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RESUMO

Estudos tém demonstrado que a expectativa de vida média de pacientes com artrite
reumatoide (AR) € menor do que em pessoas saudaveis, em virtude de um aumento
da mortalidade por doencas cardiovasculares. Isto se deve, possivelmente, a
disfungédo endotelial resultante da intensa atividade inflamatoria relacionada a AR. O
aprofundamento do estudo desta disfungcdo endotelial, contudo, depende do
desenvolvimento de modelos experimentais capazes de reproduzir de forma
fidedigna os mecanismos fisiopatolégicos que levam a AR. Alguns estudos tem
demonstrado disfungdo endotelial em modelo de artrite induzida por adjuvante (AlA).
Contudo, o mesmo néo foi verificado na artrite induzida por colageno (CIA) em
camundongos, 3-6 dias apds a instalacdo do processo inflamatorio poliarticular.
Assim, o objetivo do presente estudo foi estudar a reatividade vascular da aorta
toracica de camundongo DBA-1J 15 dias apds o surgimento dos primeiros sinais
inflamatdrios poliarticulares do modelo CIA. Para isto, foi proposto o estudo funcional
das respostas de aortas toracicas a serotonina, noradrenalina, solugao
despolarizante (KCI), acetilcolina ou nitropsussiato de sédio em camundongos
machos da linhagem DBA-1J, controles ou acometidos pela CIA. Estas respostas
também foram estudadas na presenca tanto de inibidores das 6xido nitrico sintases
(NOS) quanto da tetrahidrobiopterina (BH4) e da curcumina. Os dados obtidos
sugerem que a CIA, neste periodo, ndo modifica as respostas contrateis das aortas
toracicas de camundongo a serotonina, KCl e a noradrenalina, tampouco o

relaxamento destas preparagdes induzido por acetilcolina ou nitroprussiato de sédio.

Palavras-chave: Artrite reumatoide. Artrite experimental. Endotélio. Estresse

oxidativo.



ABSTRACT



ABSTRACT

Studies have demonstrated that the average life expectancy of patients with
rheumatoid arthritis (RA) is lower than in healthy people, due to increased mortality
from cardiovascular disease. This is possibly due to endothelial dysfunction resulting
from severe inflammatory activity related to RA. A deeply understanding about the
study of endothelial dysfunction, depends on the development of experimental
models able to reproduce reliably the pathophysiological mechanisms that leads to
AR. Indeed, some studies have demonstrated endothelial dysfunction in the
adjuvant-induced arthritis model (AIA). However, the same was not observed in
collagen-induced (CIA) in mice, 3-6 days after onset of poliarticular inflammatory
process. Thus, the aim of the present study was to investigate the vascular reactivity
of thoracic aorta taken from DBA-1J mice 15 days after the appearance of the first
signals of poliarticular inflammation in CIA model. Then, it was proposed a functional
study of the responses of thoracic aortas taken from male DBA-1J mice control or
CIA induced to serotonin, KCI and norepinephrine as well as to acetylcholine or
sodium nitroprusside. These responses were also studied both in the presence of
inhibitors of nitric oxide synthases (NOS), tetrahydrobiopterin (BH4) and curcumin.
The data suggest that CIA, in this phase, does not modify the contractile responses
of mice thoracic aortas to serotonin, KCI or noradrenaline nor the relaxation induced

by acetylcholine or sodium nitroprusside.

Keywords: Rheumatoid arthritis. Experimental arthritis. Endothelium. Oxidative
stress.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA
1.1 Artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) € uma doenga reumatica relativamente frequente.
Trata-se de uma condicdo que acomete até 1% da populacdo mundial adulta.” Sua
ocorréncia € observada em todos os grupos étnicos, dispersos entre as diferentes
regides do mundo, com predominio no sexo feminino, sobretudo na faixa etaria de
30-50 anos, embora haja registro em todas as idades."*® No Brasil, uma analise
retrospectiva dos pacientes com AR em acompanhamento ambulatorial no Estado
de Sao Paulo, entre 2002 e 2005, delineou o seguinte perfil epidemiologico: mulher
(86%), faixa etaria 40-59 anos (55%), caucasoide (71%), historia de inicio de
doenga ha menos de dez anos (71%). Esta visdo, mesmo que parcial, se assemelha
as caracteristicas relatadas em populacdes de outros paises.’

Trata-se de uma doenga autoimune, crénica, multissistémica e de etiologia
desconhecida, cujas principais alteragcbes ocorrem ao nivel das estruturas
articulares, periarticulares e tendinosas. Caracteriza-se por um intenso processo
inflamatério na sindvia, deposicdo de fibrina, hiperplasia de células sinoviais,
infiltrados mononucleares, formagao de tecido celular invasivo (pannus), e, eventual
anquilose em uma ou mais articulagdes periféricas, onde maos e pés sao
preferencialmente acometidos. Vale ressaltar que a gravidade e o tempo de doenga
estdo diretamente relacionados com as alteragbes ocasionadas pela inflamagao e
hipertrofia do tecido sinovial, onde a desorganizagdo biomecénica das estruturas
articulares provoca além da dor local, instabilidade articular, deformidades e perda
de funcggo.">81°

Embora sua etiologia ainda permanega obscura, muitos avangos tém ocorrido
no estudo de sua patogénese. Admite-se que o desenvolvimento da doenca se deva
a interacao de diversos fatores como: patriménio genético do hospedeiro (HLA-DR4
e HLA-DR1), fatores comportamentais, agentes ambientais, desequilibrio
imunolégico e alteragdes enddcrinas.”®® Neste sentido, a evolugdo da AR ocorre a
partir da manutencgao da reacido autoimune, com ativacéo das células T helper CD4+
e outros linfocitos, desregulacdo da producédo de citocinas pré-inflamatérias e

transformacao da sinévia em pannus, levando a destruigdo da articulagdo.’>°?°
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1.2 Artrite e danos cardiovasculares

As manifestagbes da AR vao além da dor e invalidez resultantes do
comprometimento articular, visto que a sobrevida de um paciente com AR é menor
quando comparada com a sobrevida da populacdo geral.*''"™ Isso ocorre porque
estes individuos estao predispostos a infecgdes, complicagdes sistémicas da doencga
e complicagdes secundarias ao tratamento.” As principais manifestacdes extra-
articulares incluem quadros cutédneos (nodulos reumatoides), oculares (episclerite,
esclerite e ceratoconjuntivite sicca), pleuropulmonares, cardiacos (pericardite e
miocardite), hematologicos (anemia hipocromica e microcitica, eosinofilia e sindrome
de Felty), neurologicos (neuropatia periférica e mononeurite multipla),
osteometabdlicos, e, manifestacbes como vasculites, linfadenopatias e
amiloidoses."*?

E também bastante clara a associacdo entre a AR e o desenvolvimento de

doencas cardiovasculares. Segundo Gabriel'

, pacientes artriticos apresentam um
aumento significativo no risco de morte geral, atribuidos principalmente a eventos
cardiovasculares. Dentre estes eventos, destacam-se infarto agudo do miocardio
(IAM) e insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC)." Ademais, estudos mais recentes
confirmaram a maior frequéncia de aterosclerose em pacientes artriticos.
Submetidos a ultrassonografia de carotidas, estes individuos apresentaram aumento
da espessura da camada intima-medial da cardétida comum, um indicador de
aterosclerose generalizada.'®"®

Possivelmente, a liberacido sistémica de inumeras citocinas pro-inflamatérias
decorrente da inflamagao cronica inerente & AR comprometa a funcéo endotelial. 2%’
Com efeito, este mecanismo fisiopatoldégico somado a fatores de risco classicos é
frequentemente proposto para justificar a grande correlagdo entre a AR e o aumento
da morbimortalidade cardiovascular, observada na maioria dos estudos
epidemioldgicos.'™"® Com base nestas premissas, Bergholm et al.?? observaram que
o controle e/ou supressdo precoce da inflamacao sistémica na AR, ndo apenas
diminui a atividade da doencga, como também pode melhorar ou prevenir a perda da
funcao endotelial.

O mecanismo que leva a esta disfuncdo endotelial ainda é pouco entendido,
contudo parece envolver um excedente local de radicais livres. Em aortas

provenientes de ratos portadores de artrite induzida experimentalmente, foi
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observada uma reducgao significativa da fungé&o endotelial, associada a um aumento
do estresse oxidativo decorrente do aumento da expressdo NAD(P)H oxidase e do
desacoplamento da éxido nitrico sintase endotelial (eNOS).??* Neste sentido, foi
sugerido que a atenuagdo do aumento do fluxo induzido pela acetilcolina em
antebraco de pacientes com AR, indicativo de disfungédo endotelial, esta associada a
um aumento da atividade da 6xido nitrico sintase induzivel (INOS) e ao aumento
dos niveis circulantes de mieloperoxidase.”® Segundo estes autores, este aumento
da iNOS consumiria o cofator tetrahidrobiopterina (BH4), levando ao desacoplamento
da eNOS. Funcionando de forma desacoplada, a eNOS produziria anion superéxido
(O2) ao invés de 6xido nitrico (NO). Este O, altamente concentrado, produzido tanto
pela eNOS atuando de forma desacoplada quanto pela mieloperoxidase, poderia
entdo ligar-se ao NO que ainda é produzido localmente e formar o peroxinitrito
(ONOQO"). Dessa forma, ha uma redugdo nas concentracbes endoteliais de NO
(vasodilatador, inibidor da agregacdo plaquetaria e da adesdo leucocitaria) em
paralelo ao aumento das concentragbes de ONOO’, um agente oxidante contra o
qual o organismo nao dispde de defesas.’®? E valido salientar também que este
ONOO" formado pode oxidar a BH4 em dihidrobiopterina (BHz), reduzindo ainda mais
a biodisponibilidade deste cofator, o que contribui para que mais eNOS permaneca

na forma desacoplada, dando origem a um ciclo vicioso.?®

1.3 Busca por modelos experimentais que reproduzam de forma fidedigna os
danos cardiovasculares relacionados a AR

Os estudos que visam compreender os mecanismos fisiopatologicos que
determinam a AR, bem como aqueles que visam o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas, dependem de bons modelos experimentais. Entende-se por
bons modelos experimentais, aqueles capazes de reproduzir de forma fidedigna os
principais mecanismos fisiopatoldgicos da AR. Isto se aplica, inclusive, no que diz
respeito ao estudo dos danos cardiovasculares relacionados a AR. Contudo, é valido
ressaltar que embora apresentem semelhangas fisiopatoldgicas importantes com a
AR, estes modelos experimentais ndo devem ser confundidos com a doencga que se
desenvolve nos seres humanos.?**® Com efeito, qualquer extrapolagdo para seres
humanos de resultados de pesquisa obtidos nestes modelos experimentais deve ser
feita com muita cautela. Neste sentido, para que extrapolacdes possam ser feitas de
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forma racional e segura, é desejavel que um mesmo mecanismo fisiopatologico seja
testado no maior nimero possivel de modelos experimentais.*

Inumeros modelos de artrite estdo descritos na literatura, todos com
semelhangas e diferengas com relacdo a AR. Entre os mais conhecidos, podemos

)23,24,26-29,31-37

citar a artrite induzida por adjuvante (adjuvant induced arthritis — AIA ea

artrite induzida por colageno tipo Il (collagen induced arthritis — CIA)?*62°347 bem
como as artrites induzidas por fragmentos da parede celular estreptocdcica®® , acido

pristanico®“® | avridina®®*° 26 26,50

, retrovirus®® |, lactobacillus %, micoplasma e
zymosan®®°"*2 Dentre os modelos experimentais citados, destacam-se a AlA e a
CIA devido ao grande numero de estudos que os empregam.

O modelo de artrite induzida por adjuvante foi um dos primeiros modelos
experimentais de artrite descritos na literatura e, desde entéo, tem sido amplamente
utilizado, principalmente em testes pré-clinicos de novos agentes terapéuticos. A
técnica classica de inducdo da artrite por adjuvante utiliza ratos Lewis, e se baseia
em uma unica injec¢ao intradérmica de adjuvante completo de Freund (CFA) na base
da cauda do animal.?®?° Com rapida evolucdo e grande reprodutibilidade, este
modelo apresenta caracteristicas semelhantes a AR como eritema e edema de
extremidades, inflamagdo poliarticular, infiltragcdo celular (polimorfonuclear),
reabsorgdo dOssea seguida de proliferacdo 0ssea periosteal, formacado de pannus,
destruicdo déssea e cartilaginosa e consequentemente perda de fungdo. Ademais,
observou-se o0 envolvimento de células T helper e citocinas pro-inflamatdrias, além
da presenca de altos niveis de TNF-q, INF-c, IL-1, IL-6 e IL-7a em linfonodos e/ou
articulagbes afetadas. Contudo, trata-se de um modelo célula T dependente, mas,
sistema complemento independente. Além disso, pouco se sabe sobre o papel das
células B neste modelo experimental.?’?°

O modelo AlA tem sido bastante utilizado em estudos que investigam danos
cardiovasculares induzidos por artrite. Um dos primeiros estudos nesta area
constatou que a resposta contratil da aorta de ratos induzidos por artrite € menos
dependente de calcio extracelular.®' Esta observacao foi reforcada posteriormente
em outro estudo no qual se observou um aumento das respostas contrateis a
fenilefrina em aortas deendotelizadas de ratos acometidos por AlA, 26 dias apds

inducdo da doenca.*

Isto porque, segundo estes autores, o teor de calcio
intracelular € maior nas células do musculo liso destes animais, reforcando a

observacao levantada por Fontaine et al.3"*2
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Estudos que abordaram mais diretamente a funcdo endotelial indicam que
esta pode estar prejudicada no modelo de AIA. De fato, observou-se que as
respostas vasorrelaxantes a acetilcolina em aortas de ratos, totalmente dependente

® & reduzida pela AIA.>>?*333¢ Sequndo estes autores, o processo

do endotélio,’
inflamatorio induzido por este modelo experimental de artrite promove um prejuizo
no relaxamento de preparagbes de aorta a acetilcolina em um periodo de
aproximadamente 21 dias apds surgimento dos primeiros sinais inflamatérios. Para

Haruna et al.,*>%

este prejuizo pode ser interpretado como um estado pro-
inflamatorio e pré-trombatico, indicando os primeiros estagios da aterosclerose.
Além disso, alguns destes estudos também relatam um aumento na expresséo da
eNOS nestas preparagdes, muito provavelmente justificando o aumento vascular de
07,.2%?* Foi observado também que esta reducédo nas respostas vasorrelaxantes a
acetilcolina em aortas de ratos AIA esta fortemente relacionada ao estresse
oxidativo promovido pelo sistema renina angiotensina local.®® Prati et al.*® por sua
vez, inferiram que o aumento da arginase estaria diretamente relacionado a
disfuncdo endotelial nestas preparagdes, limitando a disposicdo do substrato
[-arginina para as NOS presentes nestes tecidos. Ademais, neste estudo observou-
se também uma maior produgao vascular de nitrotirosina, produto da interacao entre
radicais livres e NO nos animais acometidos por artrite.®® Isto posto, outro estudo
também realizado em AIA sugeriu que o prejuizo no relaxamento da aorta induzido
pela acetilcolina esta diretamente correlacionado ao aumento dos niveis séricos de
homocisteina.®” Neste mesmo estudo, verificou-se que o tratamento dos animais
com vitamina E é capaz de reverter o aumento dos niveis séricos de homocisteina,
bem como o prejuizo observado nas respostas destas preparagdes a acetilcolina.®’
Em sintese, estes trabalhos reforcam a hipotese de que a disfungao endotelial na
AlA é decorrente do estresse oxidativo.

Na busca por modelos experimentais que apresentem semelhancgas
fisiopatoldgicas ainda maiores com a AR, vem sendo colocado em evidéncia o
modelo de artrite induzida por colageno tipo Il (collagen induced arthritis — CIA),
tanto em ratos quanto em camundongos da linhagem DBA-1J.*> Como a AIA, a CIA
também se caracteriza como um modelo experimental de evolucio rapida e de alta
reprodutibilidade. Do mesmo modo, a CIA apresenta as mesmas caracteristicas
clinicas e histologicas da AIA, exceto pela infiltragdo e destruicdo Ossea e

cartilaginosa, que na CIA ocorre em virtude da deposicdo de complexos imunes.?*%°
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Além disso, achados imunolégicos como altos niveis de anticorpos contra o
colageno tipo Il e produgao de fatores reumatoides ocorrem somente na CIA e estao
diretamente relacionados com a doenga humana. Neste sentido, sabe-se que a
inducdo da artrite neste modelo experimental é mediada pelo envolvimento de
células T especificas para colageno tipo Il e células B além de ser sistema
complemento dependente.®*** O surgimento tanto da CIA quanto da AR estdo
fortemente associadas a expressdo de moléculas especificas de classe Il do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), onde em camundongos temos |-
Aq e I-Ar, e em humanos temos HLA-DR1 e DR4. Ademais, como na doencga
humana, inumeras citocinas pré e anti-inflamatorias sdo expressas nas articulacées
desses camundongos como TNF-a e IL-1f3, IL-6, IL-1ra, IL-10 e TGF-B. Por sua vez,
IL-12 e IL-23 também parecem estar envolvidas na patogénese do camundongo
DBA-1J na artrite induzida por colageno.?2%3844

Estudos da fung&o endotelial realizados em camundongos da linhagem DBA-
1J, acometidos pela CIA sdo escassos na literatura, ndo obstante as semelhancas
deste modelo com a AR. Os poucos estudos que utilizaram este modelo
experimental de artrite ndo mostram, de forma inequivoca, prejuizos na fungéo
endotelial. A CIA em camundongos levou a um aumento das concentragdes de
nitrito/nitrato tanto na urina quanto no plasma destes animais, muito provavelmente
refletindo um aumento na expressao de iINOS.*® Estes autores observaram também
um aumento na concentragdo plasmatica de PGE, em decorréncia do processo

inflamatério.>? Reynolds et al.,*’

utilizando uma metodologia bastante semelhante a
proposta no presente trabalho, observaram que as respostas contrateis da aorta
destes animais & serotonina® e ao KCl sdo prejudicadas. Estes autores nao
encontraram qualquer sinal de prejuizo da fungdo endotelial nestas preparagdes.
Isto porque as respostas vasorrelaxantes a acetilcolina, diretamente relacionada a

fungdo endotelial,”

nao estavam reduzidas nestas preparagcbes e a presenca de
inibidores tanto das NOS quanto das ciclo-oxigenases (COX) n&o modificou este
padrao de resposta. Além disso, ndo houve diferenga significativa entre as
concentracdes séricas dos metabdlitos do NO entre os animais CIA e controles.

O estudo de Reynolds et al.*’ esta longe de ser conclusivo, ao contrario,
desperta para a necessidade de se empregar outras abordagens experimentais na
investigacdo da funcdo endotelial nos camundongos da linhagem DBA-1J

acometidos pela CIA. Este estudo deixa algumas questdes importantes em aberto.
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Primeiramente pelo fato de ter sido realizado apenas 3-6 dias apos surgimento dos
primeiros sinais de acometimento articular, o que néo exclui a possibilidade de que a
disfuncdo endotelial venha a se concretizar em uma fase mais tardia. Isto porque,
segundo Oliver e Brahn,? alguns elementos caracteristicos da artrite como pannus,
neoangiogénese, erosdes e destruicdo articular estabelecem-se em um periodo de
até 2 semanas contados a partir da instalagdo do processo inflamatorio. Além disso,
neste estudo ndo foram avaliadas as respostas da aorta destes animais a
noradrenalina que € o principal efetor do sistema nervoso simpatico no controle do

ténus vascular.>®



OBJETIVOS



31

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a reatividade vascular da aorta toracica de camundongo DBA-1J 15
dias apds o surgimento dos primeiros sinais inflamatorios poliarticulares no modelo

de poliartrite induzida por colageno bovino tipo Il (CIA).

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Determinar se, neste periodo, ocorrem modificacdes das respostas aos
agentes vasoconstritores 5-HT, KCI e noradrenalina em aorta toracica.

2.2.2. Determinar a influencia que o endotélio exerce sobre as agdes de agentes
vasoconstritores e vasodilatadores (acetilcolina e nitroprussiato de sédio) nas aortas
toracicas destes animais, com foco na participacdo de mecanismos endoteliais
relacionados a NOS.

2.2.2 Verificar se, neste periodo, a poliartrite induzida por colageno promove
modificagdes estruturais na aorta toracicas dos animais estudados.

2.2.4 Avaliar a capacidade antioxidante plasmatica destes animais, neste estagio de

desenvolvimento da artrite.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem DBA-1J, adultos (10
semanas + 2 semanas) pesando entre 18 e 22 g, provenientes do Biotério
Experimental da FAMEMA. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas,
submetidos a dieta e agua ad libitum em condigdes controladas de iluminagéo
(fotoperiodo: 12 horas) e temperatura (20°C a 25°C). O presente projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Marilia —
FAMEMA, no dia 11 de julho de 2012 (protocolo n° 829/12).

3.2 Grupos experimentais

Os 80 animais utilizados foram divididos em dois grupos: grupo controle

(falso-imunizados; 35 animais) e grupo artrite (imunizados; 45 animais).

3.3 Protocolo de indugao da artrite

O protocolo de inducido da artrite teve inicio com a anestesia dos animais.
Para tanto, foram administrados via intraperitoneal 0,3ml de uma solugao a 17% de
quetamina associada a xilazina (na proporgao 1:1). Quando anestesiados, os
camundongos foram posicionados em decubito ventral sobre campo cirdrgico para
realizagcdo do procedimento de imunizagdo. A primeira imunizagdo (no dia 0)
consistiu na administracdo de 100ug de colageno bovino tipo Il (Cll; 4mg/ml; Sigma-
Aldrich) dissolvido em 25uL de acido acético (5x10mol/L) emulsificado com 25pL
de adjuvante completo de Freund (CFA; 4 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis),
por via intradérmica (na base da cauda). No 21° dia o animal recebeu um reforgo
(boost), que consistiu na administracdo de 100ug de colageno bovino tipo Il (ClI;
4mg/ml; Sigma- Aldrich) dissolvidos em 25uL de 4&cido acético (5x10?mol/L)
emulsificado com 25uL de adjuvante incompleto de Freund (IFA; Sigma- Aldrich),
também por via intradérmica. O protocolo de imunizacdo e boost também foi
realizado nos animais controles, falsa-imunizagdo e falso-boost, porém sem a

administragao do colageno bovino tipo Il. Dessa forma garantiu-se que estes animais
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fossem submetidos as mesmas condigbes experimentais dos animais do grupo
artrite.*°

O acometimento das articulagdes ocorreu geralmente entre o 26° e o 33° dia
apés a imunizacdo. Os sinais destes acometimentos estdo detalhadamente
mencionados no item 3.5 desta se¢do. Uma vez constatado o acometimento articular
decorrente da artrite, aguardou-se um periodo de 15 dias para o estudo da
reatividade da aorta toracica e coleta de material para as analises bioquimicas e
histologicas. O pareamento dos animais controles foi estabelecido no momento da
primeira imunizagdo, logo, todo animal pertencente ao grupo artrite tinha um
correspondente que pertencia ao grupo controle. Cabe ressaltar, no entanto, que
alguns animais ndo desenvolveram o processo inflamatorio articular até o 33° dia

pos-imunizacao, e por conta disso, foram excluidos do estudo.

3.4 Pesagens

Os animais foram pesados no inicio do protocolo experimental, no 21° dia e
no dia do sacrificio (geralmente no 45° dia). No dia do sacrificio foi realizada também
a pesagem das patas. O peso das patas foi normalizado pelo peso corporal (pata em
miligramas/peso corporal em gramas). Estes dados serviram como indicativo do

processo inflamatorio articular decorrente da artrite experimental.

3.5 Ectoscopia

Esta analise centrou-se na avaliagdo do eritema e do edema na pata dos
animais, decorrentes do processo inflamatério articular.*> Esta analise foi realizada
diariamente a partir da imunizacgéao inicial até o surgimento dos sinais inflamatorios
acima mencionados. Para documentagao, foi realizada captura das imagens das
patas dos camundongos, no dia da imunizagdo (dia 0) e no dia do experimento de
reatividade vascular (15 dias apds acometimento articular), em estereomicroscépio
Olympus SZX7 com camera de video digital acoplada DP 25, Software DP2-BSW

para Dimension, marca Olympus.
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3.6 Protocolo de coleta do plasma

Amostras de sangue foram obtidas com o auxilio de seringas contendo
heparina, pela pungdo da veia cava (no momento do sacrificio dos animais). Estas
amostras de sangue foram centrifugadas a 3500 rpm por 15 minutos em temperatura
ambiente. O sobrenadante (plasma) foi recuperado e estocado a -20°C para
posterior determinagdo antioxidante do plasma (FRAP- Ferric reducing activity of

plasma).
3.7 Preparagoes histolégicas

Apo6s protocolo de sacrificio e coleta de sangue para obtengcdo do plasma,
estes animais tiveram a aorta toracica e as articulagbes dissecadas e removidas
para posterior fixagdo em solugdo de glutaraldeido 2% e paraformaldeido 4% em
tampao fosfato Sorensen 10'mol/L e pH 7,0 (APENDICE A). Nesta solucdo, estas
amostras de tecido permaneceram por um periodo minimo de 24 horas. Todo o
material coletado foi desidratado em série crescente de concentracédo de alcool
etilico: solugéo de alcool etilico 70% (varias trocas ao longo de um dia; 4 horas para
cada troca) e solugao de alcool etilico 95% (4 horas). Em seguida procedeu-se a
infiltracdo em mistura 1:1 de alcool 95% e resina plastica por 4 horas; infiltracdo em
resina de infiltracdo por 4 horas ou overnight e por fim, inclusdo em metacrilato glicol
(Leica Historesin — Embedding Kit). As articulagbes coletadas foram submetidas ao
processo de descalcificagdo (APENCICE B) por aproximadamente 4 semanas antes
da inclusdo em resina metacrilato (APENDICE C). De cada bloco foram obtidos, em
microtomo Leica RM2245 equipado com navalha de vidro, quatro cortes seriados de
5 ym de espessura com intervalo médio de 25 ym entre os mesmos. Para a analise
histopatoldgica das articulagdes, as laminas foram coradas por Hematoxilina-Eosina
(AENDICE D), Azul de Toluidina (APENDICE E) e Masson (APENDICE F). Por sua
vez, para estudo histomorfométrico dos segmentos da aorta toracica, as laminas
foram coradas por Hematoxilina-Eosina (APENDICE D). As laminas foram
analisadas e fotomicrografadas em microscépio de luz Olympus, modelo BX41
acoplado a camera de video digital, marca Olympus, modelo DP 25, Software DP2-
BSW, marca Olympus.®®
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3.7.1 Histopatologia das articulagoes

Para diagndstico de inflamagdo, as lédminas foram analisadas com
microscoépio de luz comum, por patologista experiente que desconhecia a origem do
material. A avaliagdo histopatoldgica foi feita empregando-se interpretagédo subjetiva
dos seguintes parametros: intensidade do exsudato inflamatério (misto — neutrofilos
e linfocitos), comprometimento do exsudato inflamatério (perivascular e sinovial), e

presenca de pioartrite e fibroplasia inicial, conforme quadro 1.

Quadro 1: Escala de graduagao do escore inflamatério (em cruzes)

Caracteristicas

Grau de inflamagéo Escore . L.
histopatolégicas
Ausente 0 Parametro ausente
Parametro presente com
Leve 1 . .
intensidade leve
Parametro presente com
Moderado 2 ) )
intensidade moderada
Parametro presente com
Grave 3

intensidade grave

3.7.2 Histomorfometria da aorta toracica

Para a realizacdo do estudo histomorfométrico da parede dos vasos, as
laminas foram analisadas em microscopio de luz comum, sendo mensuradas as
espessuras das tunicas: intima e média. De cada aorta toracica avaliada foram
capturadas imagens digitais de quatro campos histolégicos, por meio de programa
de analise de imagens DP2-BSW, marca Olympus, como mostram as Figuras 1A e
1B. A partir destas imagens determinou-se a espessura (um) de ambas as tunicas,
meédia e intima, como mostram as Figuras 1C e 1D. O resultado final correspondeu a
meédia das medidas de espessura obtidas nos quatro parametros, para cada uma

das tunicas.
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Figura 1: Imagem esquematica
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a) Imagem esquematica da divisdo dos campos histolégicos; Q1=quadrante 1; Q2=quadrante 2; Q3=
quadrante 3; Q4= quadrante 4; b) Fotomicrografia panordmica do anel de aorta toracica de
camundongo DBA-1J dividida em quadrantes (coloragdo com Hematoxilina-eosina; aumento de 20x);
¢) Imagem esquematica das tunicas intima (Tl), média (TM) e adventicia (TA), bem como do limen
vascular (Lu); d) Fotomicrografia do segmento da aorta toracica de camundongo DBA-1J com
indicacado dos limites das tunicas (coloragdo com Hematoxilina-eosina; aumento de100x).

3.8 FRAP- Ferric Reducing Activity of Plasma

Para determinacao da capacidade antioxidante do plasma utilizou-se 60pul de
plasma homogeneizado de cada animal, adicionado a 0,19 uL de agua destilada e
1,8 ml do reagente FRAP (solucdo-tampdo acetato a 3x10°mol/L: 2,7 g de acetato
de sodio anidro + 16 ml de acido acético glacial para 1 litro de agua destilada,
pH=3,6; ferritripiridiltriazina (TPTZ) a 10°mol/L em HCI 4x10°mol/L e FeCls6H,0
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2x10°mol/L na proporgdo 10:1:1). Esta composicdo & entdo incubada a 37° C
durante 15 minutos. A absorbancia do complexo (TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-
triazina) com Fe3+) de coloragao azul é lido em comparagao ao reagente branco (1,8
ml reagente de FRAP) a 593 nm. Solugbes padréo de Fe* na faixa de 0 a
2x10°mol/L sdo preparadas a partir de sulfatos ferrosos (FeSO47H.0) em &gua
destilada. Os dados s&o expressos em pmol ions férricos reduzidos a ions ferrosos

por litro.>®
3.9 Estudo funcional de reatividade vascular

Imediatamente apds o sacrificio dos animais, segmentos da aorta toracica
foram destacados dos tecidos adjacentes e removidos para uma placa de Petri
recoberta com parafina. Com o auxilio de uma lupa, estas aortas foram separadas
dos tecidos adjacentes e seccionadas em anéis de 2-3 mm. Em seguida, estes anéis
foram montados em banhos para estudo de 6rgéo isolado, com capacidade para
2 ml, dispostos entre 2 ganchos metal (inseridos no lumen). Neste ambiente, os
anéis foram mantidos sob tensdo de 5 Mn (equivalente a + 0,5 gf), imersos em
solugédo nutritiva de Krebs-Henseleit (APENDICE G), com pH ajustado para 7,4,
gaseificada com mistura carbogénica (95% O» e 5% CO;) e aquecida a 37°C. As
modificagdes de tdnus destas preparagdes foram registradas através de sistema
Powerlab 8/30 data-acquisition system (AD Instruments, Castle-Hill, NSW, Australia).
Antes da determinacdo das curvas concentracdo-resposta, as preparagdes foram
mantidas em repouso por 60 minutos para se adaptarem a este ambiente artificial.
Neste periodo, bem como durante todo o experimento, a solugdo nutritiva foi
substituida a cada 20 minutos.

Para avaliagdo funcional da integridade endotelial, estas preparagdes foram
pré-contraidas com fenilefrina (10°M), e em seguida desafiadas com acetilcolina
(10°M). Em preparacdes cujo endotélio foi removido mecanicamente (preparacées
deendotelizadas), relaxamentos induzidos por acetilcolina (10°M) < 10%, indicavam

efetividade da remocéao endotelial.



39

3.10 Curvas concentragao-resposta

A reatividade vascular foi estudada a partir da obtencdo de curvas
concentracdo-resposta cumulativas para noradrenalina (10™'° - 10*M), serotonina
(107'° - 10*M), acetilcolina (10 - 10*M), nitroprussiato de soédio (107" — 10"M) ou
solugéo despolarizante (KClI 10mol/L — 12x10mol/L compensado pela reducéo do
sodio em solucéo).

Algumas destas preparagdes foram previamente incubadas por 30 minutos
com L-NAME (10™*M) ® e 1400W (10°M) ', inibidor néo seletivo de NOS e inibidor
seletivo de iINOS, respectivamente, ou por 60 minutos com o antioxidante curcumina
(10°M)%2, administrados diretamente no banho de 6rgaos. Logo apds estes periodos
de incubagéao, procedeu-se os desafios com noradrenalina ou acetilcolina. Outras
preparagdes foram desafiadas com noradrenalina ou acetilcolina na presenca de
BH4 (10‘6M) 63 Contudo, para isso, a BH4 foi incorporada na solugdo nutritiva
juntamente com a noradrenalina ou acetilcolina, uma vez que a presenga desta
substancia por longos periodos no banho pode influenciar o pH do mesmo. Assim, a
cada 4 minutos, substituia-se a solugdo nutritva no banho com BH4 (recém
incorporada a esta), com concentragdes crescentes de noradrenalina ou

acetilcolina.
3.11 Analise de parametros farmacolégicos

As respostas vasomotoras foram expressas graficamente como curvas
concentracido-resposta. A partir das curvas concentragado-resposta, foram obtidos o
pECso, que consiste no negativo do logaritmo da concentragdo molar do agonista
responsavel por 50% do efeito maximo (ECsp). Os valores de ECs, foram calculados
por regressdao nao linear através do programa Prisma (GraphPad Software
Corporation). Calculou-se também o Enax (efeito desencadeado pela concentragao
supra-maxima do agonista). O Emax equivale ao ultimo ponto das curvas

concentragao-resposta.
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Os parametros, analisados foram expressos pela média + erro padrao da

média (E.P.M.) de 4-17 animais. A analise estatistica dos resultados foi feita através

do teste “t” de Student, com excecdo dos pesos dos animais que foram comparados

através de analise de varidncia (ANOVA) de duas vias. Diferencas nos valores de

P<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.

3.13 Diagrama experimental
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3.14 Drogas e reagentes
3.14.1 Inducao da artrite

- Acido acético P.A. (Synth, Brasil).

- Adjuvante completo de Freund (Complete Freund’s Adjuvant, Sigma Co, E.U.A.)

- Adjuvante incompleto de Freund (Incomplete Freund’s Adjuvant, Sigma Co, E.U.A.)
- Colageno bovino tipo Il (Collagen from bovine nasal septum, Sigma Co, E.U.A.)

- Mycobacterium tuberculosis (Killed M. tuberculosis H37 Ra, BD Difco ™)

- Quetamina (Cloridrato de dextrocetamina, Cristalia, Brasil)

- Xilazina (Cloridrato de xilazina, Vetbrands, Brasil)

3.14.2 Reatividade vascular

- 1400W (N-(3-[Aminomethyl]benzyl)acetamidine, Sigma Co, E.U.A.)

- Bicarbonato de sédio P.A. (Synth, Brasil)

- Cloreto de calcio dihidratado P.A. (calcium chloride dihydrate , Merck, Alemanha)

- Cloreto de potassio P.A. (Synth, Brasil)

- Cloreto de sodio P.A. (Synth, Brasil)

- Curcumina (E,E)-1,7-bis(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione,
Sigma Co, E.U.A))

- D-glicose anidra (dextrose) P.A. (Synth, Brasil)

- Fenilefrina ((R)- (-) —phenylephrine hydrochloride, Sigma Co, E.U.A.)

- Fosfato de potassio monobasico anidro P.A. (Synth, Brasil)

- Heparina sodica 5000Ul/ml solugdo injetavel (Cristalia, Brasil)

- L-NAME (N,-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride, Sigma Co, E.U.A.)

- Nitroprussiato de sodio ([pentacianonitrosil ferrato(lll) dissodico (dihidrato)], Merck
Co, Alemanha)

- Noradrenalina ((S)-(+)-norepinephrine L-bitartrate, Sigma Co, E.U.A.)

- Sulfato de magnésio P.A. (Synth, Brasil)

- Tetrahidrobiopterina ((6R)-5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin dihydrochloride, Sigma Co,
E.U.A)



3.14.3 Preparagoes histolégicas

- Acido Acético P.A. (Synth, Brasil)

- Acido citrico monohidratado P.A. (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

- Acido fosfomolibidico P.A. (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

- Acido fosfotungstico P.A. (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

- Alcool etilico absoluto P.A. (Dindmica Quimica Contemporanea LTDA, Brasil)
- Azul de toluidina (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

- Cloreto de sodio P.A. (Synth, Brasil)

- Eosina amarela (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

- Floxina B (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

- Formaldeido P.A. (Chemco Industria e Comércio LTDA, Brasil)

- Fosfato dissddico (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

- Fosfato monossaodico (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

- Fucsina acida (fuchsin acid, Sigma Co, E.U.A.)

- Glutaraldeido P.S. (solugao 25% em agua, Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)
- Hematoxilina (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

- Hidroxido de sédio P.A. (Dinamica Quimica Contemporanea LTDA, Brasil)
- Historesin activator (Leica Co, Alemanha)

- Historesina (Leica Co, Alemanha)

- Orange G (Sigma Co, E.U.A.)

- Oxido de mercurio (I1) P.A. (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

- Paraformaldeido extra puro (Merck Co, Alemanha)

- Permount (Thermo Fisher Scientific Inc, E.U.A.)

- Ponceau de xilidina (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

- Sulfato de aluminio e potassio P.A. (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

- Verde luz (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

- Xilol P.A. (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

3.14.4 FRAP
- Acetato de sadio trihidratado P.A. (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)

- Acido acético P.A. (Synth, Brasil)
- Acido cloridrico P.A. (Synth, Brasil)
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- Cloreto de ferro Ill (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)
- Sulfato de ferro Il (Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil)
- TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine, Sigma Co, E.U.A.)
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4 RESULTADOS

4.1 Validagao do modelo experimental CIA

41.1 Pesagem dos animais

Nas pesagens dos animais realizadas no dia da primeira imunizagao/falsa-
imunizagcado (dia 0) e no 21° dia (boostAalso-boost), ndo foram constatadas
diferencas significativas de peso corporal entre os animais dos grupos controle e
artrite. Contudo, a terceira pesagem, realizada no dia dos experimentos de
reatividade vascular, mostrou que o peso dos animais do grupo artrite eram
significativamente menores em relagdo ao peso dos animais do grupo controle
(Figura 2).

Figura 2 — Peso corporal em gramas (g) dos animais dos grupos controle e artrite,
obtidos nos dias da imunizacido/falsa-imunizagcdo, do boost/falso-boost e dos

experimentos de reatividade vascular

307 — cControle (11)
E Artrite (13) <
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Peso corporal em gramas (g) dos animais dos grupos controle e artrite, obtidos nos dias da
imunizagao/falsa-imunizagéo (dia 0), do boost/falso-boost (21° dia) e dos experimentos de reatividade
vascular (45° dia); Barras indicam média * erro padrdo da meédia. * indica diferenga significativa
(P<0,001) em relagédo aos animais controles (ANOVA de duas vias, peso corporal e tempo, seguida
pelo pés-teste de Bonferroni). Entre parénteses, o numero de amostras.
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4.1.2 Pesagem das patas

Na Tabela 1 sdo apresentados os pesos das patas (anteriores/posteriores;
direita/esquerda) obtidas dos animais dos grupos controle e artrite. Observa-se um
aumento significativo do peso médio de todas as patas (anterior/posterior;

direita/esquerda) em decorréncia da artrite induzida por colageno.

Tabela 1 — Peso médio das patas obtidas dos animais dos grupos controle e artrite,
normalizados pelo peso corporal total dos animais estudados (peso da pata em
mg/peso total do animal em g).

Controle Artrite

(n=9) (n=13)
Pata Anterior Direita 3,02+0,07 5,50+0,32 *
Pata Anterior Esquerda 2,85+0,07 5,03+0,41 *
Pata Posterior Direita 6,70+0,14 11,84+0,58 *
Pata Posterior Esquerda 6,74+0,09 12,04+0,62 *

* Indica diferenga significativa (P<0,001) em relagdo aos animais controles (Teste “t” de Student).
Entre parénteses, o nimero de animais avaliados.
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4.1.3 Ectoscopia

Na Figura 3 sao apresentadas fotografias das patas obtidas dos animais dos
grupos controle (3A e 3B) e artrite (3C e 3D), obtidas no dia do experimento (dia 45).
Observa-se eritema e um aumento do volume das patas (edema) tanto anterior
quanto posterior, em decorréncia da CIA. Dos 45 animais imunizados com colageno,

36 (80%) desenvolveram estes sinais de forma bastante caracteristica.

Figura 3 — Imagens das patas dos animais do grupo controle e artrite.

e ]

Imagens das patas anteriores dos animais do grupo controle (3A) e artrite (3C) e posteriores dos
animais dos grupos controle (3B) e artrite (3D).
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4.1.4 Histopatologia das articulagoes

A ocorréncia da artrite também foi comprovada pelo escore atingido no grupo
artrite. Os cortes dos animais controle avaliados (n=5) ndo obtiveram nenhum escore
(escore 0), enquanto todos os cortes dos animais artrite (n=5) atingiram a pontuagao

maxima, ou seja, escore 3.

4.2 Repercussoes vasculares da CIA

4.2.1 Histomorfometria da aorta toracica

A partir de cortes histologicos de aortas obtidas de animais pertencentes aos
grupos controle (figuras 4) e artrite (figura 5), obteve-se as medidas de espessura
das tunicas media e intima destas preparagbes (Tabela 2). Observou-se que a
artrite induzida por colageno ndo modificou significativamente a espessura da
parede das aortas, nem tampouco modificou a espessura das tunicas intima e

média destes vasos.

Tabela 2 — Valor médio das medidas da tunica intima e tunica média da aorta
toracica dos animais dos grupos controle e artrite. Valores expressos em pm.

Controle Artrite

(n=4) (n=6)
Tanica intima 4,11+0,31 4,59+0,16
Tanica média 55,20+£2,15 50,52+2,48

Entre parénteses, o nimero de amostras.
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Figura 4 - Prancha histolégica: grupo controle

a) Fotomicrografia panordmica do anel da aorta toracica de camundongo DBA-1J controle; Lumen
vascular (Lu); Hematoxilina-eosina 20x; b) Fotomicrografias do segmento da aorta toracica de
camundongo DBA-1J controle evidenciando: na tunica intima (Tl) as células endoteliais (¥), na tunica
média (TM) as células musculares lisas (1) entremeadas a area de fibras elasticas (FE), a tunica
adventicia (TA) e o limen vascular (Lu); Hematoxilina-eosina 100x.
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Figura 5 - Prancha histoldgica: grupo artrite

_“\‘\ N 'y » )..‘, :

a) Fotomicrografia panorédmica do anel da aorta toracica de camundongo DBA-1J artrite; Lumen
vascular (Lu); Hematoxilina-eosina 20x; b) Fotomicrografias do segmento da aorta toracica de
camundongo DBA-1J artrite evidenciando: na tunica intima (T1) as células endoteliais (¥), na tunica
média (TM) as células musculares lisas (1) entremeadas a area de fibras elasticas (FE), a tunica
adventicia (TA) e o limen vascular (Lu); Hematoxilina-eosina 100x.
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4.2.2 Estudo da reatividade vascular a serotonina e ao KCI

A CIA ndo modificou significativamente o padrao das curvas concentragao-
resposta para serotonina (Figura 6A), nem tampouco para KCI (Figura 6B),
determinadas em preparacdes isoladas de aorta toracica intacta. Por conta disso,
nenhuma diferenca significativa ocorreu em termos de Enax. Os valores de pECs
para serotonina e para KCI, obtidos em preparagdes isoladas de animais do grupo
artrite também n&o diferiram significativamente daqueles obtidos em animais do
grupo controle (Tabela 3).

A B
1.07-e- Controle (8) 1.07-6- Controle (7)
08—+ Avrtrite (7) - Artrite (8)
. 0.8+
a —
S 067 2 56-
T o
g 4] -
I2 . §0.4—
0.2+ 0.2-
0.0+ T T 1 |
12 10 8 6 4 -2 0.0

00 05 10 15 20 25

5-HT [mol/L] KCI [mol/L]

Figura 6 — Curvas concentragdo-resposta para serotonina obtidas em preparagdes intactas (A) e para
KCIl em preparacdes deendotelizadas (B) de aorta toracica de animais dos grupos controle (o) e
artrite (e). Pontos representam média + erro padrdo da meédia. O ultimo ponto de cada curva
concentracao resposta equivale ao E.x da resposta. Entre parénteses, o nimero de amostras.
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Tabela 3 — Valores de pECsy para serotonina e KCI determinados em preparagdes
isoladas de aorta toracica de animais dos grupos controle e artrite.

PECso
Controle Artrite
Serotonina 6,70£0,11 (8) 6,74+0,12 (7)
KCI 1,90+0,20 (7) 1,94+0,33 (8)

Entre parénteses, o nimero de amostras.

4.2.3 Estudo da reatividade vascular a noradrenalina e a acetilcolina

Paralelamente, CIA também nao modificou significativamente o padrdo das
curvas concentragdo-resposta para noradrenalina (Figura 7A) ou acetilcolina (Figura
7B). Por conta disso, também ndo foram observadas diferengas significativas, em
consequéncia da CIA, nos parametros de Emax € pECsp para noradrenalina e

acetilcolina obtidos a partir destas curvas (Tabela 4)
A B
1.01-e- Controle (7) 1.0q-e- Controle (7)
-8~ Artrite (9) —&— Artrite (8)
0.8 0.8
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= 06- >
18 '8 0.6
£ 0.4- S
g o
0.2 a
0.0_ T T 1 02 T T T T T 1
12 10 -8 -6 -4 -2 9 8 7 6 -5 -4 -3
Noradrenalina [mol/L] Acetilcolina [mol/L]

Figura 7 — Curvas concentragdo-resposta para noradrenalina (A) e acetilcolina (B) obtidas em
preparacdes isoladas de aorta toracica de animais dos grupos controle (o) e artrite (o). Pontos
representam média + erro padrao da média. O ultimo ponto de cada curva concentragido resposta
equivale ao E . da resposta. Entre parénteses, o nimero de amostras.
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Tabela 4 — Valores pECsy para noradrenalina e acetilcolina determinados em
preparacgdes isoladas de aorta toracica de animais dos grupos controle e artrite.

PECso
Controle Artrite
Noradrenalina 6,64+0,10 (7) 6,45+0,16 (9)
Acetilcolina 5,81+0,23 (6) 5,78+0,11 (8)

Entre parénteses, o nimero de amostras.

4.2.4 Estudo da reatividade vascular em preparagées deendotelizadas

A CIA também ndo modificou significativamente o padrédo das curvas
concentragdo-resposta para noradrenalina (Figura 8A) e nitroprussiato de sodio
(Figura 8B) determinadas em preparagbes isoladas de aorta toracica
deendotelizadas. Do mesmo modo, ndo foram observadas diferengas significativas,
em consequéncia da CIA, nos parametros de Enax € pECso obtidos a partir destas
curvas (Tabela 5).

A B
1.0n-=- Controle (7) 1.07-e- Controle (7)
-@— Artrite (9) -@— Artrite (8)
0.8+ 0.8-
3, G
18 . zg 0.6
2 2
8 0.4+ 8
0.4
0.2+
00 T T T 1 02 T T 1
-2 10 -8 6 -4 -2 -12 -10 -8 -6
Noradrenalina [mol/L] Nitroprussiato de sédio [mol/L]

Figura 8 — Curvas concentragdo-resposta para noradrenalina (A) e nitroprussiato de sodio (B)
determinadas em preparagdes isoladas de aorta toracica deendotelizadas, obtidas de animais
pertencentes aos grupos controle (o) e artrite (o). Pontos representam média * erro padrdo da média.
O ultimo ponto de cada curva concentragao resposta equivale ao E.x da resposta. Entre parénteses,
0 nimero de amostras.
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Tabela 5 — Valores pECs para noradrenalina e nitroprussiato de sédio determinados
em preparagdes isoladas de aorta toracica deendotelizadas de animais dos grupos
controle e artrite.

PECs
Controle Artrite
Noradrenalina 6,46+0,26 (7) 6,3310,15 (9)
Nitroprussiato de sédio 8,42+0,19 (6) 6,58+0,16 (7)

Entre parénteses, o nimero de amostras.

4.2.5 Estudo da reatividade vascular a noradrenalina e a acetilcolina na

presenca de inibidores de NOS

A CIA ndo modificou significativamente o padrao das curvas concentragao-
resposta para noradrenalina na presenca de 1400W 10°M (Figura 9A) ou L-NAME
10*M (Figura 9B), determinadas em preparacdes isoladas de aorta toracica.
Modificagbes de respostas a acetilcolina também n&o foram observadas na
presenga destes inibidores de NOS (Figuras 9C e 9D). Por conta disso, também nao
foram observadas diferengas significativas, em consequéncia da CIA, nos
parametros de Emax € pECso para noradrenalina e acetilcolina obtidos a partir destas
curvas (Tabela 6).
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Figura 9 — Curvas concentragdo-resposta para noradrenalina e acetilcolina obtidas em preparagdes
isoladas de aorta toracica de animais dos grupos controle (o) e artrite (®), na presenca do 1400W 10
®M (A e C) ou L-NAME 10™*M (B e D). Pontos representam média + erro padrdo da média. O Gltimo
ponto de cada curva concentragdo resposta equivale ao E,.x da resposta. Entre parénteses, o

numero de amostras.
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Tabela 6 — Valores pECsy para noradrenalina e acetilcolina determinados em

preparacgdes isoladas de aorta toracica de animais dos grupos controle e artrite, pré-

tratadas com 1400W 10°M ou L-NAME 10™M.

PECso
Controle Artrite

Noradrenalina

1400W 6,68+0,14 (7) 6,73+0,12 (8)

L-NAME 6,53+0,26 (7) 6,42+0,20 (8)
Acetilcolina

1400W 5,8810,27 (8) 5,4520,11 (8)

L-NAME - -

Entre parénteses, o numero de amostras.

4.2.6 Estudo da reatividade vascular a noradrenalina e a acetilcolina na

presencga de BH4

O padrao das curvas concentragcado-resposta para noradrenalina determinadas

em preparacdes intactas isoladas de aorta toracica, incubadas com BH, 10°M,

também nado sofreu modificacdo significativa pela CIA (Figura 8). Por conta disso,

nenhuma diferenga significativa ocorreu em termos de Ennax. Os valores de pECsp para

noradrenalina obtidos em preparagbes isoladas de animais do grupo artrite

(7,251£0,37; n=8), também n&o diferiram significativamente daqueles obtidos em

animais do grupo controle (7,28+0,52; n=7). Além disso, na presenca de BH,4 a

acetilcolina 10°M também nZo promoveu relaxamento de magnitude diferente em

preparagdes obtidas nos grupos controle e artrite (26,3%; n=9 e 29%; n=8,

respectivamente).
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Figura 10 — Curvas concentragao-resposta para noradrenalina obtidas em preparagdes isoladas de
aorta toracica de animais pertencentes aos grupos controle (o) e artrite (), previamente incubadas
com BH, 10°M. Pontos representam média £ erro padrdo da média. O ultimo ponto de cada curva
concentracao resposta equivale ao E.x da resposta. Entre parénteses nimero de amostras.

4.2.7 Estudo da reatividade vascular a noradrenalina e a acetilcolina na

presencga de curcumina

A CIA também ndo modificou significativamente o padrédo das curvas
concentragdo-resposta para noradrenalina (Figura 9A) e acetilcolina (Figura 9B),
determinadas em preparacdes isoladas de aorta toracica incubadas com curcumina
10°M. Neste sentido, as prepara¢des obtidas de animais dos grupos controle e
artrite também n&o apresentaram diferenga significativa nos parametros Emax €

pECso para noradrenalina e acetilcolina na presenga de curcumina (Tabela 5).
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Figura 11 — Curvas concentragdo-resposta para noradrenalina (A) e acetilcolina (B) obtidas em
preparagdes isoladas de aorta toracica intactas de animais dos grupos controle (o) e artrite (e),
previamente incubadas com curcumina 10"°M. Pontos representam média + em padrdo da média. O
ultimo ponto de cada curva concentracdo resposta equivale ao E.« da resposta. Entre parénteses, o

numero de amostras.

Tabela 7 — Valores de pECsy para noradrenalina e acetilcolina determinados em

preparacgdes isoladas de aorta toracica de animais dos grupos controle e artrite, pré-

tratadas com curcumina 10°M.

PECs
Controle Artrite
Noradrenalina
Curcumina 10°M 6,66+0,22 (7) 6,43+0,20 (6)
Acetilcolina
Curcumina 10°M 5,80+0,20 (9) 5,82+0,09 (7)

Entre parénteses, o nimero de amostras.
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4.3 Avaliagcao da capacidade antioxidante do plasma

A artrite induzida por colageno ndo modificou significativamente a capacidade
antioxidante total do plasma (FRAP). Com efeito, os valores de FRAP no grupo
controle e artrite foram 762,6+47,2 umol/L (n=14) e 835,2+66,8 pumol/L (n=17),
respectivamente.
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5 DISCUSSAO

As manifestagdes da AR vao além de alteragdes centradas na sindvia e
articulagdes, visto que tecidos e 6rgdos como pele, vasos sanguineos, coragao,
pulmdes e musculos podem ser acometidos, principalmente naqueles pacientes com
doenca articular mais grave.1’5’8'9 Com efeito, acredita-se que pacientes artriticos
com altos niveis de atividade inflamatéria, provavelmente em decorréncia da
inflamagéo sistémica, podem desenvolver disfungdo endotelial, o que resulta em
aumento da mortalidade por doencas cardiovasculares.'""

Diversos estudos tém sido propostos visando compreender melhor a
disfuncao endotelial que ocorre associada a AR. Boa parte destes estudos exploram
mecanismos fisiopatoldgicos caracteristicos da AR em modelos animais. Isto
porque, em modelos experimentais, o pesquisador pode abordar os mecanismos
inflamatdrios de forma mais direta, além de ter mais possibilidades de intervencao
sobre os mesmos. Contudo, como ja foi dito, pelo fato dos modelos experimentais de
artrite serem condi¢des fisiopatologicas distintas da AR, os dados obtidos nestes
estudos ndo podem ser extrapolados de forma precipitada para o ser humano. Antes
de se fazer qualquer inferéncia sobre a AR com base nos modelos experimentais €
prudente empregar diferentes modelos para o estudo de um mesmo mecanismo
fisiopatoldgico. O acumulo de evidéncias em diferentes modelos experimentais da
mais subsidios para que uma extrapolagdo de dados para o ser humano seja feita
de forma racional e segura.

No entanto, para desenvolvimento do presente estudo, foi preciso validar este
modelo experimental, ou seja, confirmar que de fato o protocolo utilizado havia
promovido um processo inflamatério poliarticular. Neste sentido, o processo
inflamatdrio poliarticular foi primeiramente comprovado pela ectoscopia e pela
pesagem das patas dos animais. Tratam-se de parametros simples, porém, bem
aceitos para este fim. Assim, todos os animais que foram incluidos no estudo
desenvolveram sinais inequivocos de um processo inflamatorio (eritema e edema). A
instalagdo do processo inflamatorio foi também comprovada pelo aumento
significativo do peso das patas dos animais do grupo artrite quando comparado ao
peso das patas dos animais do grupo controle. Considerando que este modelo
experimental de artrite (CIA) reproduz muitos mecanismos fisiopatologicos da AR,
essas manifestagdes articulares provavelmente decorram da deposigdo de fibrina,
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hiperplasia de células sinoviais, infiltragdo mononuclear, formacdo de pannus,
destruicao 6ssea e cartilaginosa. 26293844

Por sua vez, a comprovacéo final de condroagresséo foi realizada através de
analise histopatologica das articulagbes destes animais. Cabe ressaltar que esta
analise é um dos parametros mais diretos para confirmar a instalacdo do processo
artritico. Isto porque € capaz de descrever as alteragdes celulares ocorridas, bem
como fornecer informagdes passiveis de serem documentadas para fins de
comparacdo.?® Com efeito, corroborando com as expectativas, a andlise das |aminas
dos animais do grupo artrite revelou caracteristicas préprias de um processo
inflamatorio compativel com o modelo de artrite utilizado. Por outro lado, estas
mesmas caracteristicas ndo foram detectadas nas Iaminas dos animais do grupo
controle.

No presente estudo, observamos também que no momento da indugdo da
artrite e do boost ndo houve diferenga significativa de peso corporal entre os grupos
estudados. Contudo, o ganho de peso entre 0 21° e 0 45° dia (periodo de instalag&o
da artrite) foi menor nos animais do grupo artrite. Para justificar este ganho de peso
menor, inferimos com reservas a ocorréncia da sarcopenia relacionada a caquexia
reumatoide. Na AR, este importante fator de comorbidade é resultado de diversas
modificag¢des fisiopatoldégicas como: anorexia, fadiga, mal-estar, alteragdes do sono,
aumento da temperatura corporal, maior gasto energético em repouso, “supressao”
medular, aumento das proteinas de fase aguda, balan¢co de nitrogénio negativo,
hipoalbuminemia, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, entre outras, mediadas
diretamente pelas citocinas pré-inflamatérias.®*®° Além disso, acredita-se que o grau
de caquexia esteja diretamente relacionado com a intensidade da sinovite, o que
leva a um circulo vicioso.®* Assumindo que o menor peso detectado no final do
protocolo seja de fato um fenémeno relacionado a caquexia reumatoide, esta € mais
uma evidéncia de que o modelo experimental € valido.

Uma vez confirmado que os animais desafiados com colageno de fato
desenvolveram artrite poliarticular, passamos a investigar as repercussdes
vasculares desta condicdo fisiopatoldgica. Realizamos inicialmente um estudo
histomorfométrico das aortas destes animais pois o processo inflamatorio sistémico
pode levar a aterosclerose e, consequentemente, ao remodelamento vascular. Para
tanto, determinou-se as espessuras das tunicas intima e média conforme

metodologia padrdo para investigagdo das primeiras alteragdes vasculares em
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pacientes artriticos.’> "% Contudo, ndo foram encontradas diferengas significativas
de espessura destas tunicas entre animais pertencentes aos grupos controle e
artrite. Estes resultados, de certa forma, coincidem com a literatura uma vez que
embora alguns estudos evidenciam um aumento na espessura das tunicas intima e

média em pacientes portadores de AR, ' 1718

outros nao relatam estas diferengas
Provavelmente, embora o processo inflamatorio articular esteja bem estabelecido
nestes pacientes, e possivelmente também nos animais do presente estudo, o
aparecimento de alteragbes morfolégicas € mais tardio, sendo comumente precedido
por modificagdes funcionais.'

Nao tendo sido constatadas modificagdes morfologicas induzidas pela artrite
nos animais estudados, passou-se entdo ao estudo das respostas funcionais nestes
vasos. Constatou-se primeiramente que as aortas provenientes de animais
acometidos pela CIA n&o apresentaram uma redugao significativa de resposta a
serotonina e ao KCI. Estes resultados diferem daqueles relatado por Reynolds et
al.*” que mostravam reducédo das respostas de aorta proveniente de camundongos
artrite tanto a setoronina quanto ao KCI, possivelmente em decorréncia do aumento
da metaloproteinase-9 de matriz (MPP-9). Todavia, cabe ressaltar que Reynolds et
al.,*” que avaliou as respostas da aorta a estes agentes contrateis em um periodo de
aproximadamente 3 a 6 dias apds aparecimento dos primeiros sinais da artrite,
momento em que o processo inflamatério articular esta em sua fase inicial. Ja o
presente estudo aborda uma fase mais tardia do desenvolvimento da artrite (15 dias
apos estabelecimento do comprometimento das articulagdes). Isto sugere que a

I.,47

disfungédo contratil relatada por Reynolds et a € um fenbmeno transitério. Nao

podemos descartar, todavia, que estes resultados discrepantes decorram de

diferencas metodoldgicas. Isto porque Reynolds et al.*’

nao procederam a falsa-
imunizagdo nos animais do grupo controle conforme € preconizado pela técnica de
inducgdo da CIA.%®

No presente estudo considerou-se também que eventuais modificacbes nas
respostas da aorta dos camundongos DBA-1J poderiam ser agonista-especificas.
Assim, estudou-se as respostas destas preparagbes a noradrenalina que € o
principal neurotransmissor do sistema nervoso simpatico envolvido na manutengao
do tonus vascular.’®°” Esta avaliagdo das respostas vasculares a noradrenalina foi
realizada também em estudos que investigaram a disfungdo endotelial no modelo

AIA, corroborando a pertinéncia desta investigacdo.>"*® Porém, contrariando nossas
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expectativas, os resultados obtidos mostram que a CIA ndo promoveu nenhuma
alteragao significativa de resposta destas aortas a noradrenalina.

Uma vez que a fungdo endotelial pode ser acometida em decorréncia do
processo inflamatério relativo a artrite, conforme mencionado anteriormente,
estudou-se também as respostas destas preparacdes a acetilcolina. Como se sabe,
o relaxamento promovido pela acetilcolina em aorta é totalmente dependente do
endotélio e, por conta disso, é considerado um dos principais parametros para a

estimativa da fungdo endotelial.’®

Também motivou esta investigagdo o fato de ter
sido relatado previamente que a AlA pode ndo modificar as respostas da aorta de
rato a noradrenalina, mas sim a acetilcolina.*® Contudo, as resposta a acetilcolina
detectadas nas aortas também nado foram significativamente diferentes entre os
animais pertencentes aos grupos controle e artrite. Assim, estes resultados sugerem
que na fase em que os animais foram estudados (15 dias apds acometimento
articular) o processo inflamatério decorrente da CIA ndo promove modificagdes
detectaveis na fungdo endotelial destas preparagcbes. O fato do relaxamento
induzido pelo nitroprussiato de sédio ndo diferir entre os dois grupos estudados
afasta a hipétese de que modificacbes na sensibilidade destas preparagdes ao NO
possam estar mascarando uma eventual disfungao endotelial decorrente da CIA.

No que se refere a fungdo endotelial, estes resultados assemelham-se aos

observados por Reynolds et al. *’

na fase mais precoce do modelo, uma vez que
estes autores também ndo observaram modificagbes de resposta a acetilcolina. A
auséncia de modificacdes de resposta a serotonina e a noradrenalina induzidas pela
CIA, também enfraquecem a hipotese de disfungdo endotelial nas preparagdes
estudadas uma vez que a agdo destes agonistas na aorta também é modulada pelo
endotélio.>* %’

Neste mesmo modelo experimental observou-se um aumento das
concentragdes de nitrito/nitrato tanto na urina quanto no plasma, 12 semanas apos a
primeira imunizacdo.*® Estes autores, contudo, no verificaram a funcdo endotelial
diretamente. Este aumento de nitrito/nitrato ndo ocorreu em animais tratados
simultaneamente com inibidor de COX e inibidor seletivo de iNOS. Por conta disso,
os autores inferiram que nesses animais ocorre um aumento da expresséo de iNOS.
Com efeito, o aumento exagerado da atividade da iINOS pode levar ao consumo da
BH4 resultado no desacoplamento das eNOS e consequente produgao endotelial de

02, o que compromete a fungdo endotelial. Com base nisto, € possivel inferir que,
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nos animais avaliados no presente estudo, uma disfuncdo endotelial pode estar em
curso. Entretanto, avaliacbes em fases posteriores sdo necessarias para confirmar
esta inferéncia.

Os resultados obtidos divergem dos estudos anteriormente desenvolvidos em
modelo experimental AIA, nos quais a relagao entre disfungdo endotelial e artrite &
corroborada. 2243236374647 |5t5 nosto, & possivel inferir que o modelo de artrite
induzida por colageno em camundongos nao reproduz a disfungdo endotelial
observada na AR ou, se reproduz, isto ndo ocorre nas aortas destes animais no
momento em que estas foram por nds estudadas. De fato, no levantamento da
literatura realizado, ndo foram encontrados estudos que mostram disfuncéo
endotelial em preparagbes de aorta de camundongos DBA-1J. Com efeito, a
auséncia de disfuncéo endotelial na aorta ndo descarta a ocorréncia deste fenbmeno
em outros leitos vasculares. Vale pontuar que o modelo CIA promoveu alteracbes
endoteliais nos vasos da microcirculagdo cerebral de camundongos que culminaram
no aumento da permeabilidade da barreira hemato-encefalica nestes animais. %7

No presente estudo, considerou-se também a hipotese do endotélio, ao invés
de modificar as respostas da aorta nos camundongos acometidos pela CIA, oculta-
las. Por conta disso, estudou-se as respostas de aortas deendotelizadas a
noradrenalina. Contudo, nenhuma modificagdo de resposta a noradrenalina
decorrente da CIA foi detectada nas preparacdes, afastando esta hipodtese.
Averiguou-se também se outros mecanismos moduladores endoteliais poderiam
estar atuando de forma compensatéria a redugdo da biodisponibilidade de NO
promovida pelo estresse oxidativo nestas preparagdes. Conforme foi mencionado
anteriormente, a liberacdo sistémica de citocinas pro-inflamatérias pode levar um
estresse oxidativo possivelmente decorrente da superexpressdo de iINOS no
endotélio vascular e consequente consumo das reservas de BH, nestes tecidos.?%%
Por conta disso, decidiu-se estudar a reatividade das aortas a noradrenalina e a
acetilcolina também na presenca de 1400W e L-NAME, inibidor seletivo da iNOS e
inibidor ndo seletivo da NOS, respectivamente, bem como da BH4. Havia a
expectativa de que, caso algum mecanismo endotelial estivesse compensando
algum prejuizo da fungcdo endotelial decorrente do consumo de BH; pela iINOS
superexpressa, uma diminuicdo das respostas a noradrenalina ou um aumento das
respostas a acetilcolina seriam detectados nestas preparagdes apos os tratamentos

acima mencionados. Contudo, nenhum destes tratamentos realizados evidenciou
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modificagdes significativas das respostas das preparagbes estudadas a
noradrenalina ou a acetilcolina.
Nesta investigagao, utilizou-se também a curcumina que, segundo a literatura,

69.70 & tem demonstrado eficacia no tratamento tanto

tem propriedades antioxidantes
da AR "° quanto de artrite em modelos experimentais’>’*. A curcumina é capaz de
inibir a atividade dos fatores de transcricdo c-jun/AP-17°, bem como inibir a indugéo e
suprimir a expressao dos fatores de transcricido AP-1 e kappa — beta (NF-B).”*"®
Cabe ressaltar, que o aumento da expressao e da atividade destes fatores de
transcricdo pode ser o mecanismo central pelo qual as citocinas inflamatorias
produzidas na artrite levem a disfungao endotelial. Dando suporte a esta hipotese, a
curcumina inibiu a indugao da expressao de iINOS e da GTP ciclohidrolase | (enzima
que atua na etapa limitante de produgao do cofator BH,) induzida por uma mistura
de IL-1B, TNF-a e INF-y.”® De acordo com estes autores, esta acdo da curcumina
deveu-se a acgao inibitéria desta substancia sobre o fator de transcricdo AP-1.
Contudo, os resultados obtidos também n&o revelaram modificacbes de respostas a
noradrenalina ou a acetilcolina, decorrentes da CIA, em preparagdes pré-tratadas
com curcumina. Estes resultados enfraquecem ainda mais a hipétese de uma
compensagao exercida por mecanismos endoteliais sobre uma eventual disfungéo
endotelial decorrente do estresse oxidativo nos animais acometidos por artrite.

Este estudo foi complementado pela investigacdo da capacidade antioxidante
plasmatica (FRAP) dos animais controles e submetidos a CIA. Esta técnica consiste
em avaliar a capacidade antioxidante total do plasma através da determinagao de
ions férricos reduzidos a ions ferrosos. Um plasma rico em substancias
antioxidantes reage com os ions férricos presentes no meio, reduzindo-os a ions
ferrosos. Do mesmo modo, um plasma carente de substancias antioxidantes pouco
reage com os ions férricos do meio.>® Estudos anteriores observaram uma redugéo
na capacidade antioxidante plasmatica de individuos artriticos®®®' fenémeno este
ndo detectado em outros estudos®?. Os resultados obtidos mostram que o modelo
experimental CIA ndo promoveu nenhuma diferenga significativa nos valores de
FRAP entre os animais dos grupos controle e artrite. Com efeito, pelo fato de nao ter
havido uma perceptivel redugdo dos valores de FRAP nos animais do grupo artrite,
possivel que o estresse oxidativo destes animais ndo seja suficientemente elevado

para consumir suas defesas antioxidantes plasmaticas.
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Por fim, os resultados obtidos permitem supor que 0s mecanismos
moduladores do tdnus vascular podem ser influenciados de forma diferente na AR,
CIA e artrite induzida por adjuvante. Assim, a extrapolagdo de dados obtidos em
modelos animais o ser humano portador de RA deve ser feito com cuidado. Neste
sentido, o emprego de diferentes abordagens experimentais pode melhorar o
conhecimento das consequéncias sistémicas de artrite, garantindo assim uma maior

aplicabilidade dos resultados obtidos nestes modelos.
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6 CONCLUSAO

Os dados obtidos nos permitem afirmar que na CIA, 15 dias apdés o
surgimento dos primeiros sinais inflamatérios articulares, ndo ocorre modificagdes
das respostas contrateis das aortas de camundongos DBA-1J a serotonina, KCl ou
noradrenalina. Além disso, neste periodo do modelo CIA, ndo ocorre uma disfuncgao
endotelial significativa, nem tampouco modificagdes perceptiveis nos mecanismos
antioxidantes plasmaticos destes animais. Neste periodo também n&o ocorrem
modificagdes morfolégicas perceptiveis nas aortas destes animais. Por fim, o
presente estudo ressalta a importdncia do emprego de diferentes modelos
experimentais para a uma adequada compreensao dos acometimentos vasculares

relacionados a artrite.
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APENDICE A

Fixador de Karnovisky (modificado)

* Preparar somente o necessario. Armazenar em geladeira por até dois dias ou

estocar congelado no freezer.

TAMPAO FOSFATO DE SORENSEN
0T 1 [o== T 1 S 28 mL
0T L= To 2 = U 72 mL

SOLUCAO A (0,2 M)
FOSTato MONOSSOAICO .. .ccuniieeiieeeee e e 53,60 g
Agua destilada G.S.p. «.voveeeeeeee et 1000 mL

SOLUCAO B (0,2 M)
[RTOTS] = 1 (0 [ 1510 Lo [ oo TN 27,80 g
Agua destilada G.S.P. «.voveeeeeee et 1000 mL
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APENDICE B

Solugao descalcificante

([0 =] (o0 [ TE=T0 Lo | T 216¢
ACIHO BCALICO ...ttt 30 mL
FOrmaldeido ... 30 mL
AQUA ESHIAAA ... 240 mL

* Trocar solugédo descalcificante das amostras semanalmente.
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APENDICE C

Inclusao em resina

1) Fixar o material em Karnovisky por um periodo minimo de 24 horas;

2) Acondicionar em alcool 70% por um periodo minimo de 24 horas. E aconselhavel
a troca desta solucdo a cada 4 horas;

3) Desidratar em alcool 95 % por 4 horas;

4) Infiltrar em resina + alcool (95%) por 4 horas;

5) Infiltrar em resina por 12 horas ou overnight,

6) Inclusdo em resina

ALCOOL 70%
AICOOI @DSOIULO ...ttt 70 mL
e T e (=51 117= o L= OO 30 mL
ALCOOL 95 %
AICOOI @DSOIULO ...ttt 95 mL
e T e (=51 117= o - YOO 5mL

RESINA DE INCLUSAO
Historesin activator ..........ooue i 0,5 g ou 1 pacote
Historesina (Leica Historesin — Basic ReSiN)..........ccccceeiiiiiiiiiiciiiceeee e 50 mL



APENDICE D

Hematoxilina-Eosina (resina)

1) Tirar os cortes da estufa e acondiciona-los em cuba para coloracgéo;

2) Lavar os cortes em agua filtrada;

3) Hematoxilina de Harris por 20 minutos;
4) Lavar em agua corrente por 10 minutos;
5) Alcool 90% por 30 segundos;

6) Eosina por 15 minutos;

7) Lavar algumas vezes com agua filtrada até retirar o excesso de corante;

8) Alcool 90% por 30 segundos;

9) Alcool absoluto | por 30 segundos;
10) Alcool absoluto Il por 30 segundos;
11) Alcool absoluto Ill por 30 segundos;
12) Alcool + xilol por 30 segundos;

13) Xilol | por 30 segundos;

14) Xilol Il por 30 segundos;

15) Xilol 1

16) Montar em permount

HEMATOXILINA DE HARRIS — SOLUCAO ESTOQUE

HematoXilina .........ooo i
OXIdO A€ MEICUNIO ...t
Sulfato de aluminio € POtASSIO .....cevveevveniiiieii e
Agua destilada ...........c.coveveuereeeeeeeeeeeee e,

AICOOI ADSOIULO ..o,

Técnica:
1) Dissolver a hematoxilina em alcool absoluto;

2) Dissolver o sulfato de aluminio e potassio em agua quente;
3) Juntar a hematoxilina ja dissolvida no sulfato em agua quente;

4) Aquecer a solugdo rapidamente;
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5) Colocar o 6xido de mercurio lentamente.

Observacao: Para simplificar a solugdo basta deixar a hematoxilina no alcool
absoluto por aproximadamente 15 dias antes de preparar o corante. Depois de
pronta, deixa-la na estufa a 58 °C por 24 horas. Adicionar 4 g de timol para cada
1000 mL.

HEMATOXILINA — SOLUCAO DE USO
Solugdo estoque de hematoxXilina.............ooooiiiiiiiiiiiii e 200 mL

ACIHO ACELICO. ..o e 4 mL

EOSINA — SOLUCAO ESTOQUE

SOLUCAO ESTOQUE EOSINA 1%
B 0SNG e 19
AQUa deStilada............c.eueeeeeeeeeeeeeee e 100 mL

SOLUGAO ESTOQUE FLOXINA B 1%
(e [0) (] = N = TP PPPPPPPPPPPR 19

AQUA eSHIlada...........ecveeeeeeeeeeeeeeeee e 100 mL

EOSINA — SOLUCAO DE USO

BOSINA 1 0. e 100 mL
FlOXINA B 0o e e e 10 mL
AICOOI Q5% .o e, 780 mL

ACIHO BCELICO. ..o e 4 mL
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APENDICE E

Azul de toluidina

1) Tirar os cortes da estufa e acondiciona-los em cuba para coloracgéo;
2) Lavar os cortes em agua filtrada;

3) Azul de toluidina 1% (Ph 4,0) por 15 minutos

4) Lavar algumas vezes com agua filtrada até retirar o excesso de corante;
5) Alcool 90% por 30 segundos;

6) Alcool absoluto | por 30 segundos;

7) Alcool absoluto Il por 30 segundos;

8) Alcool absoluto Ill por 30 segundos;

9) Alcool + xilol por 30 segundos;

10) Xilol I por 30 segundos;

11) Xilol Il por 30 segundos;

12) Xilol 1

13) Montar em permount.

AZUL DE TOLUIDINA 1%
AZUI de tOIUIAING ... 19

Tampa0 MCIIVAINE........cooo e e e e e e eneeannnes 100 mL

TAMPAO MCLLVAINE pH 4,0
ST ] (807 o 1 N URPPPTRRRSPIN: 38,50 mL
SOIUGAO B e aaas 61,50 mL

* Corrigir pH do tampéo se necessario.

SOLUCAO A
(RTOTS] 7= 1 (00 [1ST<T0 o [ oo X 28,396 g
Agua destilada..............ovoveeeeeeeeeee e 1000 mL



SOLUCAO B

Acido citrico

Agua destilada..............coeveeeeeeeeeeeeeeeee e
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APENDICE F

Masson

1) Tirar os cortes da estufa e acondiciona-los em cuba para coloracgéo;
2) Lavar os cortes com alcool 90%;

3) Hematoxilina de Harris por 15 minutos

4) Lavar em agua corrente por 10 minutos;

5) Solugdo Masson por 30 minutos;

6) Trés trocas em agua acidificada 0,2%;

7) Diferenciar em solugdo AFO por 2 minutos;
8) Trés trocas em agua acidificada 0,2%;

9) Verde luz por 5 minutos;

10) Agua acidificada por 5 minutos

11) Alcool 90% por 30 segundos;

12) Alcool absoluto | por 30 segundos;

13) Alcool absoluto Il por 30 segundos;

14) Alcool absoluto IIl por 30 segundos;

15) Alcool + xilol por 30 segundos;

16) Xilol | por 30 segundos;

17) Xilol Il por 30 segundos;

18) Xilol 1

19) Montar em permount.

MASSON — SOLUCAO ESTOQUE

Ponceau de xilidina ou azul de anilina..............c..uueeiiiiiii e 29
FUCSING ACIAA. ...t 19
(@] =T oo [ © PP POPPPPP 29
ol [ = o= oo TR 0,2 mL
AQUa deStilada............c.oveeeeeeeeeee e, 100 mL

MASSON — SOLUCAO DE USO
STe] [0 Toz= To R 1Y/ F= TSt =1 (o o [ U 10 mL
ACIAO ACEHCO 0,2 Yoo, 90 mL
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AGUA ACIDIFICADA 0,2%

ACIAO @CBHCO. .......eceeeeeeeeeeeeee e 2mL
AQua destilada............c.oveveueeeeeeeeeeeeeeeee e, 1000 mL
SOLUCAO AFO

Acido fOSTOMONIDIICO. .........cveveeeieeeee et 59
ACIO FOSTOMUNGSHICO. ......eeeeeeeeeeeeeceeeeeeee e, 59
AQUA deStilada............cveueeeeeeeeeeeeeee e 200 mL
VERDE LUZ

VEIAE TUZ....ceeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 19

AQUa deStilada............c.oeeeeeeeeeeeee e, 100 mL
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APENDICE G

Solucao nutritiva Krebs-Henseleit (modificado)

Para preparo de 1L de solugéo nutritiva de Krebs-Henseleit (Modificado)

1) Pesar todos os sais, exceto o CaCly;
2) Juntar todos os sais, previamente pesados, em baldo volumétrico de 1L
3) Completar volume aproximado ao que se deseja com agua destilada;
4) Homogeneizar no agitador magnético;
5) Pesar CaCly;
6) Completar com agua destilada baldo volumétrico de 1L até marcagéo;
7) Homogeneizar no agitador magnético;
8) Medir pH: ideal 7,4

= se estiver acima corrigir com solugédo de HCI 1M

= se estiver abaixo corrigir com solugédo de NaOH 1M

Sais Peso (9) Molaridade (pM)
NaCl 7,61 130
KCI 0,35 4,7
KH2PO4 0,16 1,18
MgS047H20 0,25 1,17
NaHCO3 1,25 14,9
CaCl2 0,18 1,6

Glicose 2,00 11,1




