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RESUMO

Palavras-chave: Tripsina, artrite, nervo vago, vias descendentes
inibitorias.

A artrite reumatoide ¢ uma doenca autoimune que em Sseu curso pode
causar inatividade do paciente e leva-lo a 6bito. Acredita-se que 1,5% da
populacdo mundial seja afligida pela doenca, que ndo tem cura e 0s
tratamentos disponiveis nos dias de hoje além de terem alto custo,
podem causar efeitos adversos graves, limitando o tratamento da
doenca. A pesquisa em busca de medicamentos com menos efeitos
adversos e de custo acessivel faz-se entdo necessaria. O presente estudo
mostrou que a tripsina administrada em ratas pela via oral na dose de
2,95mg/Kg foi capaz de diminuir a dor e a inflamac&o articular em um
modelo de artrite induzida por CFA, e que uma Unica administracdo foi
capaz de manter o efeito antiartritico durante os 7 dias de avaliag&o.
Animais vagotomizados nado tiveram melhora do quadro artritico apos a
administracdo da tripsina na mesma dose anterior, indicando um papel
vagal na atividade da enzima. Da mesma forma, a tripsina ndo teve
efeito quando administrada em animais que receberam injecao intratecal
das neurotoxinas 6-OHDA e 5,7-DHT. Esse resultado sugere o papel das
vias descendentes inibitorias noradrenérgicas e serotoninérgicas,
respectivamente, na aclo da tripsina. As vias descendentes inibitdrias
monoaminérgicas ndo somente podem diminuir a nocicepgdo, como
também, a partir da inibico do reflexo da raiz dorsal, seria capaz de
controlar a inflamacdo articular. O presente trabalho propde, entdo, que
a ativacdo vagal seguida da liberagdo de monoaminas na medula pela
via descendente inibitéria compdem o mecanismo de acdo da tripsina
via oral, que pode ser considerada como uma alternativa de tratamento
para doengas inflamatorias crénicas como a artrite reumatoide. Por
extensdo, esse trabalho sugere que ativadores orais de aferéncias do
nervo vago subdiafragmatico, e no absorviveis, podem ser um novo
ramo para o desenvolvimento de farmacos com menos efeitos colaterais.






ABSTRACT

Keywords: Trypsin, arthritis, vagus nerve, descending inhibitory
pathways.

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease that can cause
severe physical incapacity or even involve several organs other than
joints, eventually leading to death. RA affects 1.5% of the world’s
population, it has no cure, and the current medical treatment can cause
severe adverse effects, or may be highly expensive. In such context, the
research for new drugs with lower side effects and accessible price is
needed. The present work showed that orally administered trypsin in
female rats was able to reduce the nociception and the articular
inflammation in a model of CFA-induced arthritis. These effects could
be observed throughout the 7-day period of evaluation. Animals
underwent subdiafragmatic vagotomy did not show the improvement of
the arthritic parameters after trypsin administration, suggesting the vagal
mediation of trypsin effect. Likewise, trypsin had no effect in rats which
received intrathecal injection of the neurotoxins, 6-OHDA and 5,7-
DHT, suggesting the involvement of descending noradrenergic and
serotonergic ~ bulbo-medullar ~ projections,  respectively.  The
monoaminergic descending inhibitory pathway may be responsible for
both antinociception and anti-inflammatory effects. Thus, the present
work proposes that oral trypsin may cause vagal activation, which is
followed by the activation of descending inhibitory pathways. Such
mechanism may lead to a novel approach for the treatment of pain and
inflammation that do not need to be absorbed, thus producing less side-
effects.






Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

Fig.
Fig.

Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

WM

o 01

10

11

12

13

14

15

16

17

18

LISTA DE FIGURAS

Terminal axonal vagal e seus receptores...........ccocvvveneene.
llustracdo do Reflexo da raiz dorsal...........cccccovcvvvrrnnnne.
Esquema de ativacdo do receptor PAR-2..........ccccccuveneene.
Aparelho para avaliacdo da incapacitacdo articular e
sapatilna metalica...........ccoeevvereieinrcie e
Foto ilustrativa da medida do didmetro articular.............
llustracdo esquematica do local da dissecacdo do nervo
vago e local da incis@o da cirurgia.........cccoevvevrvevenennnn
Diagrama do local da incisdo e foto ilustrativa da
iNjecao intratecal..........ccoviieiiieiice e,
Efeito da tripsina via oral na incapacitacdo e no
dIAMELro ArtiCUlar.........cccoveviiereece e
Efeito da tripsina via oral nas contagens total e
diferencial de leucécitos no liquido sinovial....................
Perfil de resposta da vagotomia subdiafragmatica na
incapacitagdo e no didmetro articular...........c.c.cocevvrveennnn.
Perfil de resposta da vagotomia subdiafragmatica nas
contagens total e diferencial de leucécitos no liquido
SINOVIAL.....coviiiciicccc e
Bloqueio do efeito da tripsina via oral pela vagotomia
na incapacitacdo e no didmetro articular..............c..........
Bloqueio do efeito da tripsina via oral pela vagotomia
nas contagens total e diferencial de leucdcitos no
1iQUIdO SINOVIAL.......ccceierciie e
Perfil de resposta das neurotoxinas 6-OHDA e 5,7-DHT
na incapacitacao e no edema articular...........cc.cccoocevenennes
Perfil de resposta das neurotoxinas 6-OHDA e 5,7-DHT
nas contagens total e diferencial de leucdcitos no
1iQUIdO SINOVIAL.........ccoiiiici e
Antagonismo do efeito da tripsina via oral pelas
neurotoxinas 6-OHDA e 5,7-DHT na incapacitacéo e no
edema articular............c.coeveveeiieiice e
Antagonismo do efeito da tripsina via oral pelas
neurotoxinas 6-OHDA e 5,7-DHT nas contagens total e
diferencial de leucocitos no liquido sinovial....................
Esquema demonstrativo do mecanismo de agdo da
LUE 011 - S

34
35

37

38

49

50

52

53

56

57

59

60

62

63

76






vii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Lista de farmacos, dose, via de administragdo e veiculo........ 32






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5,7-DHT - 5,7-dihidroxitriptamina

6-OHDA — 6-hidroxidopamina

AIA — artrite induzida por antigeno

AINE’s — anti-inflamatorios néo esteroidais

CFA — Adjuvante completo de Freund, do inglés complete Freund’s adjuvant
COX - ciclooxigenase

DA — didmetro articular

DMARD - disease-modifying antirheumatic drugs

EPM — erro padrdo da média

EULAR — European League Agaist Rheumatism

FDA — Food and Drug Administration - USA

IASP — International Association for the Study of Pain

IL — interleucina

NTS — ndcleo do trato solitario

PAD - despolarizacdo do aferente primario, do inglés primary afferent
depolarization

PAG — matéria cinzenta periaquedutal, do inglés periaquedutal grey matter
PAR-2 — receptor ativado por protease tipo 2, do inglés protease-activated
receptor-2

RRD - reflexo da raiz dorsal

TEP — tempo de elevacéo de pata

TGI - trato gastrointestinal

TMB - taxa metabdlica basal

TNF — fator de necrose tumoral, do inglés tumor necrosis factor

Trip — tripsina






1 INTRODUCAO

1.1 Artrite Reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doencga auto-imune cronica que
se inicia em articulagdes, mas pode se transformar em uma doenga
sistémica. E caracterizada pela inflamag&o das articulagdes, hiperalgesia
sinovial, infiltracdo de células inflamatdrias e angiogénese, aumentando
a vascularizacdo articular (Lee e Weinblatt, 2001).

Inicialmente ha a formacdo de um edema articular, seguida de
hiperalgesia causada por sinoviécitos tipo fibroblastos e ainda a
infiltracdo de células B e T, macrdéfagos e plasmécitos. A formagdo do
pannus, tecido sinovial invasivo formado principalmente por
fibroblastos e células mononucleares, leva a perda de tecido ésseo e
cartilaginoso pelo aumento da expressdo de enzimas proteoliticas, que
permitem a penetracdo do pannus na cartilagem (Shiozawa, Shiozawa e
Fujita, 1983).

A causa da AR ainda é desconhecida, mas se acredita que tanto
fatores genéticos quanto fatores ambientais, juntamente com reacdes
autoimunes sistémicas mediadas por células T, precipitam uma cascata
de alterages imunoldgicas, dando inicio & patologia (Melzack e Wall,
2006). Varios mediadores inflamatérios participam da patogénese da
artrite reumatoide, como o fator de necrose tumoral tipo alfa (TNF-o) e
a interleucina 1-beta (IL-1B), que ndo somente estdo envolvidas no
desenvolvimento da doenga, como na sua manutencdo da mesma
(Cvetkovic et al., 2002). De forma sinérgica, TNF-a e IL-1B estimulam

a proliferacdo celular na articulacdo, a producdo de prostaglandinas, a



expressdo de metaloproteinase e a liberagdo de mais citocinas (Lee e
Weinblatt, 2001; Dayer, Beutler e Cerami, 1985).

As metaloproteinases sdo enzimas que remodelam e destroem a
matriz extracelular. Em cultura de sinovidcitos foi mostrado que TNF-a
e IL-1p induzem a producdo das metaloproteinases e também ja é
descrito na literatura que altos niveis de atividade das metaloproteinases
contribuem para a degradacdo dos tecidos 6sseo e cartilaginoso articular
(Martel-Pelletier et al., 1994).

Os sintomas da AR frequentemente alcancam a articulacdo
contralateral, dando uma caracteristica de simetria para a doenca, e
outras articulagdes proximas, podendo também ter envolvimento
sisttmico, resultando em obito (Khurana e Berney, 2005). As
articulacbes pequenas, como as das maos, pés, tornozelos, joelhos e
pulsos, desenvolvem a doenca mais facilmente, e em formas mais
severas da doenca mais de 20 articulagbes podem estar envolvidas
(Harris, Schur e Maini, 2006).

O pico da incidéncia da AR acontece entre as idades de 40-60
anos, e a artrite acomete 1% a 1,5% da populacdo mundial, tendo
predominéncia no sexo feminino, onde a razdo de mulheres:homens em
tratamento é de 2-4:1 (Silman, 2001). Dados da Organizacdo Mundial de
Salde mostram que a artrite estd em quarto lugar no quesito de causas
globais mais importantes de inaptiddo de mulheres e em oitavo lugar
quando se trata de homens (Murray e Lopez, 1997).

A Portaria n°66 de 2006 do Ministério da Salde leva em
consideragdo os seguintes itens como marcadores da atividade da

doenca:



e Avaliacdo dos sintomas e estado funcional (graduacdo da
dor articular, rigidez matinal e severidade da fadiga);

e Avaliacdo do envolvimento articular e manifestacdes
extra-articulares (envolvimento articular: edema, dor,
perda de movimento e deformidade; manifestacGes extra-
articulares: febre, nauseas, anorexia e perda de peso);

e Testes laboratoriais para Proteina C reativa e velocidade
de eritrossedimentacdo, ambos marcadores inespecificos,
mas que refletem o grau de inflamag&o sinovial,

e Técnicas de imagem como radiografias, ressonancia
nuclear magnética e ultra-sonografia de alta resolucéo,
gue podem identificar o dano, assim como acompanhar o
seu desenvolvimento.

As queixas predominantes dos pacientes acometidos por AR sdo
dor e rigidez articular, provocada pelo inchaco das articulagdes,
limitando o movimento desta articulagdo pelo paciente, se tornando um
dos principais prejuizos causados pela doenca. Essa limitacdo do
movimento é piorada pelo processo de enfraquecimento muscular,
também encontrado em pacientes artriticos (Khurana e Berney, 2005).

De acordo com a EULAR (European League Against
Rheumatism), o tratamento ideal para um paciente com artrite é uma
combinagdo de tratamentos farmacol6gico (analgésicos e anti-
inflamatdrios ndo-esteroidais, entre outros) e nao-farmacoldgico

(educacao, exercicios, mudanca de estilo de vida) (Jordan et al., 2003).



1.1.1 Farmacoterapia para a Artrite Reumatoide

Os principais medicamentos usados no tratamento da artrite
reumatoide nos dias de hoje sdo os anti-inflamatérios ndo-esteroidais, 0s
farmacos modificadores do curso de doencas (DMARD), os

corticosteroides e 0s mais recentes farmacos anticitocinas.

« Anti-inflamatoérios ndo-esteroidais

Os anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINEs) tém sua agdo
terapéutica a partir da inibicdo das ciclooxigenases (COX’s) (Vane,
1971), enzimas que, em uma atividade catalitica de duas etapas,
transformam o &cido araquid6nico em prostandides. Existem dois tipos
de COX bem descritas na literatura, a COX-1 e a COX-2.

A COX-1 é expressa de forma constitutiva na maioria dos
tecidos, em um nivel constante, e tem um papel geral de manutenc¢éo do
organismo. Os efeitos adversos deletérios dos inibidores da COX-1
permitiram a deducéo dos efeitos fisiol6gicos desta enzima. A producéo
de prostaciclina pelas células do Trato Gastrointestinal protege a mucosa
destes 6rgédos e a producdo de tromboxano A, nas plaquetas aumenta a
agregacdo plaquetéria, por exemplo. A COX-2 tem sua expressao
induzida em um processo inflamatério. Estimulos como citocinas pro-
inflamatdrias induzem COX-2, e citocinas anti-inflamat6rias diminuem
esta inducdo. A COX-2 origina, entdo, prostandides mediadores da
inflamac&o, levando a acreditar que a acdo anti-inflamatéria dos AINEs
seja principalmente por inibicdo da COX-2, enquanto os efeitos

adversos se originam, substancialmente, da inibigdo de COX-1 (Vane e



Botting, 2001; Vane, Bakhle e Botting, 1998). A maioria dos AINEs
inibem ambas as enzimas, embora se diferenciem pelo grau de inibicdo
de cada isoforma.

Farmacos que inibem a COX-1 e sdo amplamente utilizados na
artrite sdo o diclofenaco, ibuprofeno, indometacina e tenoxicam. Nos
pacientes artriticos, o uso de AINEs produz um 6timo efeito no alivio da
dor e da inflamacdo. S&o eficazes tanto via oral quanto em uso tépico
(Grace et al., 1999; Dickson, 1991), porém as ulceracbes gastricas,
danos renais e disfuncdo plaquetaria sdo os principais efeitos adversos
dessas drogas, 0 que faz com que o tratamento da artrite com esta classe
seja diminuido.

Os Coxibes, AINEs que inibem seletivamente a ciclooxigenase-2
(COX-2), como o celecoxibe e o etoricoxibe, se tornam uma opg¢éo de
tratamento melhor, j4 que tem a mesma eficacia analgésica e
antiinflamatéria (McKenna et al., 2001), sem promover os danos para 0
trato gastrointestinal (Boers, 2001). Porém, os coxibes facilitam
acidentes trombo-embdlicos. A inibi¢do da COX-2 diminui a producéao
de prostandides envolvidos na inflamacgéo, porém tem pouco efeito nas
plaquetas, permitindo que estas ainda produzam TXA,, que leva a
agregacdo plaquetaria e posterior formacdo de trombos (Weir, et al.,
2003). Este grave efeito adverso fez com que 0s poucos representantes
desta classe no mercado passassem a ser vendidos com receituario
especial e somente sdo receitados a pacientes para 0s quais o tratamento
com inibidores da COX-1 traria sérios riscos gastrointestinais e, mesmo
assim, somente apds avaliagdo de risco cardiovascular. Além de seus
efeitos adversos, os AINEs ndo inibem a progressdo da doenca, 0 que

torna seu uso ineficaz ao longo do tempo.



«»» Glicocorticoides

Os corticosteroides, ou glicocorticoides, ativam receptores
intracelulares especificos para glicocorticoides, pertencentes a
superfamilia de receptores nucleares. Os receptores nucleares em seu
estado ndo-ligado, ou de repouso, se encontram no citoplasma e fazem
parte de um complexo de proteinas que incluem as proteinas chamadas
proteinas do choque térmico (heat shock proteins; HSP). Apoés a ligacéo
do corticosteroide, o receptores se dissocia das HSP’s, sofre uma
mudanga conformacional e expde um dominio ligante de DNA que, ao
alcancar o nicleo, é capaz de induzir ou reprimir a transcricdo génica a
partir de diversos mecanismos possiveis (Rang e Dale, 2007; Wilkens,
1995).

Os glicocorticoides sdo, em sua maioria, anti-inflamatoérios e
imunossupressores. Eles sdo capazes de diminuir a transcrigdo dos genes
de citocinas tanto na fase de indugdo quanto na fase efetora da resposta
imunoldgica (Schacke, Docke e Asadullah, 2002). Por este motivo, 0
uso crénico de glicocorticoides como a hidrocortisona, prednisolona,
dexametasona e betametasona, pode suprimir uma resposta a infecgdes e
lesGes, permitindo a incidéncia de uma infeccdo oportunista, tornando a
supressdo imunolégica um dos seus efeitos adversos. Os efeitos
adversos dos glicocorticoides surgem a partir de seu uso sistémico
prolongado.

Outros efeitos adversos que podem ocorrer com 0 uso prolongado
de glicocorticoides sdo: prejuizo na cicatrizacdo de lesdes, ulceracGes
pépticas, desequilibro no balanco eletrolitico, insuficiéncia supra-renal

se o0 tratamento for interrompido abruptamente, possivel diabetes e



atrofia e fraqueza muscular, além da Sindrome de Cushing (paciente
adquire uma fisionomia caracteristica com face em lua cheia e aumento
da gordura abdominal e corcova. H4 também aumento da pressao
arterial, euforia, catarata, esquimoses e necrose avascular).

O principal efeito adverso dos glicocorticoides, ainda assim, € a
osteoporose. O risco de fraturas € a principal limitacdo do tratamento de
longo prazo, e acontece por diminuicdo da densidade dssea, reducéo da

fungdo dos osteoblastos e aumento da atividade dos osteoclastos.

< Imunossupressores e  Farmacos  Anti-reumatoides

Modificadores da Doenca

Além dos glicocorticoides, outros farmacos imunossupressores
tem efeito antiartritico, como a ciclosporina A, a azatioprina e a
leflunomida, principalmente. Todos estes diminuem a resposta imune do
paciente pela diminuicdo da producdo de citocinas, proliferacdo de
células T e a inibi¢do da sintese de purinas e pirimidinas (Morris, 1995),
porém sdo todas citotoxicas, podendo causar insuficiéncia hepatica,
hipertensdo e nefrotoxicidade. Algumas referéncias didaticas divergem
guanto a classificacdo destes medicamentos, e os classificam como
DMARD:s.

Os farmacos modificadores do curso de doencas (DMARD) sdo
imunomoduladores que consistem de alternativa para os AINEs, ja que
estes sdo capazes de melhorar os sintomas e reduzir a atividade da
doenca a partir da reducdo da degradagdo articular, retardando a
progressdo da doenca, de forma que sdo tidos hoje em dia como
primeira escolha de tratamento (Mota et al., 2012). Os DMARDs



diminuem sintomas como dor e inchago articular e duragdo e severidade
da rigidez matinal, diminuem marcadores inflamatérios, melhoram o
estado funcional da articulacdo e retardam a progressao radioldgica da
doenca. Eles formam um grupo heterogéneo de agentes terapéuticos
com estruturas quimicas ndo relacionadas e mecanismos de agdo
diferentes.

Os principais DMARDs sdo0 o metotrexato, sulfassalazina,
cloroquina e compostos de ouro. Bonderson, em 1997, fez uma revisdo
sobre os provaveis mecanismos de acdo dos DMARDs. O metotrexato é
um antagonista do 4&cido fdlico e tem atividade citotdxica e
imunossupressora; a sulfassalazina remove metabolitos tdxicos do
oxigénio produzidos por neutrofilos; acredita-se que o efeito da
cloroquina venha da inibicdo da sintese protéica e de RNA e DNA; por
fim, os compostos de ouro tém seu efeito terapéutico pela inibicdo da
inducéo de IL-1 e TNF-q.

Os efeitos adversos desta classe comecam por ulceracfes bucais e
seguem com distarbios gastrointestinais, toxicidade ocular, cirrose
hepética e anormalidade hematol6gica, podendo aparecer em até 40%
dos pacientes. Os DMARDs também tem a desvantagem de
normalmente serem utilizados como terapia combinada junto com
AINEs (Haibel e Specker, 2009), o que faz com que apareca efeitos

adversos de ambas as drogas.

«» Farmacos Anti-citocinas

Por fim, os farmacos para o tratamento da artrite reumatoide mais

recentes no mercado sdo os farmacos que blogueiam seletivamente as



citocinas TNF-a e IL-1B. Sdo conhecidos como biofarmacos, pois sdo
anticorpos frutos de engenharia recombinante, isto é, produzidos
artificialmente a partir de genes clonados e outras proteinas, e
representam um avanco no ambito do tratamento de inflamacdes
cronicas (Choy e Panayi, 2001; Carterton, 2000). Os principais
representantes desta classe séo: infliximabe, adalimumabe, etanercerpt e
anaquinra. O infliximabe e o adalimumabe sdo anticorpos artificiais
combinando partes da imunoglobulina de camundongos e de humanos
(moléculas quiméricas) para evitar a sua rejeicdo pelo nosso organismo.
O etanercept € uma combinagdo da forma soltvel do receptor de TNF-a
ligada ao fragmento Fc das imunoglobulinas (parte comum dos
anticorpos). Por causa da por¢do Fc, o etanercept pode se ancorar nos
tecidos, aumentando sua permanéncia no organismo. O etanercept se
liga fortemente a0 TNF-o e inibe seus efeitos bioldgicos (Maini e
Taylor, 2000). J& o anaquinra funciona como antagonista da IL-1B. Na
verdade, trata-se de um antagonista natural do organismo humano, o IL-
1RA, produzido por clonagem em E. coli. Este se liga com alta
afinidade aos receptores da citocina, presentes na célula, impedindo a
ligacdo da mesma aos seus receptores.

Ambas as citocinas citadas sdo pro-inflamatdrias e importantes
para a formacg&o da artrite. O uso desses farmacos pode nédo s6 melhorar
a doenca como inibir o dano articular (Suresh, 2010; Maini e Taylor,
2000). As principais desvantagens dessa terapia sdo duas: a
susceptibilidade do individuo a infeccdes novas por supressdo do
sistema imunoldgico, e o alto custo de tratamento, ja que a producéao

destes medicamentos, além de dificil, tem custo elevado, aumentando
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seu preco e limitando sua utilizagdo clinica para pacientes que nédo
respondem adequadamente a outras terapias (Schoels et al., 2010).
Tendo em vista o descrito acima, a falta de um tratamento que
seja eficaz, com poucos efeitos adversos, ou efeitos adversos menos
graves, e/ou o alto custo das medicagdes disponiveis para tratamento da
artrite reumatoide atualmente, torna necessaria a pesquisa por novas
estratégias farmacoldgicas ou ndao farmacoldgicas para o tratamento da

doenca.

1.2 O Nervo Vago

No contexto de se buscar novas estratégias para o tratamento da
artrite reumatoide que minimizem os efeitos colaterais dos farmacos
tradicionais e maximizem seus efeitos terapéuticos, recentemente tem
aparecido a estimulagdo vagal como possibilidade.

O nervo vago é o décimo par de nervos cranianos e se
caracteriza como a principal inervacdo das cavidades torécica e
abdominal (Berthoud e Neuhuber, 2000). O nervo se divide em
aferéncia e eferéncia ao passar pelo foramen jugular e a partir de entdo
diversos ramos sdo originados até que o vago alcance sua porcao
abdominal, ou porcdo subdiafragmética. O nervo vago é também o
principal condutor periférico do Sistema Nervoso Autbnomo
Parassimpatico, responsavel por 75% deste (Guyton e Hall, 2000).

O Sistema Parassimpatico é conhecido como o sistema que
controla as fungdes corporais de repouso e digestdo, momento em que o
corpo repde suas energias. Seus neurdnios pré-sindpticos sdo originados

no tronco cerebral e nos segmentos medulares sacrais S2-S4 e seus
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neurdnios po6s-ganglionares se encontram nos ganglios parassimpaticos,
geralmente proximo aos seus Orgdos ou tecidos alvo. O
neurotransmissor do sistema parassimpatico € a acetilcolina, que €
liberada tanto pelos neurbnios pré-ganglionares quanto pos-
ganglionares. A liberacdo de acetilcolina pelos neurbnios pré-
ganglionares é capaz de ativar receptores colinérgicos nicotinicos na
membrana do neurbnio poés-ganglionar. Os receptores colinérgicos
nicotinicos s3o canais idnicos permeéveis a céations (Na*, K™ e Ca*) que
despolarizam a membrana da célula em que se encontram, excitando-a.
No entanto, a transmissdo colinérgica ganglionar € comum tanto para o
sistema parassimpatico quanto para o sistema simpatico, fazendo com
gue a manipulacéo farmacolégica desse tipo de receptor nicotinico afete
ambas as divisdes do Sistema Nervoso Autdnomo (Guyton e Hall,
2000).

A porcédo subdiafragmatica do nervo vago se divide em nervo
vago subdiafragmatico ventral e nervo vago subdiafragmatico dorsal. O
nervo vago subdiafragmatico ventral se subdivide ainda nos ramos
hepatico, gastrico anterior e celiaco anterior (ou acessorio), enquanto o
nervo vago subdiafragmatico dorsal se subdivide nos ramos gastrico
posterior e celiaco posterior, inervando, assim, todo o abdémen e o trato
gastrointestinal (TGI).

As aferéncias vagais no TGI sdo encontradas comumente nas
camadas musculares, no plexo mientérico e na lamina propria da
mucosa dos 6rgdos que inervam, estruturas com a qual os terminais
axonais vagais estdo intimamente interligados, possibilitando a deteccéao
de substancias como horménios, peptideos e nutrientes, principalmente

pelas aferéncias vagais encontradas no intestino.
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A ativacdo de aferentes viscerais pode se dar em trés processos
diferentes. O primeiro processo €& por ativacdo direta, geralmente
envolvendo canais i6nicos, e esse processo pode funcionar como uma
via de sinalizacdo sensorial discreta, onde a aferéncia visceral responde
de forma secundaria ao estimulo apés a liberacdo de um mediador pela
célula sensorial primaria, ou ainda como um modulador indiscriminado
da sensibilidade visceral, caso que acontece em situagfes de inflamacéo
ou injdria (Kirkup, Brunsden e Grundy, 2001).

O segundo processo se caracteriza por uma sensibilizacdo, que
pode acontecer na auséncia de uma estimulacdo direta, mas que
normalmente resulta em uma hiperexcitabilidade tanto a estimulos
guimicos quanto a estimulos mecanicos. Por fim, o terceiro processo se
da pela modificacdo do fenétipo da aferéncia, como, por exemplo,
alteragdes na expressdo de canais e receptores presentes na aferéncia
(Kirkup, Brunsden e Grundy, 2001). N&o somente os sinais quimicos
podem estimular as aferéncias viscerais, como também sinais
mecanicos, por exemplo, ja que nessas aferéncias sdo encontrados
mecanoceptores,  termoceptores e  osmoceptores, além  dos
quimioceptores (Berthoud e Neuhuber, 2000).

Desta forma, substancias que alcancem o limen dos 6rgdos do
TGI podem ativar receptores presentes nas terminacdes periféricas
luminais das aferéncias viscerais. Considerando principalmente os
quimioreceptores, diversas substancias podem ser capazes de
despolarizar ou sensibilizar o nervo vago a partir da ativacdo da vasta
gama de receptores encontrados em seus terminais axonais periféricos
(Fig. 1) (Kirkup, Brunsden e Grundy, 2001; Berthoud e Neuhuber,
2000).
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Logo, qualquer agonista ou antagonista de algum dos receptores
encontrados nas aferéncias vagais pode modular farmacologicamente as
funcBes do nervo vago, desde as fungdes de motilidade e controle de
ingestéo alimentar, até as fung¢fes imunoprotetoras e antinociceptivas. A
ativacdo vagal por sinais do sistema imune (citocinas pro-inflamatérias),
por exemplo, funciona como um aviso para o sistema nervoso central de
gue um processo patologico estd acontecendo nas visceras (Watkins,
Maier e Goehler, 1995), o que levou pesquisadores a desenvolver a tese
de que o nervo vago subdiafragmatico € uma importante interface neural

entre o sistema imune e o cérebro (Goehler et al., 2000).
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Fig. 1: Terminal axonal vagal presente no Trato Gastro-intestinal e seus
receptores. Os receptores dos terminais axonais podem despolarizar ou
sensibilizar o nervo vago, dando inicio a uma resposta neuronal. Figura
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1.2.1 O Nervo Vago e a Inflamagéo

Os processos protetores iniciados pelo nervo vago sdo capazes
de controlar a inflamacgdo (van der Zanden, Boeckxstaens e De Jonge,
2009; Borovikova et al., 2000a) a partir da estimulagdo de um reflexo
anti-inflamatorio colinérgico (Van der Zanden, Boeckxstaens e Jonge,
2009).

A estimulacdo do nervo vago, que é a principal inervacdo do
Sistema Nervoso Auténomo Parassimpatico, inicia um reflexo vago-
vagal anti-inflamatdrio, conhecido como reflexo anti-inflamatério
colinérgico. O nervo vago libera acetilcolina de forma direta, pelas
eferéncias vagais, ou indireta, provocando a liberagdo de acetilcolina nas
sinapses pré-ganglionares de neur6nios catecolaminérgicos, ativando o
nervo esplénico situado de forma pds-ganglionar, que alcanga o baco e
provoca a liberagdo de acetilcolina (Rosas-Ballina et al., 2008; Huston et
al., 2006). A acetilcolina liberada age em seus receptores nicotinicos
presente em macrdfagos e outras células de sistema imunoldgico,
diminui a producdo e liberacdo de citocinas e controla o processo
inflamatdrio (Wang et al., 2003; Borovikova et al., 2000).

Recentemente tem-se demonstrado o envolvimento do nervo
vago na resolugdo do quadro de artrite reumatoide. Dados da literatura
mostram que a estimulagdo do nervo vago pode amenizar o curso da
artrite, diminuir a producdo e a liberacdo de citocinas e outros
mediadores da doenca e ainda inibir a formacdo do edema articular em
ratos (Li et al., 2010; van Maanen et al. 2009a,b; Zhang et al., 2008),

muitos desses efeitos acontecem a partir da ativacdo de receptores
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nicotinicos encontrados em macréfagos e outras células do sistema
imunoldgico presentes na sindvia.

Apesar de ndo haver inervagdo parassimpatica na articulagéo,
dados da literatura mostram que o0s receptores nicotinicos responsaveis
pelo efeito anti-inflamatorio relatado sdo expressos em tecido sinovial e
nos sinoviocitos tipo fibroblastos (Van Maneen et al., 2009b), e ainda
foi descrito a presenca de um sistema colinérgico ndo-neuronal em
células sinoviais humanas, onde células tipo mononucleares e
sinovidcitos tipo fibroblastos expressam, em grande ndmero, colina-
transferase, enzima que transforma colina em acetilcolina, indicando que
a acetilcolina pode ser produzida nessas células (Grimsholm et al.,
2008). De toda forma, a acéo colinérgica ndo precisa ser diretamente na
articulagdo, podendo ser regulada pelo timo e o bago, que irdo modular a
fungdo de linfdcitos, plasmdcitos e macrdfagos, afetando a inflamacéo
na articulacdo artritica.

Todos os estudos sobre a acdo da acetilcolina na resolucdo da
artrite foram feitos com nicotina, principal agonista nicotinico, e um
agonista nicotinico sintético, o AR-R17779 (Van Maneen, 2009a).
Porém a nicotina somente é usada na clinica para auxiliar pessoas a
pararem de fumar, pois seus efeitos sdo principalmente ganglionares e
desencadeiam respostas periféricas complexas, e o composto AR-
R17779 ainda é usado somente de forma experimental e ndo é
considerado como uma opg¢do de tratamento. Também foram feitas
pesquisas com o composto CNI-1493, que tem alta capacidade de
estimular o nervo vago e iniciar o reflexo anti-inflamatério colinérgico,
e seus efeitos foram vistos inclusive em modelo experimental de artrite

(Larsson et al., 2005; Bernik et al., 2002). Porém ainda é desconhecido
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como o CNI-1493 ativa o nervo vago e gera o reflexo anti-inflamatorio
colinérgico.

Além destes, o Unico agonista nicotinico em testes clinicos é o
GTS-21, que é considerado para o tratamento da Doenca de Alzheimer,
onde foi mostrado que este aumenta a capacidade cognitiva e tem papel
neuroprotetor (Kitagawa et.al., 2003; Nanri et al., 1998), porém o GTS-
21 ndo é considerado como tratamento para inflamag&o, assim como os
outros agonistas nicotinicos usados na clinica, como a galamina,
deixando em aberto o campo de drogas capazes de estimular o nervo

vago e gerar uma resposta anti-inflamatoria.

1.2.2 O Nervo vago e a Medula Espinhal

A estimulacdo do nervo vago também modula a nocicepgao
(Khasar et al., 2003; Janig et al., 2000; Gebhart e Randich, 1992) e ja foi
demonstrado na literatura que a antinocicepcdo provocada pelo nervo
vago sofre modulacdo de substratos medulares e é influenciada por
receptores monoaminérgicos espinais (Randich e Aicher, 1988; Ren,
Randich e Gebhart, 1988).

As aferéncias vagais transmitem a informagéo sensorial do TGI
para o Sistema Nervoso Central através do Nucleo do Trato Solitario
(NTS). O NTS faz a interface entre o sistema autbnomo e o sistema
sensorial. Os neurdnios de segunda ordem no NTS projetam-se para
outros nucleos centrais, estabelecendo uma via neural bem organizada
que alcanga, entre outros, o hipotdlamo, a amigdala, e os nucleos

monoaminérgicos, o Locus Coeruleus e o Nucleo da Rafe, além de
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projecdes diretas para a medula espinhal (Janig, 1996; Paxinos, 1995;
Mtui et al., 1993; Beitz, 1982; Clavier, 1978).

O Locus Coeruleus e o Nucleo da Rafe sdo os nucleos centrais
de origem dos neurbnios noradrenérgicos e serotoninérgicos,
respectivamente, e sua ativagao pode iniciar um sinal inibitério medular,
gue é conhecido como Via Inibitéria Descendente Medular, e essa via é
responsavel pela diminui¢do da nocicepgao (Millan, 2002).

O principal mecanismo antinociceptivo desta via se da pela
ativagdo de receptores ap-adrenérgicos pela noradrenalina e de
receptores 5HT, pela serotonina, ambos receptores encontrados na
membrana da terminac&o central do aferente primario no corno dorsal da
medula. Tanto o receptor ap-adrenérgico e o receptor 5HT, fazem parte
da grande familia de receptores acoplados a proteina G (GPCR’s) e, no
caso destes, a proteina G em questdo € a G;, proteina com funcédo
inibitéria que, quando ativada, inibe a ciclase de adenilil solavel, abre
canais de potassio e fecha canais de calcio, diminuindo o influxo deste,
resultando em uma hiperpolarizagdo desta célula neuronal (para reviséo
ler Starke, Gothert e Kilbinger, 1989). A liberacdo de
neurotransmissores na fenda sinaptica é entdo diminuida e como
consequéncia diminui a neurotransmissdo medular, provocando
analgesia em diversos modelos experimentais (Saadi, 2012; Shiiba,
2012; Millan, 2002). A medula espinhal ndo somente participa do
controle da nocicepgdo como também é responsavel pela modulagdo da
inflamacé&o periférica.

As fibras aferentes priméarias alcancam o corno dorsal da
medula espinhal, terminando principalmente nas laminas I, 1l e V (Todd

e Koeberg, 2006; Millan, 2002), transmitindo a informac&o sensorial da
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periferia para a medula de forma ortodromica. Substancias algogénicas
sdo capazes de causar a despolarizacdo do aferente primario (PAD), que
transmite esses impulsos para o corno dorsal. O PAD libera
neurotransmissores na fenda sinaptica que ativam outros receptores no
corno dorsal, responsaveis pela ascendéncia deste sinal até o SNC,
porém estimulos sustentados podem causar sensibilizacdo medular que
resulta na despolarizacdo de terminais centrais destes mesmos
nociceptores e a deflagracdo de potenciais de a¢do anterégrados.

Esse processo acontece a partir de um recrutamento de
interneurbnios gabaérgicos, que ativam receptores GABAA nos
terminais centrais dos nociceptores, permitindo a saida de ions cloreto e
sua consequente despolarizagdo. Este efeito do GABA sobre o0s
nociceptores se deve a expressdo de um trocador de ions, 0 NKCC1, na
membrana do aferente primario, que carreia para dentro da célula dois
fons CI', um ion Na* e um jon K*, aumentando a concentragéo de cloreto
dentro da célula acima do normalmente encontrado em neurénios.
Assim, quando o GABA ativa seus receptores, acontece o efluxo de
cloreto, ao invés do influxo, tornando a célula mais positiva e
despolarizando a membrana, fazendo com que esse aferente primario
agora transmita o sinal de forma antidrémica, isto €, da medula espinhal
para a periferia. Este processo é conhecido como o Reflexo da Raiz
Dorsal (RRD; Fig. 2; Willis, 1999), e é responsavel pela liberacdo de
substancias pro-inflamatdrias na periferia (Sluka, Willis e Westlund,
1995) que, considerando um caso de artrite, é capaz de exacerbar o

quadro inflamatério na articulacéo.
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Fig. 2: llustracdo do Reflexo da Raiz Dorsal. Em A, a inje¢do intradérmica de
capsaicina causa vasodilatacdo local por um mecanismo denominado Reflexo
Axonal e pela ativacdo da via nociceptiva na medula. Em B, a injecdo de
capsaicina ativa circuitos medulares que resultam no reflexo da raiz dorsal, o
qual produz vasodilatagdo na regido adjacente a lesdo.O Reflexo da Raiz Dorsal
é dependente de receptores de glutamato ndo-NMDA e interneurdnios e
receptores gabaérgicos (Rees et al., 1995), mostrados no detalhe. Imagem
modificada de Willis, 1999.

Pelo exposto, temos entdo, um firme suporte para sustentar que
a estimulacdo vagal e a modulagdo da transmissdo medular podem ser
considerados mecanismos alternativos para o tratamento da artrite
reumatoide. De um ponto de vista pratico, uma ferramenta que
permitisse a ativacdo especifica deste mecanismo vagal, que ndo fosse
invasiva como a estimulagdo elétrica direta que depende de um

procedimento cirlrgico, seria de grande valia.
1.3 Receptor PAR-2 e 0 Parenzyme®/Tripsina

Essa introdugdo nos conduz a um antigo medicamento que

embora tenha sido um sucesso de vendas a sua época, foi até hoje pouco
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compreendido, o Parenzyme®. Uma combinacdo de tripsina e o-
quimotripsina forma o Parenzyme®, que foi um medicamento
amplamente utilizado como anti-inflamatério na década de 50, quando
Gustav J. Martin, pesquisador e diretor de pesquisa da extinta indUstria
farmacéutica National Drug, acreditou que enzimas proteoliticas
poderiam ter acdo sistémica (Scheindlin, 2007).

Estudos usando diretamente o Parenzyme® foram feitos
mostrando seu efeito anti-inflamatorio, inclusive em pos-operatorios
(Barney, 1967; Miller et al., 1959). Martin acreditava em um efeito
sistémico completo da enzima e ainda conseguiu mostrar que a tripsina
era parcialmente absorvida no intestino, numa proporcdo de 40% em
uma situacdo 6tima (Sullivan e Martin, 1960; Martin, Brendel e Beiler,
1957). A partir dai varias formas farmacéuticas foram desenvolvidas e
muitos produtos similares surgiram no mercado, mostrando 0 sucesso
do Parenzyme®, levando Martin a declarar que havia chegado a Era da
Enzimologia Clinica (Scheindlin, 2007).

Martin e colaboradores acreditavam que a tripsina exercia seu
efeito anti-edematogénico a partir da facilitacdo da drenagem da area
inflamada, aumentando a permeabilidade, causando vasodilatagdo e
reduzindo a viscosidade do fluido (Martin, Brendel e Beiler, 1955).
Porém, nenhuma outra proposi¢do quanto ao mecanismo de agdo da
enzima foi feita até hoje, levando a retirada do Parenzyme® do mercado.

Até o final da década de 60, a entrada de pedido para
comercializacdo de uma nova droga no FDA (Food and Drug
Administration) sé exigia prova de seguranga, que ndo incluia testes
carcinogénicos nem estudos de reproducdo de dados. Entre as décadas

de 60 e 70, as exigéncias do FDA para cadastro e permissdo de
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comercializacdo de uma droga mudaram e uma prova de eficacia,
geralmente envolvendo dois testes clinicos, passou a ser requerida, de
forma que muitos produtos foram retirados do mercado como
consequéncia (Scheindlin, 2007). No Brasil, 0 medicamento somente foi
retirado do mercado em 2009, pela resolugdo da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) RE N° 3.619, de 21 de agosto de 2009.

Na verdade, informagfes mais recentes sobre as agdes
farmacoldgicas da tripsina, tornaram um tanto mais dificil entender
como ela poderia ser anti-inflamatdria. A tripsina é também um agonista
enddgeno de receptores ativados por proteases do tipo dois (PAR-2). O
receptor PAR-2 faz parte da grande familia dos receptores ativados por
proteinases, que abrange ainda os receptores PAR-1, PAR-3 e PAR-4.
Os PAR’s sdo receptores acoplados a proteinas G que sdo ativados apos
a clivagem de uma sequéncia de aminoacidos da porcéo extracelular N-
terminal, expondo uma nova por¢do N-terminal, que funciona como
ligante para o receptor, ativando-o e iniciando uma resposta celular.
Estes receptores sdo clivados por proteases como a tripsina, principal
agonista enddgeno do PAR-2 (Nystedt, 1994). Outras proteases capazes
de ativar os receptores PAR’s sdo: trombina, triptase de mastdcito,
plasmina e catepsina G. Todos os PAR’s sdo ativados por tripsina e
somente 0 PAR-2 ndo é ativado por trombina (Nystedt, 1994).

Os receptores PAR, com excecdo do PAR-3, podem ser
ativados também por peptideos ativadores, que sdo moléculas sintéticas
derivadas da sequéncia de aminoacidos que sdo revelados apds a
clivagem da cauda N-terminal pelas proteases (Scarborough et al., 1992;
Vu et al., 1991). Além disso, as proteases também podem desarmar 0s

PAR’s ao remover a sua sequéncia ativadora, impedindo que outras
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proteases o ativem, mas mantendo a possibilidade de ativacdo pelos
peptideos ativadores (Ramachandran e Hollemberg, 2008). As proteases
tripsina, catepsina G e plasmina também podem desarmar receptores
PAR’s, além da elastina (Adams et al., 2011). O sistema efetor do PAR-
2 se da pelas proteinas Gq ou Gipns, que estimulam uma cascata
intracelular que inicia com ativacdo de fosfolipase C, geracdo de
diacilglicerol e inositol-trifosfato, mobilizagdo do calcio do reticulo
endoplasmatico para o citosol e ativagdo de diversas outras cascatas
celulares (Soh et al., 2010; Dery et al., 1998; Béhm et al., 1996). Essas
cascatas resultam em crescimento celular, diferenciacdo celular e
ativacdo de vias pro-inflamatérias como a do NF-xB (Fig. 3; Adams et
al., 2011).

As proteases podem ainda ter efeitos celulares a partir da
ativacdo de outros receptores além dos PAR’s. Dentre 0s outros
mecanismos pelos quais as proteases podem exercer efeito celular estdo
a regulacdo de receptores de fatores de crescimento, sinalizacdo por
outros alvos que ndo receptores e ainda um mecanismo ndo catalitico
das mesmas. O primeiro mecanismo, as proteases podem ativar uma
sinalizacdo celular tipo hormonal, como uma acdo semelhante a da
insulina produzida pela tripsina ao ativar receptores para insulina. Em
altas concentragdes a tripsina pode inclusive inibir a ligagéo da insulina
ao seu receptor (Cuatrecasas et al., 1971). As proteases também podem
iniciar respostas celulares a partir da ativagdo de metaloproteinases e
outras proteinas da matriz extracelular apés a ruptura da membrana
celular. Por fim, as proteases ainda podem exercer efeitos celulares por
um mecanismo ndo catalitico, onde a trombina, por exemplo, é capaz de

produzir peptideos quimiotaticos a partir de sua prdpria estrutura.
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Crescimento celular, diferenciagdo,
inflamacao, etc.

Figura 3: Esquema de ativagdo do Receptor PAR-2. A tripsina cliva uma
sequéncia de aminodcidos da porgdo N-terminal, permitindo que a nova porgéo
N-terminal se ligue e ative o receptor. A ativagdo do PAR-2 d& inicio a uma
resposta celular que tem como resultado o crescimento celular, diferenciagéo
celular, inicio de processo inflamatdrio, entre outros. Imagem modificada de
Adams, 2011.

A estimulacdo dos receptores PAR-2 por seus agonistas, como
ja foi dito, da inicio a um sistema efetor de resposta celular que se inicia
com a ativagéo de proteinas Gq ou Gz, principalmente, mas também
pode se dar por ativagdo do sistema da RhoA (Russo et al., 2009;
Hatziapostolou et al., 2008; Greenberg, Mize e Takayama, 2003;
Nguyen et al., 2002) e das B-arrestinas (Defea, 2008; DeFea et al., 2000;
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Dery et al., 1999), e estudos vém demonstrando que a via de sinalizagéo
gue se segue apods a ativacdo € dependente do agonista (Ramachandran
et al., 2009; Al-Ani et al., 2004). Esse processo se chama sinaliza¢éo
tendenciosa (do inglés biased signalling) e descreve que diferentes
agonistas do mesmo receptor podem dar inicio a diferentes sistemas
efetores (Kenakin e Miller, 2010; Rajagopal, Rajagopal e Lefkowitz
2010) e, consequentemente, respostas celulares. Estudos comparativos
feitos entre dois peptideos ativadores de PAR-2 mostraram que eles
foram capazes de ativar vias efetoras diferentes (Ramachandran et al.,
2009) e também foi demonstrado que a tripsina, quando comprada com
um peptideo ativador, é capaz de expressar 19.000 genes diferentes dos
expressos pelo peptideo ativador (Suen et al., 2010).

Ja foi demonstrado que a administracdo de tripsina na pata de
camundongos produz edema de pata e nocicep¢do espontanea (Paszcuk
et al., 2008). Além disso, dados mostrando o envolvimento de PAR-2 na
inflamagdo articular vém crescendo. Dois trabalhos importantes
mostram que a administragdo de peptideo ativador de PAR-2 foi capaz
de promover inchago na articulagcdo de animais selvagens, mas ndo em
animais nocaute para PAR-2 (Ferrell et al., 2003), e que animais nocaute
para PAR-2 apresentam diminuicdo dos niveis de anticorpo circulantes e
de alteragBes histolégicas em um modelo de artrite induzida por
adjuvante (Busso et al., 2007), mostrando que PAR-2 tem papel
importante na inflamacéo crénica articular. Disto tudo, resulta que uma
importante vertente da pesquisa anti-inflamatoria articular atual estd no
desenvolvimento de farmacos antagonistas de receptores PAR-2, e nao

agonistas como a tripsina.
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O receptor PAR-2 é expresso de forma numerosa no TGl e em
células do sistema imunoldgico (Béhm et al., 1996). Ja é descrito na
literatura que a ativacdo de PAR-2 provoca degranulacéo de neutrofilos
(Howells et al., 1997), gera inflamacdo neurogénica (Steinhoff et al.,
2000) e hiperalgesia periférica (Vergnolle et al., 2001) e participa da
ativacdo de respostas pré-inflamatérias (Cenac et al., 2007, Hoogerwerf
et al., 2004; Vergnolle, 1999; Bohm et al., 1996), além de ser peca
importante em processos patodgicos no TGI, como a Sindrome do
Intestino Irritado, diarréia e colite infecciosa, por exemplo (Cenac et al.,
2007; Hansen et al., 2005; Vergnolle et al., 2001), deixando uma davida
atual de: como a tripsina, que ativa receptores pré-inflamatérios, poderia

ter efeito anti-inflamat6rio?
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2 JUSTIFICATIVA

Unindo as informag@es anteriormente citadas, e sabendo que o
receptor PAR-2 € encontrado na aferéncia vagal, participando da
sinalizacdo do nervo vago a partir da ativacao direta do terminal nervoso
ou indiretamente pela liberacdo de outras substancias ativadoras, como
citocinas (Kirkup, Brunsden e Grundy, 2001), propusemos a hip6tese de
gue a tripsina, ativando receptores PAR-2 presentes na mucosa do TGl e
nas aferéncias vagais, estaria excitando o nervo vago, o que levaria a

uma eficaz resposta analgésica e anti-inflamatoria.

2.1 Justificativa para o modelo experimental

¢ Modelo de Artrite Induzida por Adjuvante

A artrite induzida por adjuvante (AlA) foi previamente descrita
por Pearson, em 1956, que em seu trabalho a relata como uma doenca
induzida em ratos por uma simples inoculacdo de alguma espécie de
micobactéria suspensa em Oleo mineral, numa substancia conhecida
como Adjuvante Completo de Freund — do Inglés Complete Freund’s
Adjuvant (CFA).

O CFA consiste numa mistura de o6leo mineral (85%),
surfactante (15%) e um antigeno (=10 mg/ml), que ¢ sempre alguma
bactéria da espécie Mycobacterium, inativada pelo calor (Billiau e
Matthys, 2001). Freund observou que a adi¢do de dleo a bactéria morta
potencializava o efeito de imunizacdo que ja tinha sido observado

somente com a bactéria, levando os animais a produzirem anticorpos
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contra 0s antigenos da micobactéria, dando inicio ao uso do CFA como
instrumento de inducdo de doencas autoimunes experimentais (Billiau e
Matthys, 2001).

A artrite induzida por CFA pode ser originada mesmo se ndo
houver uma pré-exposi¢do do animal, porém uma primeira exposi¢éo
dos animais ao CFA, seguida de uma re-exposi¢do apds semanas ou até
meses, gera uma imunizagdo potencializada no local da segunda
exposicdo, havendo producéo de células T responsivas e resposta imune
a proteina do choque térmico (HSP) da micobactéria, mostrando que a
patogénese da artrite induzida por CFA guarda caracteristicas
semelhantes a da artrite reumatoide (Whitehouse, 2007).

A remocdo de uma populacdo de linfécitos de um animal
imunizado pela drenagem do ducto toracico foi capaz de inibir o
desenvolvimento da AIA nesses animais (Whitehouse, Whitehouse e
Pearson, 1969). O mesmo procedimento foi feito com humanos, e se
observou que apds a retirada dos linfdcitos do ducto toracico, o quadro
artritico destes pacientes diminuia, mesmo sem o uso da medicagdo,
dentro de 14 dias (Pearson, 1976). Tanto para o rato quanto para o
homem, este efeito ndo foi duradouro, mostrando que os agentes que
provocam a doencga, tanto para a AIA em ratos quanto para a artrite
reumatdide em humanos, ndo sdo inativados e ainda sdo capazes de
reiniciar o processo.

Estas e outras observacGes foram importantes para estabelecer
um paralelo entre a artrite induzida por adjuvante e a artrite reumatoide
humana, levando a AIA a ser considerada como uma ferramenta
relevante para o estudo experimental de varios aspectos da condicdo
artritica (Whitehouse, 2007).
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito
antiartritico da administragdo por via oral de tripsina e sua possivel

mediacdo pelo nervo vago.

3.1 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito da tripsina administrada por via oral na
incapacitagdo articular, no aumento do didmetro articular e na
infiltracdo celular sinovial, induzidos por CFA aplicado no
joelho de ratas;

e Investigar o efeito da vagotomia subdiafragmatica no efeito da
tripsina no modelo de artrite induzida por CFA;

¢ Investigar o efeito da aplicacdo intratecal de neurotoxinas para
terminais serotoninérgicos e noradrenérgicos no efeito da
administracdo oral de tripsina sobre o modelo de artrite
induzida por CFA.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais:

Os animais utilizados para o desenvolvimento do presente
projeto foram ratos da espécie Rattus norvegicus,linhagem Wistar,
fémeas, com peso entre 180 - 220 gramas fornecidos pelo Biotério do
Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Santa
Catarina (CCB, UFSC). Os animais foram agrupados em caixas
contendo 5 animais e mantidos sob temperatura controlada (20 + 2°C),
ciclo claro/escuro (12 horas de claro e 12 horas de escuro) e livre acesso
a 4gua e a ragdo. Os experimentos foram realizados entre 8:00 e 18:00
horas, ap6s ambientacdo prévia dos ratos por pelo menos 1 hora na sala
onde o experimento foi realizado. Os experimentos foram conduzidos
seguindo os preceitos éticos definidos pela Associacdo Internacional
para Estudo da Dor (IASP, 1983) e aprovados pelo Comité de Etica para
Uso de Animais (CEUA) da UFSC (PP00723).

4.2 Drogas:

Os farmacos utilizados neste projeto estdo listados na tabela 1.
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Féarmaco Dose/ Veiculo
Via de administracéo
Adjuvante  Completo  de | 0,5 mg/ml, Oleo Mineral
Freund (Mycobacterium | intradérmico e intraarticular.

butiricum); Marca Difco

6-hidroxidopamina (6-
OHDA); Marca Sigma

10pg/20uL*, intratecal

PBS e 0,2 mg/ml de
acido ascorbico

5,7-dihidroxitriptamina  (5,7-
DHT); Marca Sigma

20pg/20pL*, intratecal

PBS e 0,2 mg/ml de
acido ascorbico

Tripsina de pancreas suino; 0,75mg; 1,5mg; 2,95mg; | Solugdo fisiologica
Marca Sigma 6mg/2mL**, via oral 0,9% estéril
Dexametasona; Marca Sigma | 4mg/kg, via oral Solugdo fisiologica

0,9% estéril

* Dose efetiva em degenerar as inervagdes noradrenérgicas e serotoninérgicas,

respectivamente, nos modelos de degeneracéo usados por You et al. 2010.

** Doses estipuladas a partir de Extrapolacdo Alométrica, baseado na dose do

medicamento Parenzyme® usada em humanos.

Tabela 1: Lista de farmacos, dose, via de administracéo e veiculo.

4.3 Modelo experimental: Artrite Induzida por CFA:

O modelo de artrite induzida por adjuvante completo de Freund

(CFA) ¢é uma variacdo do modelo previamente descrito por Pearson em

1956 e tem como objetivo a inducdo de uma monoartrite na articulagdo

fémuro-tibial de ratos. Para isso, 0s ratos receberam uma injec&o inicial

de CFA na base da cauda (0,5 mg/ml, 50 pl/rato, intradérmico) com

intuito de imunizacdo. Sete dias apds o primeiro estimulo, os ratos

receberam uma segunda injecdo de CFA (0,5 mg/ml, 50 pl/rato) na
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cavidade articular da articulagdo fémuro-tibial direita, resultando numa
reacdo imune ao CFA e conseqliente inflamacdo articular.

O procedimento de injecdo articular foi feito com o animal
imobilizado cuidadosamente com uma flanela, deixando somente o terco
inferior do abdémen livre. Na posigéo de decubito dorsal, foi flexionada
a perna direita do animal e feita a tricotomia da articulacdo para que se
permitisse observar o tenddo infrapatelar (uma faixa esbranquicada
longitudinal que ancora a patela ao fémur e a tibia). A injecdo de CFA
foi feita através deste tenddo para dentro da cavidade sinovial, com a
agulha (BD Ultra fine 8 mm, 29 gauge) introduzida de forma

perpendicular.

4.4 Teste Algesimétrico: Medida da Incapacitacao Articular:

A nocicepcdo articular foi avaliada através do teste de
incapacitacdo articular previamente descrito por Tonussi e Ferreira
(1992), que tem como objetivo avaliar o estado funcional e a nocicep¢do
nas articulagGes. A quantificacdo da incapacitacdo articular independe
do experimentador, pois é realizada por um sistema de registro
computadorizado. O aparelho consiste de um cilindro revestido por
malha trancada em ago inox, sapatilhas metalicas e um
microcomputador. Assim, os ratos foram submetidos a deambulacéo
neste cilindro giratério (velocidade constante de 3 r.p.m.) pelo periodo
de 1 minuto (Fig. 4).

Para que o computador registre a incapacitacdo articular, uma
sapatilha metalica é acoplada em cada uma das patas traseiras do animal,

mas apenas a sapatilha da pata direita é conectada ao computador
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através de um fio condutor. Assim, o computador registra o tempo total
gue a pata direita do rato fica sem tocar a superficie do cilindro durante
0 periodo de 1 minuto, o que é denominado de tempo de elevacdo da
pata (TEP; segundos) e constitui a medida de incapacitacdo articular.
Quanto maior o TEP, maior a incapacitacdo articular, caracterizando um
comportamento nociceptivo.

Imediatamente antes da administracdo do CFA intra-articular, o
TEP dos ratos varia entre 8 e 12 segundos (TEP basal). Observa-se um
aumento do TEP apenas no lado cuja articulacdo fémuro-tibial recebe a
injecdo de CFA e a sapatilha, por si so, ndo altera o TEP dos animais
(Tonussi e Ferreira, 1992). O TEP foi avaliado nas seguintes etapas:
imediatamente antes da injecdo intra-articular de CFA, 24 h apés a
injecdo de CFA, 30 min apds a administracdo de tripsina e
subsequentemente a cada dia por um periodo de sete dias. No dia
anterior a cada experimento, os animais foram ambientados e treinados
no sistema de registro de incapacitagdo articular para aprenderem a

deambular sem cair do cilindro e a se adaptarem ao uso das sapatilhas.

Figura 4: Figura da esquerda: aparelho para avaliagdo da incapacitagdo
articular. Figura da direita: foto ilustrativa de uma sapatilha acoplada na pata

direita do rato.
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4.5 Mensuracao do Edema Articular:

O edema articular induzido pelo CFA foi quantificado através
da medida do didmetro da articulagdo fémuro-tibial (eixo médio-lateral),
com auxilio de um paquimetro (Fig. 5). As medidas do edema articular
foram realizadas imediatamente apOs cada registro do tempo de
elevacdo da pata, sequindo as mesmas etapas previamente descritas.
Para tal medida, os ratos foram imobilizados rapidamente com auxilio
de uma flanela, da mesma forma descrita para a injecdo de CFA
intraarticular, apenas pelo periodo necessario para a medida do diametro
articular. Os dados estdo apresentados como a diferenca entre o
didmetro articular mensurado imediatamente antes da injecdo intra-
articular de CFA e as medidas subsequentes obtidas ao longo de sete

dias de avaliacéo.
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Figura 5: Foto ilustrativa da

4.6 Contagem de Leucécitos no Liquido Sinovial:

A quantificacdo de leucdcitos no fluido sinovial foi realizada
segundo a técnica previamente descrita por Bressan e colaboradores

(Bressan et al., 2006). Sete dias ap0s a injecdo intraarticular de CFA,
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logo apds a Ultima medida do tempo de elevacdo de pata e do didmetro
articular, os animais foram eutanasiados com anestesia profunda de
hidrato de cloral (15%) seguida de deslocamento cervical e tiveram sua
articulacdo direita abertas para o processo de lavado sinovial. Foram
coletados 5 pl do fluido sinovial puro da articulagdo inflamada para o
preparo de laminas de esfregaco, as quais posteriormente foram coradas
com May-Grinwald/Giemsa e entdo utilizadas para a contagem
diferencial de leuc6citos (mononucleares: mondcitos, linfocitos e
macréfagos; polimorfonucleares: neutréfilo, baséfilos e eosinéfilos) em
microscépio Optico e objetiva de imersdo com 100x de aumento. Em
seguida, a cavidade sinovial foi lavada com 100 pl de solucdo
fisioldgica 0,9 % contendo 4 pl de EDTA 5%. Este lavado sinovial foi
diluido em liquido de Turk (1:20; solucdo feita com &cido acético
glacial, azul de metileno e agua destilada) por 5 minutos e uma aliquota

foi colocada em cdmara de Neubauer para a contagem de leucdcitos

(Ieucécitos/mmS).
4.7 Vagotomia Subdiafragmatica:

O modelo de vagotomia subdiafragmatica foi usado para se
esclarecer a influéncia do nervo vago na acdo da tripsina através da
dissecacdo de seus ramos no trato digestdrio. O procedimento cirtrgico
foi adaptado da técnica de Miao e colaboradores (1994), onde o animal,
apos anestesia com xilazina-ketamina 1:1 (5 mg/kg, 90 mg/kg,
respectivamente), 1,5 mL/kg i.p, foi submetido a uma incisdo no
guadrante superior esquerdo da parede abdominal, logo abaixo da Gltima

costela (Fig. 6), para que o esbfago a nivel subdiafragmético fosse
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exposto por total, permitindo a visualizagdo dos ramos vagais
subdiafragmaticos. Primeiramente se dissecou o vago anterior, ou vago
ventral, cortando seus ramos hepatico, celiaco ventral e gastrico ventral,
e em seguida se dissecou 0 vago posterior, ou vago dorsal, cortando seus
ramos celiaco dorsal e géastrico dorsal. Para o protocolo de vagotomia
subdiafragmatica ainda foi utilizado um grupo de animais falso-
operados (sham), onde os animais passaram pelo procedimento cirtrgico
mas nao tiveram o nervo vago dissecado. Os animais foram utilizados

entre trés a quatro dias apds a cirurgia.

ADTOMER

VENTRAL GASTRIC
)

Fig. 6: llustracdo esquematica do local da dissecacdo do nervo vago e

local de incisdo da cirurgia. Modificado de Pocai et al., 2005.

4.8 Lesdo das vias Serotoninérgicas e Noradrenérgicas Medulares:

As vias serotoninérgicas e noradrenérgicas foram lesionadas a

partir do uso das neurotoxinas 5,7-DHT e 6-HODA, respectivamente,
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como descrito por You e colaboradores (2010). A injecdo intratecal foi
feita no espaco intervertebral entre L5-L6 da medula com o auxilio
anestésico de isofluorano 2%. O sitio de inje¢do foi alcangcado com o
auxilio de uma agulha 29 gauge, 12,7 mm de comprimento, inserida
perpendicularmente no espaco intervertebral e as toxinas somente foram
injetadas apos se observar um leve bater de cauda (flick), indicando que
a agulha estava localizada no espago subaracnoideo, isto é, o canal
vertebral foi atingido corretamente. O volume méaximo injetado via
intratecal foi de 20 uL. O procedimento esta demonstrado na Figura 7.
Foi dado um intervalo de trés a quatro dias entre o procedimento e 0s

experimentos.

A

Figura 7: (A) Diagrama mostrando o local da inser¢do da agulha. (B) Foto

ilustrativa da administracéo intratecal.
4.9 Administracéo de drogas por gavagem
A administracdo de drogas por via oral foram feitas 24 horas

apos o CFA intra-articular, e 30 min ap6s sua administra¢éo se iniciou a

medic¢do diaria dos parametros supracitados, com duracgdo de sete dias.
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Todas as administracGes de drogas por via oral foram feitas com o
auxilio de uma agulha de gavagem e 0S animais passaram
aproximadamente 24hs em jejum para evitar refluxo e possibilitar que a
droga alcance o TGI.

4.10 Célculo de Extrapolacdo Alométrica

O Caélculo de Extrapolagdo Alométrica foi feito como descrito
por Pachaly (2006).

O método alométrico compara matematicamente organismos de
tamanhos diferentes, colocando-os dentro do mesmo padrdo numérico.
Desta forma torna-se possivel a extrapolacdo de doses farmacologicas
obtidas para um animal modelo (neste caso, 0 humano) para 0 uso em
um animal alvo (ratos).

Para tal, é preciso inicialmente se calcular a Taxa Metabdlica
Basal (TMB), valor medido em um animal endotérmico quando parado
e sem digerir alimentos, para o animal modelo e o animal alvo.

Onde:
K= Constante tedrica de proporcionalidade;
M= massa corporal em Kg.

A constante tedrica de proporcionalidade (K) é baseada na
temperatura corporal média, e equivale as quilocalorias utilizadas em
um periodo de 24 hs por um animal com peso hipotético de 1 kg em
condicdes de metabolismo basal. Para mamiferos placentarios, que
inclui 0 homem e os roedores, K=70.

A TMB para um humano com peso médio de 70 kg é igual a

10.373 e a TMB para ratas com peso médio de 180 g é igual a 26,7.
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Com conhecimento da TMB do animal modelo, se faz
necessério dividir a dose total do medicamento indicado por sua TMB.
A dose do medicamento em questio (Parenzyme®) indicada para
humanos é de dois comprimidos de 40.000 Ul quatro vezes ao dia,
resultando em um total de 320.000 Ul/dia. A dose total dividida pelo
TMB do humano € igual a 30,85.

Em seguida, multiplica-se o resultado anterior pela TMB do
animal alvo, isto é, 30,85 multiplicado por 26,7, resultando em 802. Por
fim, divide-se o resultado obtido anteriormente, 802, pelo peso médio do
animal alvo, 180 mg, e o resultado é a dose, por quilogramas, para o
animal alvo. A férmula do calculo de extrapolacdo alométrica esta

demonstrada abaixo.

[TMB(m) + dose total] X TMB(a)
Peso(a)

= Dose/Kg

Em nossos calculos obtivemos o resultado de 4.456 Ul/kg, o
gue significa, aproximadamente, 2,95 mg/kg, considerando que em 1 mg

de tripsina purificada se tem entre 1.000-2.000 Ul.

4.11 Protocolo Experimental

Foi avaliado o efeito da tripsina administrada por via oral
(sisttmica) na incapacitacdo articular, edema, extravasamento
plasmatico e acumulo de leucécitos induzidos pelo CFA. Para isso, foi
realizada uma curva dose-resposta de tripsina seguindo a dose obtida a

partir de calculo de extrapolacdo alométrica baseado na dose de
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Parenzyme® usada por humanos. O Esquema 1 demonstra o protocolo

experimental da curva dose-efeito.

Tripsina oral
e CFA intra-articular + 24 horas + salina oral
e CFA intra-articular + 24 horas + tripsina 0,75 mg/kg
e CFA intra-articular + 24 horas + tripsina 1,5 mg/kg
e CFA intra-articular + 24 horas + tripsina 2,95 mg/kg

TEP e DA
inflamacgao
+
Tripsina v.o.

TEP e DA pds-
tratamento

30 min
7 dias

i B S—

Lavado
articular

Treino
(basal TEP e DA)
+

CFA i.a.

Esquema 1. Protocolo experimental Curva dose-efeito da tripsina.

Apos definicdo da dose efetiva de tripsina foi realizado o
experimento com animais vagotomizados. Os animais foram usados
entre trés e quatro dias ap0s cirurgia, que foi feita no intervalo da
imunizacdo. No sétimo dia apds a imunizacdo os animais foram re-
expostos ao CFA e entdo, inicialmente, foi feito um perfil de resposta

para a vagotomia neste modelo, com protocolo semelhante ao descrito
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no Esquema 2, exceto a administracdo das drogas via oral, e 0s grupos

experimentais estdo descritos abaixo:

Vagotomia

Naive + salina
Sham + salina

Vagotomia + salina

Em seguida foi feito o protocolo experimental descrito pelo

Esquema 2 aonde ap6s 24 h completas da re-exposicdo ao CFA, os

animais receberam a administragdo de tripsina ou dexametasona, 4

mg/kg v.o., e 30 min ap6s se iniciou a avaliacdo diaria do TEP e do

diametro articular. A dexametasona & um corticosteroide com

mecanismo de acdo ja conhecido, que ndo sofre influéncia vagal e por

isso usado como controle positivo neste protocolo.

Vagotomia

Vagotomia + CFA intraarticular + 24 horas + salina oral
Vagotomia + CFA intraarticular + 24 horas + tripsina 2,95
mg/kg oral

Vagotomia + CFA intraarticular + 24 horas + dexametasona
4mg/kg oral

Sham + CFA intraarticular + 24 horas + salina oral

Sham + CFA intraarticular + 24 horas + tripsina 2,95 mg/kg
oral

Sham + CFA intraarticular + 24 horas + dexametasona 4 mg/kg

oral
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TEP e DA inflamacgdo
+

Tripsina/Dexametasona v.o.
Vagotomia ) )
| Subdiafragmatica TEP e DA pds-

tratamento
30 min
7 dias

T 24h 7 dias T

Imunizacdo Lavado

(CFA base da cauda) articular
Treino

(basal TEP e DA)
+
CFAi.a.

Esquema 2. Protocolo experimental para vagotomia subdiafragmatica.

Trés a quatro dias ap0s a imunizacdo, os animais receberam
injecdo intratecal das neurotoxinas, tiveram um tempo de recuperagdo
até completar os sete dias de imunizagdo e entdo se seguiu a mesma
sequéncia de acontecimentos descritos no protocolo da vagotomia. Os

grupos experimentais para o perfil temporal foram:

Neurotoxinas
e PBS + CFA intraarticular + 24 horas + salina
e 6-OHDA + CFA intraarticular + 24 horas + salina

e 57-DHT + CFA intraarticular + 24 horas + salina

Os experimentos com a tripsina e as neurotoxinas tem seu
protocolo experimental mostrados no Esquema 3 e tiveram os seguintes

grupos:
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Neurotoxinas

PBS + CFA intraarticular + 24 horas + salina oral

PBS + CFA intraarticular + 24 horas + tripsina 2,95 mg/kg oral
6-OHDA + CFA intraarticular + 24 horas + tripsina 2,95 mg/kg
oral

5,7-DHT + CFA intraarticular + 24 horas + tripsina 2,95 mg/kg

oral

TEP e DA
inflamacgao
+
Neurodegeneracdo Tripsina v.o.
Medular (6-OHDA e
5,7-DHT) TEP e DA pés-
l tratamento
30 min
7 dias l
T 24h 7 dias T
Imunizagdo Lavado
(CFA base da cauda)

Treino
(basal TEP e DA)
+
CFA i.a.

Esquema 3. Protocolo experimental para as Neurotoxinas.

4.12 Anélise Estatistica:

A analise estatistica foi realizada utilizando o software StatSoft

Statistica 7® para a andlise das curvas de incapacitacdo e diametro

articular. O teste utilizado foi ANOVA de duas vias com a aplicacdo do

post-hoc Duncan sempre que a diferenca de p<0,05 foi detectada. Para a

avaliacdo da contagem de leucocitos sinoviais foi utilizado ANOVA de

articular
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uma via com aplicagdo do post-hoc de Dunnett sempre que a diferenga
de p<0,05 foi detectada. A ANOVA de uma via foi feito no software
GraphPad Prism 5%, mesmo software utilizado para a elaboracéo dos
graficos apresentados neste trabalho. Os grupos experimentais foram
compostos de 6-12 animais (n = 6 - 12) e os dados sdo apresentados
como a Média + E.P.M. (Erro Padréo da Média).
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito da tripsina via oral:

Para a primeira bateria de experimentos foi avaliado o efeito da
tripsina administrada por via oral nos testes de incapacitacdo articular,
didametro articular e contagem de leucdcitos sinoviais, utilizando as
doses de 0,75 mg/kg, 1,5 mg/kg e 2,95 mg/kg.

Os graficos do Tempo de Elevacdo de Pata estdo todos
representados como a figura 8A, onde 0 eixo Y marca o TEP, em
segundos, ¢ o eixo X marca o tempo, em dias, onde a marca “+30min”
representa a primeira medicdo do TEP poés-tratamento. Todas as
avaliacBes estatisticas tiveram inicio no ponto 1 do eixo X, isto é, no dia
1, ponto onde se instalou a inflamagéo articular provocada pelo CFA.

No teste de incapacitagdo articular, a administracdo por via oral
de tripsina foi capaz de diminuir significativamente o tempo de elevacéo
de pata causada pelo CFA (p<0,0001) na dose de 2,95 mg/kg, mostrando
um efeito analgésico da enzima quando comparada a curva controle
(Fig. 8A). Esse efeito teve duracdo de sete dias, mesmo apds uma Unica
administragdo. As doses de 0.75 mg/kg e 1,5 mg/kg ndo mostraram
diferenca da curva controle, ndo sendo capazes de diminuir a
incapacitacdo articular.

Os gréficos do Diametro Articular estdo representados como a
figura 8B, onde o eixo Y marca a diferenca do DA basal e das medidas
subsequentes, em milimetros, e 0 eixo X marca o tempo em dias, onde a

marca “+30min” representa a primeira medigdo do DA pos-tratamento.
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Os resultados obtidos a partir da mensuragdo do diametro
articular mostram que a dose de 2,95 mg/kg também diminui o edema
provocado pelo CFA (p<0,0001) quando comprada a curva controle,
(Fig. 8B). O efeito também se manteve durante os sete dias de avaliacéo.
Novamente, as doses de 0,75 mg/kg e 1,5 mg/kg ndo foram capazes de
diminuir a formagdo do edema articular, ndo se mostrando efetivas neste
modelo.

Por fim, os gréficos de contagem de leucécitos estdo
representados como na figura 9, onde o eixo Y marca o nimero de
células x10%, e 0 eixo X marca o tipo de contagem, total, mononuclear
ou polimorfonuclear. A contagem total e diferencial de leucécitos para a
curva dose-efeito da tripsina via oral mostrou que a dose de 2,95 mg/kg
tem uma tendéncia a diminuir o infiltrado celular para a capsula sinovial
guando comparada com o grupo controle, apesar de este resultado néao
ser estatisticamente significativo (Fig. 9).

Desta forma, a dose de 2.95 mg/kg foi escolhida para ser usada
nos experimentos subsequentes, ja que causou diminuicdo tanto da
incapacitacdo quanto do didmetro articular neste modelo, mantendo o
seu efeito durante os sete dias de tratamento, mesmo apds uma Unica

administracdo de tripsina.
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Figura 8: Efeito da tripsina via oral na incapacitacdo articular (A) e no
Diametro Articular (B). As medidas foram feitas durante sete dias apds a
injecdo de CFA com o tratamento se iniciando no ponto “+30min”. Nos graficos
estdo representados os resultados dos grupos experimentais: salina; 0,75; 1,5 e
2,95mg/kg. Os pontos da curva representam Média + E.P.M. de 7-8 animais. *
indica a diferenga estatistica da curva em relagdo ao grupo salina com p<0,001
(ANOVA de duas vias seguida de post-hoc Duncan).
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Figura 9: Efeito da tripsina via oral nas contagens total e diferencial de
leucdcitos do liquido sinovial. A contagem foi feita no sétimo dia apds a injecao
de CFA. Nos gréaficos estdo representados os resultados dos grupos
experimentais: salina; 0,75; 1,5 e 2,95mg/kg. As barras representam Média +
E.P.M. de 7-8 animais.
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5.2 Efeito da Vagotomia Subdiafragmatica na resposta da tripsina

via oral:

O procedimento cirdrgico de vagotomia subdiafragmatica foi
utilizado para esclarecer a influéncia do nervo vago na acdo da tripsina
via oral.

De inicio foi feito uma curva de perfil de resposta para a
vagotomia no teste de incapacitacdo articular, na mensuragdo do
diametro articular e na contagem de leucécitos sinovial.

O grupo vagotomia teve uma tendéncia a aumentar o tempo de
elevacdo de pata quando comparado ao grupo naive, isto é, uma
tendéncia a ser hipernociceptiva por si s6. Quando comparado ao grupo
naive, o grupo sham ndo provocou alteracdo significativa no TEP (Fig.
10A).

Na curva do diametro articular foi possivel observar um
aumento no didmetro articular (p<0,0003) do grupo vagotomia quando
comparado ao grupo naive, neste modelo. Novamente, o grupo de
animais sham ndo provocou altera¢do no parametro avaliado, mostrando
uma curva de resposta semelhante & curva do grupo naive (Fig. 10B).

Quanto as células, as contagens total e diferencial néo
mostraram diferenca estatistica significativa entre nenhum dos grupos
experimentais, apesar de o grupo sham ter um aumento aparente no

ntmero de células (Fig 11).
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Figura 10: Perfil de resposta da vagotomia subdiafragmatica na incapacitagao
articular (A) e no diametro articular (B). As medidas foram feitas durante sete
dias ap6s a injecdo de CFA. Nos graficos estdo representados os resultados dos
grupos experimentais: naive, sham e vagotomia. Os pontos da curva
representam Média + E.P.M. de 6 animais. * indica a diferenca estatistica da
curva em relacdo ao grupo naive com p<0,001 (ANOVA de duas vias seguida

de post-hoc Duncan).
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Figura 11: Perfil de resposta da vagotomia subdiafragmatica nas contagens
total e diferencial de leucécitos do liquido sinovial. As contagens foram feitas
no sétimo dia ap6s a injegdo de CFA. Nos graficos estdo representados 0s
resultados dos grupos experimentais: naive, sham e vagotomia. As barras

representam Média + E.P.M. de 6 animais.



54

Em seguida foi avaliada a influéncia da vagotomia na presenca
de tripsina via oral.

Para os resultados do Tempo de Elevacdo de Pata, o perfil de
resposta da vagotomia neste modelo mostrou uma elevacdo do TEP dos
animais, apesar deste ndo ter sido estatisticamente significativo, tanto
guando comparado com o grupo naive, quanto com o grupo sham. Ao se
administrar tripsina ou dexametasona neste protocolo, tivemos o0s
seguintes resultados:

A curva Vagotomia + Tripsina aumentou o TEP dos animais,
tendo sua curva préxima a curva do grupo Sham + Salina, controle deste
protocolo, mostrando que a vagotomia foi capaz de abolir o efeito
analgésico (p<0,0001) da tripsina. Como esperado, a dexametasona,
mesmo nos animais vagotomizados, manteve o seu efeito analgésico
(p<0,0001) quando comparada com a curva Sham + Salina, e teve
resultados semelhantes a curva do grupo Sham + Dexametasona
(p<0,521), confirmando que o nervo vago ndo tem influéncia no efeito
terapéutico da dexametasona. Os animais que receberam salina
(Sham+Salina e Vagotomia+Salina) mantiveram suas respostas
hiperalgésicas ja observadas no perfil mostrado anteriormente (Fig.
12A).

No perfil de resposta da vagotomia, 0s animais operados
tiveram um aumento significativo do didmetro articular quando
comparados com ambos 0s grupos naive e sham. Ao se administrar
tripsina ou dexametasona por via oral, os resultados observados foram:

Quando comparado com o grupo Sham + Tripsina, a
vagotomia, mais uma vez, foi capaz de abolir o efeito da tripsina,

aumentando o diametro articular dos animais, tendo um efeito



55

edematogénico (p<0,0001). A dexametasona manteve o seu efeito
antiedematogénico tanto no grupo Sham (p<0,0001), quanto no grupo
Vagotomia (p<0,0001) quando comparados com o grupo Sham + Salina,
mais uma vez mostrando que o efeito terapéutico da dexametasona néo €
via nervo vago. Os animais que receberam salina (Sham + Salina e
Vagotomia + Salina) continuaram a mostrar um aumento do didmetro
articular (Fig. 12B).

Na contagem de leucécitos do liquido sinovial (Fig. 13), ndo
houve diferenca significativa no infiltrado celular na capsula sinovial em
nenhuma contagem, para nenhum dos grupos experimentais.

Estes resultados confirmam, entéo, que o efeito analgésico e
anti-edematogénico da tripsina via oral € mediada pela ativacdo do

nervo vago.
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Figura 12: Bloqueio do efeito da tripsina via oral pela vagotomia na incapacitacéo articular
(A) e no diadmetro articular (B). As medidas foram feitas durante sete dias ap6s a indugéo de
artrite por CFA com o tratamento se iniciando no ponto “+30min”. Os pontos da curva
representam Média + E.P.M. de 6-7 animais. * indica a diferenca estatistica da curva em
relacdo ao grupo Sham + salina com p<0,001; # indica a diferenca estatistica da curva em
relagdo ao grupo Vagotomia + salina com p<0,001; & indica a diferenga estatistica da curva em
relacdo ao grupo Vagotomia + tripsina com p<0,001(ANOVA de duas vias seguida de post-hoc

Duncan).
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Figura 13: Antagonismo do efeito da tripsina via oral pela vagotomia nas
contagens total e diferencial de leucécitos do liquido sinovial. As contagens
foram feitas no sétimo dia apds a inje¢do de CFA. No gréafico estdo
representados os resultados dos grupos experimentais: Sham + Salina,
Vagotomia + Salina, Sham + Tripsina, Vagotomia + Tripsina, Sham +
Dexametasona e Vagotomia + Dexametasona. As barras representam Média +
E.P.M. de 6-7 animais.
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5.3 Efeito das neurotoxinas 6-hidroxidopamina e 5,7-

diidroxitriptamina na resposta da tripsina via oral:

Para avaliar o envolvimento das vias descendentes inibitorias
serotoninérgica e noradrenérgica espinhais na resposta da tripsina
administrada por via oral, foi feito o uso de neurotoxinas.

Inicialmente, uma avaliagdo do perfil de resposta no modelo de
incapacitagdo articular, tal como no didmetro articular e na contagem
total e diferencial de leucdcitos foi feita para avaliar a resposta temporal
das neurotoxinas.

No teste de incapacitagdo articular, a lesdo de fibras
serotoninérgicas provocou um aumento na incapacitacdo por si so,
guando comparada ao grupo PBS (p<0,026), aumentando o TEP dos
animais. Diferentemente, a deplecdo de fibras noradrenérgicas nao teve
diferenca estatistica ha mesma comparacdo, tendo sua curva préxima a
curva do grupo PBS (Fig. 14A).

Concordando com os resultados da incapacitacdo articular, o
didmetro articular do grupo 5,7-DHT aumentou, quando comparado com
0 grupo PBS (p<0.0001), sendo edematogénico. Enquanto o grupo 6-
OHDA, de forma contraria, continua sem mostrar grande influéncia
neste modelo (Fig. 14B).

Na contagem dos leucdcitos na capsula sinovial (Fig. 15), a
lesdo das fibras serotoninérgicas mostra uma tendéncia a aumentar o
nimero de células totais e polimorfonucleares, e aumenta
significativamente o nimero de células mononucleares (p<0,0269),
enquanto a deplecéo de fibras noradrenérgicas parece ndo ter influéncia

na migracdo celular neste modelo.
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Figura 14: Perfil de resposta das neurotoxinas 6-OHDA e 5,7-DHT na
incapacitagdo articular (A) e no diametro articular (B). As medidas foram feitas
durante sete dias ap6s a injecdo de CFA. No grafico estd representado o
resultado dos grupos: PBS, 6-OHDA e 5,7-DHT. Os pontos da curva
representam Média + E.P.M. de 9 animais. * indica a diferenca estatistica da

curva em relagdo ao grupo PBS com p<0,05 (ANOVA de duas vias seguida de

post-hoc Duncan).
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Figura 15: Perfil de resposta das neurotoxinas 6-OHDA e 5,7-DHT nas
contagens total e diferencial de leucdcitos do liquido sinovial. A contagem foi
feita no sétimo dia ap6s a injecdo de CFA. No grafico estd representado o
resultado dos grupos: PBS, 6-OHDA e 5,7DHT. As barras representam Média +
E.P.M. de 9 animais. * indica a diferenga estatistica da curva em relagdo ao
grupo PBS com p<0,05 (Teste t de Student ndo-pareado).
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Em seguida foi avaliada a resposta da tripsina via oral na
presenca das neurotoxinas, para investigar a participacdo dos sistemas
descendentes inibitorios serotoninérgico e noradrenérgico no efeito
provocado pela enzima. No perfil de resposta os animais que tiveram a
via serotoninérgica lesionada mostraram um aumento tanto no Tempo
de Elevacéo de Pata quanto no didmetro articular. Apos a administracdo
da tripsina por via oral foram observados os seguintes resultados:

No teste de incapacitagdo articular, tanto a 6-OHDA quanto a
5,7-DHT bloquearam o efeito analgésico da tripsina (p<0,0002;
p<0,0001, respectivamente), aumentando o TEP dos animais. O efeito
analgésico da tripsina foi mantido quando se compara a curva PBS +
Salina e PBS + Tripsina (p<0,0172) (Fig. 16A).

Quando avaliado o diametro articular, novamente ambas as
neurotoxinas, 6-OHDA e 5,7-DHT, foram capazes de bloquear o efeito
antiedematogénico da tripsina (Fig. 16B), aumentando o didmetro
articular dos animais quando comparadas ao grupo PBS + Tripsina
(p<0,0002; p<0,0001, respectivamente).

A contagem de leucécitos na capsula sinovial ndo mostrou
diferenca estatistica para o infiltrado celular em nenhuma das contagens,

para nenhum dos grupos (Fig. 17).
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Figura 16: Antagonismo do efeito da tripsina via oral pelas neurotoxinas 6-OHDA e 5,7-DHT
no teste de incapacitacdo articular (A) e no didmetro articular (B). As medidas foram feitas
durante sete dias ap6s a inducéo de artrite por CFA com o tratamento se iniciando no ponto
“+30min”. As barras representam média + E.P.M. de 7 animais. * indica a diferenca estatistica
da curva em relagdo ao grupo PBS + tripsina com p<0,001; # indica a diferenca estatistica da
curva em relacdo ao grupo PBS + salina com p<0,001 (ANOVA de duas vias seguida de post-

hoc Duncan).
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Figura 17: Antagonismo do efeito da tripsina via oral pelas neurotoxinas 6-
OHDA e 5,7-DHT nas contagens de leucdcitos do liquido sinovial. As medidas
foram feitas no sétimo dia apds a inducédo de artrite por CFA. No gréfico estdo
representados os resultados dos grupos experimentais: PBS + Salina, PBS +
Tripsina, 6-OHDA + Tripsina e 5,7-DHT + Tripsina. As barras representam
média + E.P.M. de 7 animais.
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6 DISCUSSAO

O modelo de artrite induzida por CFA é um modelo
que foi inicialmente descrito por Pearson em 1956, referida como artrite
induzida por antigeno (AlA), onde uma reagdo imune contra uma
espécie de micobactéria diluida em um Oleo adjuvante é capaz de
instalar um quadro inflamatorio que guarda semelhangas com a artrite
humana. Como uma variagdo deste modelo produzimos uma monoartrite
induzida por imunizacdo ao CFA contendo Mycobacterium butyricum.
Por ser uma reacdo de duracdo relativamente longa, o modelo € Gtil para
estudos de processos inflamatérios subcronicos e dor persistente. A
inducéo da inflamacéo na articulagdo foi feita também para se ajustar ao
teste nociceptivo usado, o teste de incapacitacdo articular (Tonussi e
Ferreira, 1992), que, apds a re-exposi¢do ao CFA, aumenta 0 tempo
normal de elevacdo de pata dos animais, assim como permite aferir o
edema articular pds re-exposicdo, que também se eleva dos valores
normais. O modelo de artrite induzida por CFA na articulagdo fémuro-
tibial, entdo, permite se observar uma potencializacdo inicial e possivel
diminuicdo, apés um tratamento, do tempo de elevacdo de pata e do
edema articular.

Optou-se pelo uso de fémeas, pois em caso de pesquisa com
animais, é preferivel que se consiga extrapolar 0 maximo para a
realidade da condi¢do estudada, no nosso caso, a artrite reumatoide, que
acomete principalmente mulheres. Estudos diversos mostram a
influéncia do ciclo estral das fémeas e producdo hormonal neste periodo
na modulacdo da nocicep¢do, podendo potencializar ou amenizar a

sensibilidade (Terner, Lomas e Picker, 2005; Vinogradova, Zhukov e
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Batuev, 2003). Considerando que a fémea passa por todas as fases do
ciclo num periodo de 4 a 5 dias (Maeda, Ohkura e Tsukamura, 2000), 0s
experimentos feitos neste trabalho, que duraram sete dias, abrange todas
as fases, sendo praticamente impossivel verificar a fase do ciclo para
todos os animais dos grupos estudados. Além disso, todos 0s grupos
passaram por uma randomizacdo desde o momento do treino, de forma
gue a variancia do ciclo estral dentro da randomizacao do grupo faz com
gue uma possivel alteracdo na nocicep¢do pela fase do ciclo seja
potencialmente descartada.

O teste de incapacitacdo articular j4 estd bem descrito na
literatura (Bressan et al., 2006; Martins et al., 2010; Tonussi e Ferreira,
1992) e ele ndo somente é sensivel a todos as classes de analgésicos,
como ja descrito anteriormente (Tonussi e Ferreira, 1992), como
também se mostra capaz de avaliar a incapacitagdo articular de animais
gue passaram por protocolos cirlrgicos e neurodegeneragdo medular,
como foi mostrado neste trabalho. A vagotomia teve uma tendéncia a
aumentar o tempo de elevacdo de pata e foi capaz de aumentar o
didmetro articular dos animais neste modelo, confirmando dados da
literatura que mostram a influéncia do nervo vago na nocicepgdo
(Khasar et al., 2003; Janig et al., 2000) e no controle da inflamagdo (van
der Zanden, Boeckxstaens e De Jonge, 2009; Borovikova et al., 2000a),
mostrando a sensibilidade do modelo.

O teste também se mostrou sensivel ao protocolo de aplicagio
intratecal de neurotoxinas medulares. You e colabradores, em 2011,
demonstraram que ap6s lesdo medular com as neurotoxinas 5,7-DHT ou
6-OHDA, ha diminuicdo dos niveis de serotonina e noradrenalina na

medula por pelo menos sete dias, tanto em machos quanto em fémeas. A



67

lesdo por 5,7-DHT registrou um aumento tanto no tempo de elevagéo de
pata quanto no didmetro articular dos animais que tiveram suas fibras
medulares serotoninérgicas lesionadas, enquanto os animais com as
fibras noradrenérgicas lesionadas por injecdo de 6-OHDA ndo
mostraram alteragfes nos parametros estudados em uma curva temporal.
Com esses resultados, este trabalho mostrou a influéncia das vias
medulares descendentes serotoninérgica e noradrenérgica neste modelo.
Em outros trabalhos encontrados na literatura ja foi demonstrado o papel
de antagonistas de receptores op-adrenérgicos e de 5-HT em uma curva
temporal de formalina na pata, avaliando o ndmero de flinches
espontaneos (Omote et al.,, 1998), e ainda em modelos de dor
neuropatica, hiperalgesia térmica e alodinia (Zhao et al., 2011). Porém,
até entdo, ndo havia sido demonstrado o papel da degradacdo das vias
descendentes medulares em modelo de artrite de longa duracdo. Foi
possivel observar que a presenca de fibras serotoninérgicas medulares €
necessaria para que ndo ocorra uma piora do quadro artritico, enquanto
as fibras noradrenérgicas parecem ter menos importancia nesse controle.

Neste estudo avaliamos o efeito da administracdo por via oral
de tripsina nos pardmetros de incapacitacdo articular e didmetro
articular, que condizem, respectivamente, com a nocicepgao e o edema
na articulacdo. Foi possivel observar que a tripsina foi capaz de diminuir
a incapacitacdo articular e o didmetro articular dos animais, isto é, a
nocicepcdo e 0 edema, durante os sete dias de avaliagdo mesmo apds
uma Unica administracdo da enzima. Esse resultado confirma o efeito
terapéutico da tripsina e ainda mostra que esse efeito terapéutico é
duradouro, tendo acdo mais estendida do que a da dexametasona, que

apos o terceiro dia comega a perder seu efeito. Esses dados mostram que
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0 tratamento com a tripsina é bastante eficaz, mesmo em casos de
inflamacdo e nocicepcao cronica.

Com a intengdo de investigar como a tripsina, que
possivelmente estaria ativando receptores pro-inflamatérios PAR-2,
poderia estar apresentando este efeito terapéutico, foi feito o uso de
algumas abordagens experimentais. A abordagem inicial que
propusemos foi a da participacdo do nervo vago neste processo, ja que
ele inerva o TGI, onde a enzima estava sendo diretamente administrada,
e € um importante ponto de ligacdo do TGl com o Sistema Nervoso
Central. Além disso, j& é bem descrito na literatura a sua participagdo no
controle da dor (Khasar et al., 2003; Jénig et al., 2000). Para isto, 0s
animais passaram pelo processo cirirgico de vagotomia
subdiafragmatica.

Tem sido mostrado que a vagotomia ndo altera de forma
negativa o funcionamento geral do TGIl. Os principais resultados
observados foram o0 aumento da ingestdo e também da defecacdo (Neya,
Takaki e Nakayama, 1979) e, logo ap6s a cirurgia, 0 esvaziamento
gastrico é diminuido, mas retorna ao normal apds um certo intervalo de
tempo (Gutierrez, Kocak e Cox, 1971). Nossos resultados mostraram
gue a vagotomia foi capaz de bloquear o efeito da tripsina na
incapacitacdo articular, no didmetro articular e na contagem de
leucocitos, aonde o grupo vagotomizado que recebeu tripsina aumentou
0 namero de células quando comparado com o grupo sham que recebeu
tripsina.

O papel do vago no efeito da tripsina pode ser explicado pela
ativacdo de receptores PAR-2 presentes nas aferéncias vagais, que

podem excitar o vago de duas maneiras (Kirkup, Brunsden e Grundy,
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2001). A primeira é de forma direta, por ativacdo de receptores PAR-2
no terminal axonal de fibras aferentes sensoriais do nervo vago no TGI.
A segunda é de forma indireta, onde a ativagdo de PAR-2 nas células da
mucosa do TGl iniciaria uma cascata de resposta celular que tem como
um de seus resultados o aumento da produgdo de mediadores
inflamatdrios, instalando um quadro de inflamacdo no TGI. Essa
inducdo da inflamagdo ativa e sensibiliza neurdnios sensoriais do TGl,
inclusive o nervo vago (Yu et al., 2009), iniciando um processo de
hiperexcitabilidade (Kayssi et al., 2007; Kirkup et. al, 2003). Nossos
resultados corroboram dados da literatura que demonstram a
participacdo do nervo vago no processo de controle do quadro artritico
(Lietal., 2010; Van Maanen et al., 2009a; Zhang et al., 2008; Larsson et
al., 2005; Bernik et.al., 2002), e sugerem que a tripsina possa ser um
importante ativador no nervo vago quando administrada via oral.

A comprovacéo do envolvimento dos receptores PAR-2 neste
processo ¢ dificil. Imaginamos que a tripsina exerca seu efeito a partir
da ativacdo de receptores nas aferéncias vagais e que para isso ela ndo
precise ser absorvida. Ao usar antagonistas de receptores PAR-2, estes
poderiam ser absorvidos e apresentarem efeitos sistémicos que nao
necessariamente representariam um antagonismo direto dos receptores
ativados pela tripsina. Na verdade, o Unico antagonista especifico PAR-
2, 0 GB88 (Barry et al., 2010), é ativo por via oral e diminui ativacdo de
macréfagos e degranulacdo de mastocitos em um modelo de artrite
induzida por colageno (Lohman et al., 2012).

Uma abordagem que pode ser seguida para confirmar se a
tripsina age em receptores PAR-2 é 0 uso de métodos bioguimicos de

detecgdo de ativacgdo de receptores, como western blotting. Porém, esses
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métodos sdo mais comuns para demonstrar a expressao de receptores
PAR-2. Em nosso caso precisariamos de um anticorpo que marcasse a
sequéncia de aminoacidos clivado no momento da ativagao pela tripsina,
0 que seria uma forma fidedigna de demonstrar a ativacdo destes
receptores.

Se a hipdtese de que o efeito da tripsina é mediado pelo nervo
vago, que leva o sinal do TGI para o SNC é verdadeira, outra via seria
responsavel pela comunicacdo deste sinal do SNC com a periferia. Por
isso decidimos avaliar o papel das vias espinhais descendentes na
resposta a administracdo de tripsina por via oral. Nossos resultados
mostraram que a degeneracdo das vias serotoninérgica e noradrenérgica
blogueia o efeito da tripsina, aumentando a incapacitacéo articular e o
didmetro articular dos animais, indicando que essas fibras sdo
importantes no efeito terapéutico da enzima. Com esses resultados,
podemos especular que o reflexo anti-inflamatorio colinérgico ndo tem
importancia no efeito terapéutico da tripsina.

Evidéncias consistentes na literatura apontam que a ativagéo
vagal causa um reflexo vago-vagal parassimpatico anti-inflamatério
(Van der Zanden, Boeckxstaens e Jonge, 2009), e que essa via
colinérgica teria influéncia no curso da artrite reumatoide, ja sendo
considerada como uma alternativa de tratamento para essas doencas
(Koopman et. al, 2011; Das, 2011; van Maanen, Vervoordeldonk e Tak,
2009). Dados mostram que essa ativagdo ndo somente diminui o
processo de artrite em camundongos (van Maanen et al., 2009a) como
também inibe o desenvolvimento da artrite em ratos (Zhang et al.,
2008). A via anti-inflamatéria colinérgica parece ter como seu principal

mediador os receptores nicotinicos presentes em macréfagos, reduzindo
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assim a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, como TNF-a, IL-1,
IL-18, bem como em mastécitos e células dendriticas (Tracey, 2007;
Borovikova, Ivanova e Zhang, 2000). Alguns estudos mostram inclusive
a presenca de receptores nicotinicos na sindvia de pacientes com artrite
(van Maanen et al., 2009b). Frente a nossos resultados, no entanto, essa
explicacdo tem menos vigor, jA& que todo o efeito da tripsina foi
previnido pela destruicdo prévia de terminacdes espinhais
serotoninérgicas e noradrenérgicas, que ndo estdo relacionadas ao
sistema parassimpatico. Se o reflexo anti-inflamatério colinérgico fosse
importante para o efeito terapéutico da tripsina, seria esperado que,
mesmo apds a degeneracdo das vias descendentes medulares, a
diminuicdo da incapacitacdo e o didmetro articular dos animais fossem
mantidos apds administracdo da enzima, ou a0 menos que a inibicao do
efeito da enzima fosse menor, mas nao totalmente bloqueado, como foi
observado. Se isto tivesse acontecido, poderiamos especular que as vias
descendentes inibitorias e o reflexo anti-inflamatério colinérgico
estariam trabalhando de forma sinérgica no efeito terapéutico da
tripsina. Porém nossos resultados mostram que a inibicao foi completa, e
uma possivel participagdo do sistema parassimpatico no efeito da
enzima precisaria ser comprovado com a manipulacdo farmacolégica
dos receptores nicotinicos.

Os dados na literatura sobre o papel das monoaminas no
controle da nocicepcdo sdo divergentes, mostrando que elas podem
participar tanto do processo facilitatorio quanto do processo inibitdrio da
dor (para revisdo ver Millan, 2002). Contudo, existem trabalhos que
mostram que a antinocicepg¢do causada pelo nervo vago pode se dar a

nivel de medula espinhal e ser mediada por receptores monoaminérgicos
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(Ren, Randich e Gebhart, 1988; Randich e Aicher, 1987), o que reforca
0s nossos resultados e fortalece a compreensdo de uma sequéncia de
respostas que se inicia a partir da ativacdo do vago e tem como
consequéncia a ativacao das vias descendentes inibitorias da dor.

As aferéncias vagais conduzem a informacéo sensorial do TGl
para o Sistema Nervoso Central através do Nucleo do Trato Solitario
(NTS). O NTS faz conexdes com Varios outros ndcleos centrais que
controlam a producdo e liberacdo de neurotransmissores importantes na
modulagdo da nocicepcdo, como o Ndcleo da Rafe (Beitz, 1982), onde
se origina 0s neurdnios serotoninérgicos, e o Locus Coeruleus (Clavier,
1978), origem dos neurdnios noradrenérgicos. Além desses nlcleos, o
NTS ainda faz conexao direta com a Substancia Cinzenta Periaquedutal
(PAG) (Blander e Tork, 1987) e a por¢do Rostroventral da Medula
(RMV) (Zagon, 2001). Todos esses sitios centrais sdo importantes para a
ativacdo e modulacdo das vias descendentes serotoninérgica e
noradrenérgica da nocicepcao (Zhao et al., 1999; Stamford, 1995; Eide e
Hole, 1993; Behbehani, 1992; Fields e Basbaum, 1978).

As vias espinhais descendentes inibitdérias monoaminérgicas se
caracterizam por inibirem a neurotransmissdo ascendente na medula a
partir da ativacdo de receptores especificos como o receptor ap-
adrenérgico e 0 receptor serotoninérgico 5-HTia, principalmente
(Millan, 2002). Ambos os receptores sdo inibitorios e sua ativacdo faz
com que a liberagdo de neurotransmissores presentes nas vesiculas dos
neurdnios seja inibida.

O modelo de AIA, como ja dito antes, € um modelo de longa
duracdo, com estimulo persistente, capaz de causar intensa atividade dos

aferentes primarios articulares e, consequentemente, o reflexo da raiz
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dorsal (RRD; Rees et al., 1996; Sluka e Westlund, 1993). A atividade
aumentada dos nociceptores se origina na articulacdo, de forma
persistente, como resultado da acdo de inUmeros mediadores do
processo inflamatério que tem acdo direta e indireta sobre os
nociceptores articulares, como por exemplo, prostaglandinas,
bradicinina, serotonina, TNF-a, IL-1pB, etc. Consideramos aqui que o
fendmeno de RRD aumenta a liberacdo de neuropeptideos vasoativos
dos nociceptores periféricos, como substancia P e CGRP, agravando o
quadro inflamatério no sitio de injecdo do adjuvante (para revisdo ver
Willis, 1999).

Trabalhos prévios na literatura mostram a potencial influéncia
do RRD na inflamagdo periférica, e que a injecdo de substancias na
medula espinhal pode modular positiva ou negativamente a deflagracéo
do RRD (Foletto, Martins e Tonussi, 2012; Bressan et al., 2012; 2010;
Brock e Tonussi, 2008; Daher, Melo e Tonussi, 2005; Daher e Tonussi,
2003). Os resultados do presente estudo mostraram que a degeneracéo
das fibras da via descendente inibitoria piora artritico. Em outras
palavras, se ha a auséncia de um estimulo inibitério na medula, frente a
um estimulo persistente do CFA, o RRD provavelmente é deflagrado
mais intensamente, levando a transmisséo antidrémica com liberacdo de
mediadores inflamatérios na articulagdo, piorando o processo artritico.

Podemos inferir entdo que apos a ativacdo vagal, os nicleos
centrais responsaveis pela ativacao da via descendente inibitéria também
sdo ativados, dando inicio a inibicdo nociceptiva e consequente reducao
da neurotransmissdo medular. Uma vez que a medula tem sua
transmissdo diminuida a partir do sinal inibitorio descendente do

encéfalo, a probabilidade de deflagracdo do RRD é diminuida também.
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Resultados apresentados anteriormente pelo nosso grupo mostram um
controle serotoninérgico espinhal, com papel inibitério importante dos
receptores 5-HT;5 e 5-HT, na deflagracdo do RRD (Daher, Melo e
Tonussi, 2005), dados que reforcam a compreensdo deste mecanismo
proposto. Com isso, podemos destacar a importancia das vias
descendentes inibitorias para a resposta antiartritica da tripsina, ja que
ela ndo somente produz analgesia como também parece inibir o0 RRD,
proporcionando um efeito anti-inflamatério para o modelo.

Em resumo, nossos resultados sugerem que a tripsina, por
possivel agonismo em receptores PAR-2, ativaria 0 nervo vago e essa
ativacdo produziria analgesia e efeito anti-inflamatério a partir da
ativacdo das vias descendentes inibitérias serotoninérgica e
noradrenérgica.

Atualmente existem dois medicamentos que tem a tripsina em
sua férmula sendo utilizados amplamente na Alemanha, o Phlogenzym®
e 0 Wobenzym®. O primeiro é uma mistura da tripsina, bromelaina
(enzima proteolitica) e rutina (flavonoide), e o segundo tem a mesma
mistura adicionada ainda de quimo-tripsina (endopeptidase), papaina
(enzima proteolitica) e pancreatina (extrato pancreatico que contem
enzimas pancreéaticas). Ambos 0s medicamentos sdo usados amplamente
como suplemento para atletas na Alemanha, porém dificilmente
utilizados nos EUA e em outros paises (Ranchordas et al., 2012).
Atribui-se a esses medicamentos a capacidade de promover efeitos
analgésicos, fibrinoliticos e anti-inflamatérios e, apesar de ndo haver
estudos da eficacia de ambos na medicina do esporte, diversos estudos
relacionando-os com a recuperacdo em situagbes de injuria e doenca

podem ser encontrados na literatura (Kerkhoffs, Struijs e de Wit, 2004;
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Hollmann, 1998). Inclusive, estudos clinicos sugerem que o
Phlogenzym® se mostrou mais efetivo que o diclofenaco em diminuir a
dor de pacientes por até trés semanas (Singer, Singer e Oberleitner,
2001). Ainda, a combinacdo deste composto com a ciclosporina A inibiu
0 desenvolvimento da artrite em um modelo de AIA (Rovenska et al.,
1999). Todos esses dados concordam com 0S nossos, porém neste
trabalho conseguimos mostrar que uma Unica administragdo por via oral
de tripsina ja é capaz de produzir esses efeitos.

O presente estudo sugere, portanto, que uma ativacdo
farmacoldgica do nervo vago com efeitos analgésicos e anti-inflamatdrio
é possivel e que, pelos resultados da enzima neste modelo, a tripsina
poderia ser considerada como tratamento para quadros de artrite, tanto
de forma isolada ou como adjuvante aos farmacos tradicionais. Um
esquema da proposta do mecanismo de acdo da enzima esta

demonstrado na figura 18.
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Legenda:

@ Acetilcolina

. Susbstincias
pro-inflamatérias

Figura 18: Esquema demonstrativo do mecanismo de acdo da tripsina.(A) A
estimulacdo persistente do aferente primario leva a deflagracdo do Reflexo da
Raiz Dorsal, que provoca a liberacdo de substancias pré-inflamatdrias na
articulagdo, piorando o quadro de artrite. (B) A ativacdo de PAR-2 ap0s a
administracdo de tripsina gera uma sequéncia de acontecimentos que diminuem
0 quadro artritico, iniciando com a ativacdo do nervo vago, seguida da ativacdo
das vias descendentes inibitdrias, reduzindo assim a probabilidade deflagracdo
do RRD e a nocicepgédo. Além disso, a liberagdo de acetilcolina pela ativagéo da

via anti-inflamatéria colinérgica também pode diminuir a inflamagdo articular.
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7 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir
que:

e A tripsina administrada por via oral, em uma Unica dose, €
capaz de promover um efeito em modelo de artrite induzida por
imuno-complexo;

e Estes efeitos necessitam da integridade das aferencias vagais
subdiafragmaticas;

o [Estes efeitos necessitam da integridade de terminais
adrenérgicos e serotoninérgicos na medula espinhal;

e Este trabalho sugere que a tripsina administrada por via oral
promove ativacdo das aferencias vagais no trato
gastrointestinal, com subsequente ativacfes de projecoes
monoaminérgicas inibitérias do tronco cerebral para a medula
espinhal,

e Essa proposta de mecanismo de acdo constitui uma abordagem
inovadora para o tratamento de inflamagBes articulares e,

portanto, merece estudos mais aprofundados.
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