da AR, também contribuem para os danos celulares da AR e de outras doengas inflamatorias.

Durante o desenvolvimento da AR, outras células infiltram nas articulagdes,
mesmo em quantidades menores como os linfocitos CD4+ e CD8+, produzindo citocinas que
ajudam na ativacdo de células B e dos macréfagos, perpetuando assim a inflamagdo (MAK;

SAUNDERS, 2005, p.971).

2.3 Modelos experimentais da artrite reumatoide

O gatilho para o surgimento da doenca articular ¢ desconhecido e os fatores que
levam a cronicidade das respostas sdo igualmente pouco compreendidos. Esta fase da
doenca, embora potencialmente crucial para futuras terapéuticas preventivas, ¢ impossivel
estudar em seres humanos e, portanto fornece um incentivo crucial para o desenvolvimento de
modelos animais relevantes de doengas, nos quais mecanismos € caminhos podem ser
modelados e explorados. (ASQUITH et al., 2009) As medicagdes utilizadas na clinica podem
induzir reacdes adversas e toxicidade que impedem o seu uso a longo prazo ou o uso de doses
que podem modificar de forma favordvel o curso da doenca. Modelos animais frequentemente

predizem esses fenomenos (MENEZES, 2013).
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Viérios modelos foram descritos no intuito de induzir artrite em animais tentando
reproduzir os achados da AR. A rigor, um modelo ideal de artrite deveria preencher os
seguintes requisitos: ter achados clinicos, radioldgicos e histopatoldgicos semelhantes aos
observados na AR, sem sistematizacdo; ser de facil indugdo, baixo custo, boa
reprodutibilidade, utilizando animal de facil acesso; ter confiabilidade quanto ao inicio,
incidéncia e avaliagdo da gravidade das alteragdes; responder a agentes terapéuticos de forma
semelhante ao observado na AR; ter pardmetros de alteragdes imunoldgicas e de atividade
mensuraveis (OLIVER; BRAHN, 1996 apud JUNIOR; ROCHA, 2006).

Além disso, manipulacdes genéticas, gerando animais transgénicos ou knockout,
vieram agregar uma nova ferramenta aos modelos animais, permitindo avaliar o papel de
genes individuais na fisiopatologia da AR, na homeostasia normal e no desenvolvimento de
autoimunidade, bem como de citocinas envolvidas na fisiopatologia dessa doenca (JUNIOR;
ROCHA, 2006).

Modelos de AR ocasionalmente podem apresentar alguma caracteristica
fisiopatologica que € similar a que ocorre na AR humana, contudo, diferengas importantes sao
observadas. Assim, em modelos animais de AR, a doenca progride muito mais rapidamente
do que na doenga humana, conferindo um aspecto de doenca inflamatoria aguda. Outro
aspecto interessante ¢ que roedores desenvolvem uma reabsor¢do 0ssea intensa em resposta a
inflamacao articular, de forma diferente do que se observa em humanos (BANDELE, 2001).

Asquith ef al., (2009), descreveu em seu estudo a Artrite induzida por zymosan,
um polissacarideo da parede celular de Saccharomyces cerevisiae, levando a indugdo de
citocinas pro-inflamatorias, mobilizagdo de araquidonatos, fosforilagdo de proteinas e também
ativa o complemento através da via alternativa resultando na proliferagdo da AR, com o pico
por volta do terceiro dia e a inflamacao desaparecendo no sétimo dia. Este € um modelo mais
limitado devido ser de natureza monoartritica, de injecao intra-articular.

Os modelos de artrite mais utilizados para o conhecimento da fisiopatogénese da
AR, assim como também para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas sao: os
modelos induzidos com inje¢des de colageno tipo II (CIA) com o Adjuvante Completo de
Freund (CFA) (WILLIAMS, 2004; SONG et al., 2015; ZHANG et al., 2013); proteoglicano
combinado com 6leos adjuvantes, com adjuvante de Freund completo (AIA) e pristano (artrite
induzida por pristano - PIA) (GULKO, 2007).

As variagdes de modelos referidas tem sua adequagdo para avaliacdo de doenca

articular imune-medida, tendo-se em vista grupos compreendidos como a espécie empregada
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(rato, camundongo ou porco-da-india), o tipo de doenga analisada (induzida, espontdnea ou
por modificacdo genética) e agente indutor (adjuvantes, polissacarideo, proteoglicanas,
colageno e outras proteinas) (BOLON et al,, 2011).

Considerando tais critérios, a AIA apresenta um rapido inicio e progressao,
inflamacdo articular de facil mensuracdo e procedimentos de inicializagdo e caracterizagdo
bem definidos sendo o que comporta as maiores vantagens para o estudo, ainda mais quando
esse modelo ¢ o mais empregado em testes pré-clinicos de novos agentes antiartriticos e
comumente usado para estudar a inflamagdo. (ALMARESTANI et al., 2011; BAUEROVA et
al,, 2011; ONISHI et al, 2018, SNEKHALATHA et al., 2012). Utiliza-se o CFA como
antigeno na imunizagdo, sendo um composto por 6leo de parafina contendo mono-oleato de
manitol como um surfactante em suspensdao com uma micobactéria (Mycobacterium

tuberculosis ou M. butyricum) morta (BILLIAU & MATTHYS, 2001).

2.4 Tratamento da artrite reumatoide

As manifestagdes articulares da AR podem ser reversiveis em sua fase inicial,
porém, a sinovite persistente ndo controlada determina destruicao dssea e cartilaginosa, lesoes
tendinosas e ligamentares irreversiveis (MOTA et al., 2013). Desse modo, o tratamento deve
ser iniciado com a maior celeridade possivel de modo a acompanhar a progressdao da erosao
articular e diminuir a probabilidade de morbimortalidade (MEIRINHOS et al., 2016).

O tratamento preconizado indica os medicamentos e demais produtos apropriados,
conseguinte o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da AR (BRASIL, 2020) inclui anti-
inflamatérios nado esteroidais (AINES), glicocorticoides, imunossupressores que sao 0s
medicamentos modificadores do curso da doenga (MMCD) sintéticos (metotrexato,
sulfassalazina, leflunomida, hidroxicloroquina, cloroquina), MMCD sintético alvo especifico
(tofacitinibe), MMCD biologicos anti-TNF (adalimumabe, certolizumabe pegol, etanercepte,
infliximabe e golimumabe); e MMCD biologicos ndo anti-TNF (abatacepte, rituximabe e
tocilizumabe).

Estes medicamentos visam controlar os sintomas, porém, ndo estancam o processo
de destruicao articular que permanece como indicador da incapacidade futura (WIENS et al.,
2009). Além disso, sdo responsaveis por efeitos adversos comumente encontrados entre a
maioria dos medicamentos, como: a anemia, leucopenia, trombocitopenia e disfuncdo renal e

hepatica, além de efeitos adversos sistémicos como: lesdo gastrica (AINES), o aumento de
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risco cardiovascular (AINES seletivos para a enzima COX-2) e desenvolvimento de Sindrome
de Cushing (glicocorticoides) (BRASIL, 2020).

Dentre os medicamentos mais indicados no tratamento da AR, os MMCD, sdo os
mais utilizados, porém, seu uso ¢ limitado, devido seus efeitos colaterais. A procura por
outros tipos de tratamentos ¢ crescente, a contar que estes sejam seguros € econdmicos. A
terapia a base de ervas tem efeito favoravel nessa busca (ELAKKIYA et al., 2020).

Segundo Mota et al. (2012), uma das dificuldades encontradas durante o
tratamento ¢ o acesso ao sistema de saude e o custo da medicagdo (sistema privado). Além
disso, a terapia bioldgica tem ainda, efeito supressivo (ndo curativo), com possivel toxicidade,
alto custo e inconveniéncia por tratar- se de proteinas necessariamente parenterais (WOOD;
O'DELL, 2004). Isto, talvez justifique o interesse, sobretudo dos paises em desenvolvimento,
por produtos naturais com ac¢do imunomoduladora para AR. (MERINI et al., 2012). Portanto,
¢ necessario desenvolver estudos farmacoecondmicos com base na realidade nacional capazes
de gerar informagdes que orientem racionalmente as tomadas de decisdo no tratamento dos

pacientes com AR.

2.4.1 A Fitoterapia como recurso no tratamento da artrite reumatoide

O Brasil ¢ reconhecido pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) como o
possuidor de uma das floras mais ricas do mundo seja contando as espécies ou mesma a
quantidade de individuos, condi¢do essa que associada a diversidade cultural e étnica possui
uma grande capacidade de desenvolvimento de fabricagdo de fitoterapicos e outros
medicamentos a partir das plantas medicinais (BRASIL, 2009).

O consumo de plantas teria sido a primeira forma de uso de medicamento de que
se tem noticia. A origem da utilizagdo de ervas medicinais pode ser creditada a pratica
indigena, que, mais tarde foi influenciada pela cultura africana e portuguesa. De fato, os
saberes e praticas do uso terapé€utico das plantas estao diretamente ligados aos territorios e aos
recursos disponiveis de cada comunidade (BRASIL, 2009; MENDES, 2018).

A fitoterapia e o uso de plantas medicinais fazem parte da medicina popular com
crescente aumento de seu uso, devido aos avangos ocorridos na area cientifica,
reconhecidamente seguros e eficazes e também pela crescente busca de terapias menos
agressivas por parte da populacdo, especialmente para a populacio de baixa renda

(BRUNING et al., 2012; MENDES, 2018). No Brasil, para assegurar a comercializagdo e
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aplicagdo dos produtos fitoterapicos, existe a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), que ainda tem como responsabilidade a fiscalizagdo dos estudos que comprovam
a eficacia e seguranca destes medicamentos (BRASIL, 2010).

Alguns estudos com produtos naturais, utilizando-se de plantas da familia
Araceae nos experimentos artriticos, observaram a supressao de processos inflamatorios, por
meio da alteragdo de mediadores moleculares especificos como as células T, anticorpos,
citocinas e as quimiocinas. Um exemplo aderente ¢ o uso do extrato dos tubérculos das
plantas Arisaema rhizomatum e a Homalomena oculta em modelo in vivo que demonstraram
efeitos como potentes anti-inflamatorios, resultando na atenuagdo do inchago das articulagdes
e destruigdo das cartilagens (CHUNXIA et al., 2011; YANG et al., 2019; VENKATESHA et
al., 2011).

2.4.1.1 Alocasia macrorrhizos

A A. macrorrhizos pertencente a familia Araceae, ¢ nativa das florestas tropicais
da Maléasia (RAHMAN et al., 2011). Descrita também por Lorenzi e Filho (2001), ¢ herbacea
perene, ereta, com tubérculo inicialmente subterrdneo e com o tempo tornando-se volumoso e
elevando-se a cerca de 50 cm da superficie, de grande efeito ornamental pela folhagem
(FIGURA 2), adequada para plantio isolado ou em grupo, a meia sombra ou em pleno sol,
multiplica-se por sementes e por brotacdes laterais do tubérculo.

Também conhecida como taioba brava, coco, coid, taid, taja, orelha de elefante e
taro gigante. Ingerida em sua forma natural pode manifestar sensagdes de queimagdo, inchago
nos labios, boca e lingua, nduseas, vomitos e dificuldade de engolir, devido presenca dos
cristais de oxalato de calcio em todas as partes da planta (BRASIL, 2012).

Rahman et al., (2011) descreveram e estudaram o extrato etandlico do rizoma
seco da Alocasia indica (Roxb.) Schott. da mesma familia da A. macrorrhizos em modelo
murino. A planta contém flavonoides, glicosideos, cinogenéticos, acido ascorbico, acido
gélico, 4cido maleico, dcido oxalico, aminoacidos, acido succinico e B-lectinas e demonstrou
efeito analgésico e anti-inflamatorio comparavel ao uso do diclofenaco de sodio.

Mulla et al., (2010) em seu ensaio também demonstraram que o extrato etanolico
da A. macrorrhizos apresentou atividade antioxidante, antinociceptiva e anti-inflamatoria nos
modelos de edema de pata induzido por carragenina, edema de pata induzido por formalina,
em edema de orelha induzido por acido araquidonico, e modelo de edema de orelha induzido

por xileno comparavel ao acido ascorbico da droga de referéncia padrao, pode ser devido a
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presenca de flavonoides e outras metades poli fenolicas nela presente, o que parece apoiar o

uso desta planta na medicina tradicional.

Figura 2 - Alocasia macrorrhizos no patio da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
(UFVJM) — Teéfilo Otoni/MG.

A A.macrorrhizos evidenciou possuir terapéutica para doenca autoimune
inflamatoria crdnica, a partir do modelo murino de vitiligo, sendo possivel a mensuragdo da
sua potencialidade como: inibitério de tripsina, hemaglutinante e antioxidante; aferir a
viabilidade celular, producdo de o6xido nitrico (NO) e liberagdo de citocinas TNF-a
(CORDEIRO et al., 2021).

Foram isolados a partir do tubérculo da A. macrorrhizos, novas lignanamidas e
um novo alcaloide monoindolico, sendo avaliados quantos aos efeitos inibitdrios na produgao
de NO em células RAW 264.7 (HUANG et al., 2017), demonstrando resultados em que
sugerem que estes compostos podem ser os responsaveis pelo efeito anti-inflamatorio
significativo da A. macrorrhizos.

No entanto, em que pese tal histérico, em relagdo a AR nao ha investigacdes tendo

como objeto de estudo a A. macrorrhizos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Avaliar o potencial anti-inflamatério do extrato aquoso da Alocasia macrorrhizos no

tratamento da artrite.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Induzir o modelo de Artrite Induzida por Adjuvante (AIA) em ratos;

¢ Obter o extrato a partir do tubérculo da A. macrorrhizos;

o Tratar o modelo AIA com o extrato aquoso da A. macrorrhizos;

e Avaliar a espessura das articulagdes das patas posteriores e joelhos dos animais
induzidos e ndo induzidos.

¢ Avaliar o comportamento nociceptivo através da vocalizagdo de todos os animais;

e Analisar o nimero de células do lavado articular;

e Realizar a quantificacdo de citocinas por ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA),
a partir da amostra de sangue e macerado de linfonodo;

e Realizar analise histopatologica das articulagdes dos joelhos de animais induzidos e ndo

induzidos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do extrato da Alocasia macrorrhizos

A coleta da planta adulta ocorreu no patio do Instituto de Ciéncia, Engenharia e
Tecnologia (ICET) da UFVJM, Campus Mucuri, localizada nas coordenadas 17°52'56.3"S
41°29'46.5"W e submetida ao Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdénio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) com niimero A7DDO07D, sob o registro de n°
HDJF3335 no Herbario Dendroldgico Jeanine Felfili da UFVIM Campus JK em Diamantina-
MG.

As partes foram retiradas e mantidas apenas os tubérculos, devido a mesma
apresentar o potencial de acdo anti-inflamatério como nos estudos de Fang er al, (2012) e
Cordeiro et al., (2021). Os tubérculos foram lavados em agua corrente e realizados cortes
menores para melhor manuseio, com processamento na estufa pelo periodo de 24 horas a
60C°, em seguida triturados (FIGURA 3).

O extrato moido e aquecido foi preparado usando 400 mL de dgua destilada/200 g
de amostra, sendo homogeneizados e deixados em repouso por 24h refrigerados ao abrigo da
luz. Apds 24 horas, foram filtrados com algodao e realizou-se a filtragdo dos extratos a vacuo

(CORDEIRO et al., 2021). O extrato foi liofilizado e armazenado a -80° C.

Figura 3 - Tubérculo da Alocasia macrorrhizos (A); Cortes do tubérculo apés aquecimento em estufa (B);
Tubérculo moido (C); Filtragem do processamento do tubérculo (D).

Fonte: a autora.
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4.2 Animais

Foram utilizados ratos, fémeas (174 — 234g) e, machos (224 — 299¢g) da linhagem
Holtzman, entre 7 a 8 semanas provenientes do Biotério da UFVJM — Campus Diamantina.

Os animais receberam agua filtrada e ragdo propria industrializada da marca
NUVILAB-CR1® ad libitum, com temperatura ¢ foto periodo em ciclos de 12 horas
controlados durante todo o experimento. Os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno com cama de maravalha de pinus, autoclavada. As caixas mantidas foram
identificadas em estantes ventiladas, com exaustdo do ar, em sala climatizada no Biotério
localizado na Faculdade de Medicina do Mucuri — Campus do Mucuri - UFVIM. Os
protocolos envolvendo o uso de animais de laboratorio foram aprovados pela Comissao de

Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da UFVJM, sob o protocolo n° 09-2021 R.

4.3 Modelo de Artrite Induzida por Adjuvante

As inoculagdes foram administradas por via intradérmica (i.d) na base da cauda e
intra-articular na articulagdo do joelho esquerdo; o joelho ¢ comumente afetado na artrite
reumatoide, apresentando inchago, dor e calor (KHURANA; BERNEY, 2005); sendo a
primeira injecao de 100 pl de CFA (i.d) contendo Mycobacterium tuberculosis (1 mg/mL) na
base da cauda e apos sete dias, a segunda de 30 pl de CFA, contendo Mycobacterium
tuberculosis (1 mg/mL) intra-articular (no joelho esquerdo).

Anteriormente a indugdo foram registrados o peso dos animais e as medidas das
articulacdes dos joelhos (tibiofemoral) e das patas posteriores (tibiotarsica).

Os animais foram divididos aleatoriamente entre os dois géneros em grupos
experimentais: Fémeas ndo induzidas; induzidas e tratadas com Phosphate Buffered Saline
(PBS), sendo o controle positivo; induzidas e tratadas com o extrato aquecido da A.
macrorrhizos. Machos nao induzidos; induzidos e tratados com PBS (controle positivo);
induzidos e tratados com o extrato aquecido da A.macrorrhizos, conforme descrito abaixo e
demonstrado na Figura 4:

e GRUPO I - Fémea: Nao induzido;

e GRUPO II - Fémea: Induzido e tratado com 100 ul de PBS;

e GRUPO III — Fémea: Induzido e tratado com 100 pl (100 mg/kg) de A4.

macrorrhizos;



e GRUPO IV — Macho: N4do induzido;
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e GRUPO V — Macho: Induzido e tratado com 100 pl de PBS;

¢ GRUPO VI — Macho: Induzido e

macrorrhizos;

Figura 4 - Esquema do Protocolo Experimental.

tratado com 100 pl (100 mg/kg) de A.
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Fonte: A autora.
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4.3.1 Tratamento com o extrato aquoso da Alocasia macrorrhizos

O tratamento ocorreu a partir dos primeiros sinais de inflamagao, através da
avaliagdo clinica e da mensuragao joelhos. Os animais receberam 100 pl do extrato aquoso do
tubérculo aquecido da A.macrorrhizos (100 mg/kg) diluidos em PBS por Gavagem

(orogastrica), diariamente durante nove dias.

4.3.2 Avaliacdo de edema nas patas posteriores e articulagoes do joelho

As avaliagdes foram realizadas inicialmente a cada trés dias e apds a dose de
reforgo, a cada dois dias em todos os animais, induzidos e nao induzidos.

As mensuracdes das patas posteriores (tibiotarsicas) e joelhos (tibiofemoral)
foram realizadas com o medidor de espessura digital (Figura 5 — A) e o diametro articular

(DA) médio lateral dos joelhos com o paquimetro digital conforme Figura 5 (B).

Figura 5 — Medidor de espessura digital (A); Paquimetro digital (B).

Fonte: a autora
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4.3.3 Avaliagdo do comportamento nociceptivo pela vocalizagdo

A avaliagdo comportamental, realizada através da vocalizacdo, um dos testes
comportamentais quantificaveis utilizados para analisar a hiperalgesia primaria da articulagdo
do joelho apo6s indugdo de inflamacdo (YUN et al., 2002).

O limiar foi medido através da extensdo (Figura 6 — A) e flexdo (Figura 6 — B) dos
membros posteriores, a fim de se obter vocalizacdo (audivel) (HAN et al., 2005) . As flexdes
foram repetidas por cinco vezes consecutivas, de 0 a 5 flexdes (0 - nenhuma vocalizagdo, 1
uma vocaliza¢do, 2 — vocalizagdes, 3 vocalizagdes, 4 — vocalizacdes e nota maxima 5,
equivalente a 5 vocalizagdes), tanto na pata posterior esquerda, quanto na pata posterior
direita de todos os animais induzidos e ndo induzidos a cada trés dias e apds a dose de reforgo

foi feito a cada dois dias.

Figura 6 — Mobiliza¢do do animal para avaliacio da vocaliza¢do a partir da extensio (A) e flexdo (B) de
cada membro posterior.

Fonte: a autora.
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4.3.4 Coleta do lavado sinovial

No 22° dia apds a imunizacao os animais foram eutanasiados. ApoOs a eutanasia,
foi feita tricotomia em ambos os joelhos e procedeu-se a lavagem da cavidade articular com
uma injec¢do de solucdo fisioldgica a 0,9% e recolhendo-se o exsudato articular. As amostras
foram colocadas em tubos eppendorff, centrifugadas e coletado o sobrenadante e mantidas em

banho de gelo para contagem total de leucocitos.

4.3.5 Andlise do numero de células do lavado sinovial

Amostras do lavado sinovial foram utilizadas para a contagem global de células
na cdmara de Neubauer (10* células/mm?), diluidas em solucdo de Turk (composto de 4cido
acético glacial, azul de metileno e 4gua destilada), em propor¢ao de 1:20 (BRESSAN et al.,
20006).

4.3.6 Determinacdo de niveis de IFN-y, IL-6, IL-12, IL-10.

A deteccao de mediadores inflamatorios da artrite reumatoide nas amostras de
sangue ¢ linfonodo inguinal de animais induzidos e ndo induzidos foi realizada por ELISA
seguindo as instru¢des do fabricante (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, EUA).
Brevemente, placas de ELISA foram sensibilizadas com o anticorpo de captura, diluido em
tampao e incubadas por 16h a 4° C (Figura 7). Apds este periodo os sitios inespecificos foram
bloqueados com PBS — Twenn 20 (PBST) + 10% Soro de Feto Bovino (SFB), por 1 hora. Em
seguida, as placas foram lavadas trés vezes em PBST e adicionadas as curvas-padrdo para as
respectivas citocinas, diluidas na razdo de 1:2. Nos pogos seguintes, as amostras foram
distribuidas e incubadas por 2 horas a temperatura ambiente. Terminada a incubagao as placas
foram lavadas e o 2° anticorpo biotinilado + streptavidina foi adicionado e incubado por mais
1 hora a temperatura ambiente. Mais sete lavagens foram feitas e a reagdo revelada pela
adicdo do substrato contendo Tetramethylbenzidine (TMB). A reagdo foi interrompida com
acido sulfurico 1 M e a leitura feita em leitor de ELISA (EZ Read 2000, Biochrom) a 450 nm.
As quantidades de citocinas foram calculadas a partir das curvas-padrdo, obtidas pelas

diferentes concentragoes.
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Figura 7 - Microplacas sensibilizadas em Ensaio Imune Enzimatico (Elisa) — Sanduiche. Determinacio das

citocinas IFN-y(A), IL-6 (D), IL-12 (B), IL-10(C).

Fonte: a autora.

4.3.7 Andlise histopatoldgica

No 22° dia apds a imunizagdo os animais foram eutanasiados e a regido da
articulacdo tibiofemoral foi isolada e imersa em formalina a 10%, mantida & temperatura
ambiente por aproximadamente 48h, para a fixacdo. Em seguida, as pecas foram lavadas em
agua corrente ¢ imersas em solugdo descalcificadora contendo: EDTA (Ethylenediamine
tetraacetic acid) com HCL (acido cloridrico) e PBS durante 11 dias. Apos a confirmagao da
desmineralizacdo das pecgas, foram submetidas a bateria de desidratacdo e diafanizacdo, em
resumo: alcoois 70%, 85%, 95% e trés banhos de Xilol. As amostras foram colocadas em
parafina dos quais feitos cortes histoldgicos de 07 um para obtenc¢ao das ldminas. Em seguida,

coradas com hematoxilina/eosina e avaliadas para a presenga de infiltrados inflamatérios.
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4.4 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa Graph Pad Prism versao
5.0. Os resultados foram demonstrados como média + desvio padrdo, representativos de pelo
menos trés experimentos independentes. A significancia entre os grupos foi analisada
utilizando testes ndo paramétricos de Mann-Whitney ou Two-way. As diferencas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.



31

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Artrite Induzida por Adjuvante

Esse modelo apresenta uma incidéncia proéxima a 100% e uma reprodutibilidade
da duragdo e curso da inflamacdo com a artrite humana como: infiltracdo de células
inflamatorias, hiperplasia sinovial, neoangiogénese, formacdo de pannus e destruicdo da
cartilagem (SCHAIBLE et al., 2010); (FERRACCIOLI et al., 2010).

Ao exame fisico verificou-se que a articulacdo de alguns animais em que fora
inoculado a solucdo, ficou enrijecida, resultando em uma articulacdo comprometida (Figura 8
- A), caracteristica importante em pacientes artriticos citado por Gomes (2008) que a rigidez
articular, seguido de fraqueza muscular, edema e dor, sdo fatores que geram problemas
biomecanicos futuros por promover deformidades funcionais e estruturais.

Foram observados sinais inflamatorios em outros locais como: no tornozelo
contralateral ao membro experimental, como demonstrado por Kelly et al., (2007) que artrite
induzida por CFA pode-se obter aumentos contralaterais, que podem ser responsaveis pela
dissemina¢do simétrica da AR. Outros achados como, nddulos articulares em patas dianteiras
se estendendo para as falanges, semelhante a manifestacdo em pacientes com AR
(KHURANA, BERNEY, 2005) como mostrado na Figura 8 - B, eritemas na cauda e orelha
(Figura 8 - C) corroborando com os achados de Bevaart (2010), onde a artrite em humanos

possui efeito sistémico, podendo se manifestar também na pele.

Figura 8 — Avaliacio de sinais inflamatérios em ratos submetidos a artrite induzida por adjuvante.

&

Figura 8: As setas em destaque representam registros de reacdes inflamatorias em animais induzidos por CFA.
Pata do membro induzido com falanges enrijecidas, membro posterior ndo funcional (A); Nodulos articulares em
patas dianteiras (B); eritema em orelha (C). Fonte: a autora
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5.1.1 Avaliacdo da espessura dos joelhos

A administragdo intra-articular promoveu aumento do edema do joelho esquerdo a
partir do 3° dia como constatado nos estudos de Oliveira et al., (2007), onde a artrite induzida
por CFA inicia entre o 3° e 7° dias ap6s a inoculagdo. Os animais dos grupos induzidos, de
ambos os géneros apresentaram edema. No comportamento nociceptivo, os machos revelaram
diferencas em relagdo as fémeas, observagdes feitas também nos achados de Cai ef al., (2002)
e Cook; Moore (2006) diferentemente de alguns autores, que em seus experimentos
analisaram a severidade da AIA em espécies Holtzman e verificaram que ndo ha diferengas
entre 0s sexos, que tanto machos como fémeas desenvolveram a doenga, com indicadores
clinicos semelhantes ao final do periodo experimental (SWINGLE et al, 1969; WAUBEN et
al., 1994; XAVIER et al., 2012).

A elevagdo maxima ocorreu no 8° dia, 24 horas apds a segunda imunizagiao, em
ambos os grupos induzidos. Diminuindo no 12° dia, com destaque ao grupo que recebeu o
extrato aquoso da Alocasia macrorrhizos (EAAm) com regressao significativa de medidas em
comparac¢do aos demais grupos (Grafico 1), demonstrando que o extrato aquoso da Alocasia
macrorrhizos influiu a reducao do edema articular dos animais induzidos por CFA, testificado
também por Zhang et al., (2008) que a planta que foi utilizada em seu estudo na qual
continha flavonoides também foi eficaz na reducdo do processo inflamatorio e destruicao da

cartilagem em AIA.



33

Grifico 1 — Efeito do tratamento do Extrato Aquoso da Alocasia macrorrhizos na mensuracio dos joelhos
de ratos submetidos a artrite induzida por adjuvante.

54
-+ EAAmM - 100 mg/kg
- |nduzido
CN
44
E
E 3]
o
£
[
L,
S 21
o
=
7
0
(4}
& 14
@
<
04
—1 T T T T T T T vl T T T T
0 3 6 7 9 10 11 12 14 16 19 21
DPI

Grafico 1.— Avaliagdo da espessura do joelho de ratos, fémeas e machos, do grupo CN, grupo Induzido, no qual,
recebeu a injecdo 100 pL de CFA, i.d, na base da cauda e 30 ul de CFA, i.d, intra-articular e administrado 100
pL de PBS por gavagem e grupo Induzido EAAm tratado com 100 mg/kg diluido em 100 uL PBS por gavagem.
*O grupo EAAm obteve redugdo estatisticamente significativa na espessura dos joelhos em comparagdo ao
grupo Induzido (p<0,05). DPI = dia apos a indugdo. Seta tracejada = inicio do tratamento.

5.1.2 Avaliacdo do comportamento nociceptivo pela vocalizagdo

Foi realizada a avaliacdo comportamental através da vocalizagdo emitida pelos
animais visando averiguar a nocicepcdo espontanea, como descrito por Yu et al, (2002) e
Neugebauer et al., (2007). Os animais vocalizam nas faixas audiveis e ultrassonicas. Quando
evocadas por estimulos nocivos, as vocalizagdes audiveis representam uma reagao nocifensiva
(HAN et al., 2005).

As vocalizacdes foram realizadas nos grupos: controle negativo (CN), no grupo
Induzido e no grupo EAAm como demonstrado no Grafico 2. Houve uma tendéncia a um
aumento crescente do numero de vocalizagdes apos a segunda dose de reforco nos grupos
Induzido ¢ EAAm, essa observacdo sugere uma resposta inflamatéria da AIA, que segundo

HAN et al., (2005) a duracdo das vocalizagdes audiveis aumentam no estado de dor artritica.



34

Em adicdo, ap6s o inicio do tratamento com o extrato aquoso do tubérculo da A.
macrorrhizos, houve uma reducdo da frequéncia de vocalizagdo no grupo EAAm comparados

aos demais grupos atestando o potencial efeito anti-inflamatério da A. macrorrhizos.

Grifico 2 — Efeito do tratamento do Extrato Aquoso da Alocasia macrorrhizos na emissio de vocalizacdo
de ratos submetidos a artrite induzida por adjuvante.
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Grafico 2 — Avaliagdo da vocalizagdo de ratos, fémeas e machos através da flexdo e extensdo das patas
posteriores do grupo Controle Negativo, grupo Induzido, no qual, recebeu a inje¢do 100 uL de CFA, i.d, na base
da cauda e 30 pl de CFA, i.d, intra-articular ¢ administrado 100 pL de PBS por gavagem. e grupo Induzido
EAAm tratado com 100 mg/kg diluido em 100 pL PBS por gavagem. Os dados sdo apresentados como a
diferenca entre as médias dos valores medidos das patas. DPI = dia apds a indugdo. Seta tracejada = inicio do
tratamento.

5.1.3 Analise do numero de células do lavado sinovial

Os animais do grupo CN apresentaram na contagem global do lavado sinovial
coletado uma média de 10 células (x10%/ml) conforme demonstrado no Grafico 3. O grupo
experimental Induzido apresentou valores médios superiores, comparado ao CN na contagem
global de células, sendo que, o influxo de leucdcitos ¢ um dos eventos fundamentais para o
desenvolvimento do processo inflamatorio na artrite reumatoide e também por estar envolvido

na destruicao tecidual (GOMES et al., 2013), (TARRANT; PATEL, 2006).
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O grupo induzido e tratado com 100 mg/kg do EAAm apresentou reducao
significativa de células no lavado sinovial comparado ao grupo Induzido (Grafico 3). Sendo
assim, a notavel diminuicdo de células sinoviais pelo tratamento da Alocasia macrorrhizos foi

um efeito positivo.

Grifico 3 — Efeito do tratamento do Extrato Aquoso da Alocasia macrorrhizos em lavado sinovial de ratos
submetidos a artrite induzida por adjuvante.
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Grafico 3 — Andlise do ntimero de células em lavado sinovial em ratos fémeas e machos. O grupo Induzido
recebeu a injecdo 100 pL de CFA, i.d, na base da cauda e 30 pl de CFA, i.d, intra-articular ¢ administrado 100
pL de PBS por gavagem. O Grupo EAAm tratado com 100 mg/kg diluido em 100 pL PBS por gavagem. O
grupo assinalado por um asterisco (¥) obteve reducdo estatisticamente significativa na infiltracdo leucocitaria
intra-articular em comparagdo ao grupo Induzido (p<0,05).

5.1.4 Determinacao de niveis de IFN-y, IL-6, IL-10, IL-12

Com os resultados obtidos verificamos um aumento na producdo das citocinas
pro-inflamatérias IFN-y, IL-6 e IL-12 tanto no soro dos animais (Grafico 4) quanto no
macerado do linfonodo inguinal (Grafico 5). A producdo foi maior no grupo Induzido quando
comparados aos demais grupos. A expressdao destas citocinas nas amostras de ratos tratados
com o extrato aquoso da Alocasia macrorrhizos, foi significativamente mais reduzida quando

comparado ao grupo Induzido, com destaque IFN-y e IL-6, aproximando aos niveis do grupo
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Controle Negativo. A citocina IFN-y apresenta funcdo inflamatoria classica com processo
potencializado pela expressdo da citocina IL-12 (POPE e SHAHRARA, 2012), ambas com
concentracdes elevadas no soro e no macerado do linfonodo (Graficos 4 ¢ 5) dos animais
Induzidos, que estdo geralmente associados com sérios danos estruturais na cartilagem e no
osso (THOME, 2011); (VAN DEN BERG, 2001).

Na artrite a producdo da IL-6 resulta na convocagdo de células inflamatorias
mononucleares, promovendo o recrutamento de células T por meio da regulagdo da secrecao
de quimiocinas durante a inflamacao, contribuindo assim para o desenvolvimento de células B
e a proliferagdo de fibroblastos sinoviais Estes mediadores pré-inflamatérios iniciam e
perpetuam o desenvolvimento da inflamagdo cronica imuno-mediada, levando & destruicao
articular e manifestagdes sist€émicas (SILVA et al, 2011).

Observa-se também o aumento da citocina IL-10 nas amostras do soro do que nos
dos linfonodos inguinais dos animais em todos os grupos (Graficos 4 ¢ 5). A IL-10 ¢
produzida por monocitos, macrofagos, células B e células T que corresponde a citocina

marcadora de atividade anti-inflamatoéria (CAMPO et al.,, 2011); (CHOY; PANAYI, 2001).

Grafico 4 — Efeito do tratamento do Extrato Aquoso da Alocasia macrorrhizos sobre a producio de
citocinas em soro de ratos submetidos a artrite induzida por adjuvante.
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Grafico 4 — Dosagem das citocinas IFN-y, IL-6, IL-12 e IL-10 (painés A-D, respectivamente) em amostra de
soro, empregando Kits de Elisa (BD Biosciences). O grupo assinalado por um asterisco (*) obteve reducdo
estatisticamente significativa no aumento das citocinas pro-inflamatorias em comparagdo ao grupo Induzido
(p<0,05).
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Griafico 5 — Efeito do tratamento do Extrato Aquoso da Alocasia macrorrhizos sobre a producio de
citocinas em linfonodo inguinal de ratos submetidos a artrite induzida por adjuvante.
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Grafico 5 — Dosagem das citocinas IFN-y, IL-6, IL-12 e IL-10 (painés A-D, respectivamente) em linfonodo
inguinal, empregando Kits de Elisa (BD Biosciences). O grupo assinalado por um asterisco (*) obteve redugéo
estatisticamente significativa no aumento das citocinas pro-inflamatérias em comparagdo ao grupo Induzido
(p<0,05).

5.1.5 Anadlise Histopatologica

ApoOs eutanasia, os joelhos dos animais foram seccionados e a regido anterior da
articulacdo tibiofemoral foi exposta para andlise macroscOpica na cartilagem articular,
conforme demonstrado na Figura 9.

Como exemplo, os joelhos do animal pertencente ao grupo Induzido (Figura 9),
apresentaram aumento da espessura, com destaque o joelho esquerdo, no qual, recebeu a
inoculacdo do CFA intra-articular, com presenga de lesdo condral e hipotrofia ao passo que os
joelhos do grupo EAAm, observou uma preservacdo do membro e o membro induzido mais

corado em relagdo ao grupo ndo tratado.
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Figura 9 — Comparativo entre os joelhos em ratos, do grupo CN, Induzido e EAAm apés incisdo na regiao
anterior do joelho. D = Direito e E=Esquerdo.

Induzido

Fonte: a autora.

Apoés a coleta, as articulacdes dos joelhos foram preparadas e coradas com
hematoxilina-eosina para analise microscopica.

Assim, foi possivel observar que os animais do grupo Induzido apresentaram
edema articular, alteragdes na morfologia do joelho, ainda desenvolveram expressiva
inflamacdo na membrana sinovial, com acentuada degradacdo da cartilagem observada pela

presenca de intensa reagdo inflamatéria na cavidade articular (Figura 11 — Induzido a) e
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formac¢do de novos vasos (Figura 11 — Induzido b), manifestagdes que precedem as alteragcdes

articulares também observadas por Oliveira et al., (2007) e Menezes (2013).

Figura 11 — Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos da articulacio tibiofemoral de animais
Controle Negativo (a, b), Induzido (a, b) apés injecdes de CFA.

-'w-."::g" B 7
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Figura 11 - Amostras histologicas das articulagdes tibiofemoral esquerdas. As amostras foram retiradas de um
animal ndo induzido CN a (aumento de 40X) e CN b (400X), plano com tecido muscular, tecido conjuntivo
frouxo e tecido cartilaginoso. E Induzido a (40X) e b (400X), com influxo inflamatério linfomononuclear e

vasos neo-formados (Induzido b — 400x).

— = -

A inflamacdo da membrana sinovial ocorre por hiperplasia da camada interna,
com uma grande proliferacdo de células, neoangiogénese, e infiltrado inflamatorio (VAN DE
SANDE; BAETEN, 2016) como representada na Figura 12, onde verifica-se na amostra
histologica PBS (a) a formagdo grave de pannus, destruicdo da cartilagem e erosdo Ossea,
alteragdes como essas também constatada por Cai et al., (2006) .

Ja no grupo Induzido e tratado com o extrato da planta EAAm (b), houve uma

atenuacdo do processo inflamatério com preservacdo da matriz cartilaginosa e trabéculas.
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Portanto, essa diferenga revela-se um efeito positivo do extrato do tubérculo da Alocasia

macrorrhizos em modelo experimental de artrite reumatoide.

Figura 12 — Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos da articulacio tibiofemoral de animais
Induzido e tratado com PBS e Induzido e Tratato com EAAm.

Figura 12 - Amostras histologicas das articulagdes tibiofemorais esquerdas. Animal induzido e tratado com PBS
(PBS a) e animal induzido e tratado com o Extrato Aquoso da Alocasia macrorrhizos (EAAm b). Ambas
imagens com aumento de 40X. No grupo EAAm houve menor expansdo da membrana sinovial na cavidade
articular, com tecidos matriz cartilaginosa melhor delimitada em comparag@o ao grupo induzido e tratado com
PBS (a), no qual, a invasdo da sindvia e erosdo da cartilagem foi mais pronunciada.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, foram avaliados os efeitos do extrato aquoso da Alocasia
macrorrhizos em Artrite Induzida por Adjuvante.

O modelo AIA foi reprodutivel neste estudo, todos os animais, fémeas e machos
apresentaram artrite.

Em conclusdo, o extrato aquoso do tubérculo da Alocasia macrorrhizos
demonstrou potencial agdo anti-inflamatéria, sendo evidenciado principalmente pela
atenuacdo do edema, a partir da mensuragdo da espessura dos joelhos, através da redugdo da
frequéncia de vocaliza¢do no grupo EAAm comparados aos demais grupos, pela reducdo do
numero de leucocitos do lavado sinovial, pela dosagem de citocinas comparado quanto aos
grupos tratados e ndo tratados e nas amostras histoldgicas, no qual, o grupo tratado com a
planta apresentou uma menor robustez do pannus, caracteristicas estas que estdo envolvidas
tanto na inflamacao, quanto na destruigado tecidual.

Esta investigacao pode ser utilizada como suporte cientifico a futuras pesquisas e
desenvolvimentos de novos farmacos, considerando a potencialidade desta planta medicinal

no tratamento da artrite reumatoide.
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