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O Eterno tudo criou sem excegdo.

86 o Senhor serd considerado justo.

Quem poderd compreender as suas maravilhas?

Quem poderd descrever todo o poder de sua grandeza?

Quem empreenderd a explicagdo de sua misericérdia?

Nada hd a subtrair, nada a acrescentar as maravilhas de Deus;
elas sdo incompreensiveis.

Quando o homem tiver acabado, entéio estard no comeco;

e quando cessar a pesquisa, ficard perplexo.
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I Introducio

1. Consideracoes Gerais

O veneno obtido da abelha Apis mellifera tem sido citado desde os tempos mais remotos
como apresentando possiveis efeitos antiartriticos. Encontraram-se relatos de que Hipdcra-
tes fazia seus doentes reumaticos serem picados por abelhas no local das articulagdes a fim
de obter alivio da dor (appud WILLIANS & WILKENS, 1964).

Embora exista ainda consideravel folclore sobre o assunto, a terapia com o veneno de abelha
(VA) continua sendo referida em doengas reumadticas (MABERLY, 1910; BECK, 1935:
PANUSH, 1988) e largamente utilizada, mesmo hoje, na Europa, China e na Ruissia
(CHANG & BLIVEN, 1979).



Hoje ¢ indiscutivel a efetividade do VA na dessensibilizagio dos processos alérgicos, mas
para a sua utilizagao nas artrites humanas faltam ainda conclusdes de maior suporte cientifi-
co. que venham justificar o seu emprego como uma terapia alternativa frente as ja tradicio-
nalmente utilizadas (LOCKSHIN, 1981).

Na tentativa de comprovar cientificamente a sua eficdcia e elucidar os provaveis mecanis-
mos de agdo envolvidos, varios estudos sobre o efeito do VA em inflamag&o experimental

t€m sido publicados recentemente.

As primeiras referéncias deste século utilizando o VA como terapia nas artrites datam de
1910, quando MARBELY usou-o para tratar dois pacientes com febre reuméatica. Um deles
recebeu 18 picadas semanais, obtendo, segundo o autor, melhora do quadro clinico com

desaparecimento quase total das dores articulares.

Em 1935, BECK também admitiu a eficdcia do VA como antiartritico, porém , HOLLAN-
DER, em 1941, tratando quarenta e dois pacientes portadores de artrite cronica com VA,
néo obteve resultado diferente dos pacientes controle (19% e 18% respectivamente), con-
cluindo que o grau de melhora era desanimador. No entanto, foi somente a partir da década
de 70 que 0 VA comegou realmente a ser estudado em modelos de inflamag@o experimental,
particularmente no edema de pata de ratos induzido pela carragenina e na artrite induzida
por adjuvante completo de Freiind (LORENZETTI et alii, 1972; ZURIER et alii, 1973;
CHANG & BLIVEN, 1979; TANNENBAUM & GREENSPOON, 1982; HADJIPETROU
KOUROUNAKIS & YIANGOU, 1984; SOMERFIELD, 1986).

O edema de pata tem se mostrado um método, in vivo, amplamente utilizado para avaliar
inflamagdo aguda em resposta a vérios estimulos flogisticos, de natureza imunolégica ou
nao.

Desde que o grupo de WINTER introduziu a carragenina (mucopolissacaridio derivado de
uma alga irlandesa, o Chondrus sp) como um agente flogistico para a indugio do edema de
pata, este teste tem se tornado um dos mais utilizados no estudo dos mediadores envolvidos
no desenvolvimento do edema associado ao processo inflamatério, sendo também emprega-
do para “screening” de novas drogas antiinflamatérias, particularmente aquelas de interesse
para o tratamento das artrites humanas. (WINTER ez alii, 1962). A maioria das drogas
antitnflamatérias ndo esterdides foram descobertas por essa metodologia e tem sido de-
monstrado que as doses necessdrias para inibit o edema de pata induzido pela carragenina,
¢m ratos, apresentam alto grau de correlagfio com as doses clinicamente tteis no homem
(OTTERNESS & MOORE, 1988).
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Segundo Di ROSA er alii (1970) o edema de pata de rato induzido por carragenina
apresenta, em relacio ao envolvimento de mediadores inflamatérios, trés fases distintas:
uma fase inicial, até a primeira hora apés a injegio do estimulo, onde ocorre a liberagdo de
histamina e 5HT; uma segunda fase medjada por cininas, até a segunda hora e, finalmente,
uma terceira fase, entre a terceira e sexta horas, no qual as prostaglandinas sdo os proviveis
mediadores. Todos esses mediadores, no entanto, parecem ser dependentes para a sua agio

da presenga de titulos normais de complemento.

VINEGAR et alii (1976) propuseram que a fase inicial do edema de pata induzido pela
carragenina era mediada por mastécitos. BANKS et alii (1980) observaram que em animais
depletados de mastdcitos a formagio do edema, na primeira hora apés a injecio de carrage-
nina, era quase totalmente suprimida, enquanto que a fase tardia permanecia inalterada. Por
outro lado, nem os antagonistas dos receptores histamfnicos do tipo H1, como a mepirami-
na, nem o bloqueio dos receptores serotoninérgicos com a metisergida suprimiram a fase
inicial desse edema (BANKS et alii, 1990).

Pesquisas mais recentes indicam que o PAF, ou material similar, também é liberado e

contribui para a resposta inicial do edema induzido pela carragenina (OTTERNESS &
MOORE, 1988).

Os experimentos realizados pelo grupo de Di ROSA com albumina marcada mostraram que
a resposta vascular maxima, no caso do edema de pata por carragenina, ocorria na quarta
hora, isto €, a maxima resposta dos vasos sangufneos era coincidente com a fase da
inflamag&o mediada pelas prostaglandinas (Di ROSA e alii, 1970). No entanto, embora
esses mediadores, por si 86, ndo induzam aumento da permeabilidade, eles potenciam os
efeitos pré-inflamatdrios de vérios mediadores envolvidos na inflamacio (FERREIRA &
VANE, 1974). Através desses dados, os autores reafirmaram que o edema podia ser uma
medida indireta da exsudagio e que esse modelo se presta para o estudo do efeito de drogas

antiinflamatérias sobre os fendmenos vasculares da inflamagao.

Além de injetada na pata de ratos, a carragenina vem também sendo usada como estimulo
inflamatério na pleura e no periténeo (Di ROSA et alii, 1970). Nessas serosas, verifica-se
que o pico de exsudag@o € concomitante com o pico de migracio celular, particularmente de
células polimorfonucleares neutréfilos, o que faz pensar que a carragenina induz um edema
dependente de c€lulas, ac contrdrio do dextrana cujo edema é histamina dependente (Di
ROSA et alii, 1970; VINEGAR et alii, 1976).

A indometacina ¢ a dexametasona séo efetivos em inibir a formaciio de edema de pata por
carragenina, ¢ consequentemente, a exsudacio de proteinas. Esta inibiciio, no caso da

indometacina, € efetiva pois ha um bloqueio da sintese de prostaglandinas pela inibicio da
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ciclooxigenase. No caso da dexametasona a inibigio se deve ao bloqueio da liberagdo de
histamina através de uma agfio direta em mastéeitos, além da inibi¢do da fosfolipase A2, via
liberagio de lipocortinas (FLOWER, 1989), com consequente bloqueio da produgio de
prostaglandinas e leucotrienos (SCHLEIMER ez alii, 1989). Outro mecanismo da acio
antiinflamatéria da dexametasona é a sua capacidade de inibir a sintese/liberacdo de vérias
citocinas pré-inflamatérias e quimiotdticas para leucécitos (RIBEIRO er alii, 1991).

Alguns pesquisadores tem demonstrado a atividade antiinflamatéria do VA integral sobre o
edema de pata, em ratos, induzido pela carragenina (CHANG & BLIVEN, 1979, SOMER-
FIELD, 1986).

Outros (BILLIGHAN et alii, 1973; HANSON et alii, 1974; BANKS et alii, 1980; BANKS
et alii, 1990} utilizando isoladamente um dos componentes do VA, denominado peptideo
MCD-401, também verificaram ser esse peptideo altamente efetivo em inibir a formagdo do
edema de pata por carragenina. BILLINGHAN et alii (1973) relataram que o peptideo
MCD-401 foi cerca de cem vezes mais potente que a hidrocortisona para inibir esse edema.

2. Artrite induzida pelo adjuvante completo de Freiind

Outro modelo utilizado largamente para estudar inflamacio e avaliar a atividade antiinfla-
matdria de drogas € a artrite induzida por adjuvante completo de Freiind. O termo adjuvante
de Freiind se refere a adjuvantes compostos de bactéria seca ou componentes da parede
celular bacteriana (como o peptideoglicano) dissolvidos em um veiculo oleoso (6leo mine-
ral, 6leo de oliva, esqualene ou hexadecame), com ou sem agentes emulsificantes. Apesar
da Mycobacteria (butyricum ou tuberculosis) ser a mais comumente usada nessas prepara-
¢0es, outros microorganismos artrogénicos podem ser empregados, como o Corynebacte-
ria, Estreptococcus, Nocardia e vérias outras bactérias Gram-positivas (CHANG et alii,
1980; TAUROG et alii, 1988). Essa artrite, que se parece a artrite reumatéide humana em
muitos aspectos, tem sido interpretada como resultado de uma reacéo de hipersensibilidade
tardia A constituintes da parede celular bacteriana (TAUROG et alii, 1988).

A artrite induzida por adjuvante, também referida como artrite por adjuvante ou doenga por
adjuvante, foi descrita pela primeira vez por STOERCK em 1954 (appud TAUROG et alii,
1988).

Dois anos mais tarde, demonstrou-se que uma dnica inje¢do do adjuvante era suficiente para
provocar a doenga (PEARSON et alii, 1956).
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Estudos posteriores de histopatologia e de resposta as drogas antiinflamatérias e imunossu-
pressoras estabeleceram essa artrite como um modelo experimental correspondente a artrite
reumatdide humana (CHANG & BLIVEN, 1979).

Grande parte do bom desenvolvimento dessa artrite experimental estd na dependéncia de
algumas caracteristicas do animal. Ratos mais jovens que cinco semanas séo relativamente
resistentes 4 artrite por adjuvante, estando na faixa ideal os animais de seis a dez semanas,
com peso entre 150 ¢ 250 gramas. Observa-se, também, que hid um marcante controle
genético quanto a susceptibilidade e resisténcia a artrite por adjuvante, constatando-se uma
significativa influéncia para o seu desenvolvimento, de genes ligados ao complexo maior de
histocompatibilidade (TAURQOG et alii, 1988).

2.1 Quadro clinico

Apds a inoculagdo de uma tnica dose de 0,05 a 0,1 ml de adjuvante completo de Freiind, na
regido subplantar de uma das patas traseiras de ratos, observa-se, entre o quarto e o quinto
dia, o aparecimento de um processo de inflamagdo aguda evidenciada por aumento do
volume da pata injetada (TAUROG et alii, 1988). Entretanto, é em torno do décimo sexto
dia que os ratos passam a apresentar um quadro severo e persistente de poliartrite, caracte-

rizando a fase crénica do processo.

Essa poliartrite compromete particularmente as articulagées tibio-tdrsicas, metatarso-falan-
geanas ¢ interfalangeanas proximais, chegando a ocorrer deformidades e marcada restricao
da movimenta¢do. Os animais perdem nitidamente peso. Acompanhando esse quadro,
observam-se, também, nédulos subcutdneos nas orelhas ¢ na cauda, € inflamacio da genit4-
lia (balanite).

2.2 Estudo anatomo-patolégico

Os achados histoldgicos articulares e extraarticulares da artrite por adjuvante completo de
Fretind séo bem caracterfsticos (PEARSON, 1956; CHANG et alii, 1980: TAUROG et alii,
1988).

Na fase aguda observam-se edema ¢ infiltrado de polimorfonuclear, com predominio de
neutréfilos, nos tecidos periarticulares e na sinévia, junto ao espaco articular, além de

exsudato agudo intraarticular,

A partir do décimo sexto dia, ou seja, ji na fase da artrite estabelecida, nota-se importante
infiltrado de células mononucleares, particularmente linfécitos e plasmécitos, na sindvia e

tecidos periarticulares.
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Embora a maioria desses achados sejam comuns em outras artrites experimentais, a forma-
¢do de granulomas nos tecidos peirarticulares € caracteristica vinica da artrite por adjuvante.
Esses granulomas sio formados por acimulos de macréfagos e ocasionalmente células
gigantes. O crescimento do tecido granulomatoso na sindvia leva 2 formagéo do pannus, que
cobre e adere a superficie articular, podendo levar a destruigio da cartilagem. Observam-se,
também, reabsor¢do da placa dssea subcondral por osteoclastos (PEARSON, 1956; TAU-
ROG et alii, 1988).

2.3 Fisiopatogenia

A patogénese da poliartrite pelo adjuvante completo de Freiind n#o est4 totalmente esclare-
cida (CHANG et alii, 1980). H4 substancial niimero de argumentos indicando que um
mecanismo imunolégico estd envolvido: a) invaridvel periodo de laténcia de pelo menos 10
dias entre a inoculagio do adjuvante e ¢ aparecimento da artrite; b) transferéncia de artrite
para animais receptores pela administragao de células linféides de animais doadores doen-
tes; ¢) um fendmeno similar & uma toleréncia imunoldgica observado em animais que foram
expostos ao adjuvante precocemente na vida; d) supressdo da doenga por globulina antilin-
focitica heter6loga ou drogas imunossupressoras; €) hiperglobulinemia e acimulo de células
plasmaticas em linfonodos.

O agente imunolégico responsavel pelo desenvolvimento dessa artrite permanece, porém,

desconhecido.

Tem sido sugerido que a artrite pode ser resultado de uma resposta de hipersensibilidade
tardia ao bacilo ou seus constituintes, tais como o peptideoglicano que resiste a degradac@o
de enzimas lisossomicas e pode permanecer nos macréfagos, servindo assim como uma
fonte persistente de estimulo antigénico. A favor desse argumento estd o fato dessa artrite
poder ser induzida somente por preparacoes contendo certas paredes celulares bacterianas

ou componentes isolados dali, em veiculo oleoso préprio.

Por outro lado, também tem sido sugerido que ela possa ser o resultado de um processo
autoimune do desenvolvimento de autoanticorpos e/ou, especificamente, linfécitos sensibi-
lizados contra o préprio tecido animal ou uma proteina viral ou algum complexo envolven-

do os dois componentes,
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3. Veneno de abelha (VA)
3.1 Composicio quimica do veneno de abelha

A composi¢do quimica do VA € de uma complexa mistura de substancias orgénicas (cerca
de 12%}) diluidas em dgua (88%) (FERREIRA, 1990).

O veneno in natura ¢ transparente, espesso, possui odor aromético suis generis e cristaliza-

§¢ em poucos minutos a temperatura ambiente.

A tabela 1 mostra os principais componentes do VA conforme O’CONNOR (1976) e
RUSSEL (1967). Muito pouco foi acrescentado 2 esta tabela nos wltimos anos (HABER-
MANN, 1972). Segundo esses autores, a quantidade e os tipos de amino-4cidos sio os mais
variados ¢ a principal base livre encontrada ¢ a histamina. A adrenalina e a dopamina sdo
outras aminas também descritas no veneno (HABERMANN, 1972). A frutose e a glicose
sa0 os dois carboidratos encontrados nesta pegonha. Quanto aos lipidios, sdo descritos cerca
de 5 a 6 fosfolipidios diferentes e, possivelmente, dois esterdides. Aproximadamente 14
pequenos peptideos caracterizados apenas parcialmente estdo presentes no veneno da abe-
Iha. Quanto as macromoléculas, estio bem caracterizadas a melitina e a apamina.

As enzimas que compde o veneno sdo a hialuronidase, com peso molecular de 50.000
Daltons (FRANKLAND e alii, 1980), a fosfolipase-A, com peso molecular de 19.500
Daltons e a fosfolipase-B (HABERMANN, 1972). Além destas enzimas sio relatadas cerca
de quatro outras protefnas com propriedades antigénicas existentes no veneno da abelha. O
dcido dpico ¢ grande polipeptideo rico em 4cido glutdmico e 4cido aspdrtico. Existem, além
destas substancias descritas, cerca de onze componentes ainda mal estudados. (FERREIRA,
1990). MELLO (1972) relata a presenca de uma substancia volatil, a isoamiloacetato.

A revisdo feita por HABERMANN (1972) acerca da composi¢o do veneno de abelha e
suas agbes nos fornece uma visdo bem ampla e aceita pela maioria dos pesquisadores da
area. Os dados referidos por este autor dizem respeito a estudos feitos tendo por meta a
verificagio dos efeitos farmacolégicos e bioquimicos e foram realizados, na maioria das
vezes, a partir de ensaios biolégicos, in vitro ou usando-se animais de laboratério. As
principais conclusdes destes estudos sio: a) os principais componentes ativos do veneno de
abelha sdo cerca de dez, destacando-se a melifina, apamina, peptidio degranulador do
mastocito (MCD401-Peptidio), minimine, histamina, hialuronidase, fosfolipase-A e fosfoli-
pase-B; b} vérios destes compostos t8m agBes e efeitos sinérgicos; ) muitos compostos
ainda precisam ser melhor definidos com técnicas bioquimicas mais apuradas de separaciio

molecular.
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Resumidamente foram imputadas as seguintes agbes e/ou efeitos aos componentes do

veneno de abelhas:

Melitina: corresponde a 30% do peso do VA. E um polipeptidio de 2.850 Daltons de peso
molecular, com 26 aminodcidos e considerada a principal substincia téxica do VA, tanto em

quantidade como em atividade.

Ela causa lise direta das hemécias(hemolise), leucécitos, plaquetas, mastécitos (ROTHS-
CHILD, 1965) e células musculares esqueléticas; inibe a poténcia tromboplastica dos
preparados teciduais, paralisa a fosforilagdo oxidativa mitocondrial; pode promover cons-
tricgdo ou dilatacio vascular na dependéncia do érgiio examinado; despolimeriza a fibra
cardiaca on esquelética; produz dor in vivo; aumenta a permeabilidade vascular local;
provoca confragio lenta da musculatura lisa; bloqueia a transmissio neuro-muscular; altera
a circulagio e a respiracio se inoculada no quarto ventriculo cerebral; danifica os sistemas
enzimaticos das membranas; paralisa o crescimento de larvas de droséfilas (FERREIRA,
1990).

Tabela I - Composi¢do quimica do veneno de abelha Apis Mellifera

Tipo de componente % em veneno seco % em venenonatural

agua - 88

moléculas peguenas:

amino-acidos 1 0,1
base-livre 2 )
aclicares 2 0,2

moléculas intermediarias:

lipidios 5 0,5
histapeptidios 1 0,1
pequenos peptidics 15 1,5

macromeolécuias:

melitina 40-50 4,5
apamina 2 0,2
enzimas (hia}luronidase e fosfolipases) e 10-15 1.9
outras proteinas

acido apico 5 0,5
nao identificados {cerca de 11 substancias 10 1.0

diferentes)
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Apamina: corresponde a 2 % do VA sendo um polipeptideo de 10 aminodcidos e peso
molecular de 2.036 Daltons. E neurot6xica para o sistema nervoso central e nio para a
jungio neuromuscular. Em ratos provoca convulsdes, movimentos incoordenados e ininter-
ruptos e respiragdo descoordenada. Nos animais que sobrevivem por mais de 60 horas
produz hiperexcitabilidade (FERREIRA, 1990).

Peptidio degranulador de mastécito (MCD401-peptidio): corresponde a 2% do peso do VA
e contém 22 ammodcidos (BREITHAUPT & HABERMANN, 1968; GAULDIE, 1976).
Esse peptidio apresenta poderosa atividade antiinflamatéria (em doses tdo baixas como 0,1
mg/Kg) em vérios modelos de inflamagéo, como o edema de pata induzido pela carragenina
e turpentina, artrite por adjuvante em ratos ¢ permeabilidade de pele aumentada resultante
da injecio subcutdnea de bradicinina, prostaglandina El, calicreina, histamina e SHT
(BILLINGHAN ez alii 1973, HANSON et alii, 1974).

Atribui-se a ele poderoso efeito degranulador de mastdcitos in vitro, levando a liberacio de
histamina e outros agentes farmacologicamente ativos. Foi originalmente relatado (BI-
LLINGHAN, 1973; HANSON, 1974) que a atividade antiinflamatéria desse peptidio nao
dependia da sua agfo sobre os mastécitos. Baseando-se nisso, BILLINGHAN e? alii sugeri-
ram que esse peptideo poderia ser um agente terapéutico ttil em algumas artrites.

Outros pesquisadores mais recentemente, no entanto, sugeriram que essas duas atividades
ou sgja, a atividade antiinflamatdria e a degranuladora de mastéeitos, correm paralelas
(BANKS, 1980; DEMPSEY, 1985) € que a atividade antiinflamatéria do peptideo MCD
parece também nao depender de algum efeito direto sobre os polimorfonuclear neutréfilos.
Para BANKS, esse peptideo nao € um verdadeiro agente antiinflamatério, exercendo a sua
atividade através da degranulagio de mastdcitos, ou seja, € um contra-irritante (BANKS,
1980 e 1990).

Adolopina: polipeptideo detectado pela primeira vez por HABERMANN & REIZ, (1965)
mas somente estudado recentemente (SHKENDEROV et alii, 1982). A adolapina mostrou
ser um potente analgésico e possui a¢io antiinflamatéria importante sobre o edema de pata
induzido pela carragenina, prostaglandina, inibindo também cerca de 63% o aparecimento

de artrite por adjuvante de Fretind.

Admite-se que a atividade inibidora da ciclooxigenase da adolapina seja a base do mecanis-
mo de seus efeitos analgésico e antiinflamatério. A agéo antiinflamatéria desse polipeptideo
ndo foi influenciada pela adrenalectomia (SHKENDEROV et alli, 1982).

Minimine: inibe a alimentagio e crescimento ¢ causa letargia em larvas de drosofilas
(FERREIRA, 1990).
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Histamina: além de ter agBes e efeitos pré-inflamatérios (vasodilatagio e aumento da
permeabilidade vascular) € importante na produgio da dor no local da inoculacio (FERRE]-
RA, 1990).

Hialuronidase: promove a lise da substancia fundamental do tecido conectivo (4cido hialu-
rbnico), facilitando a difusdo do veneno; € alergénica (FERREIRA, 1990).

Fosfolipase-A e Fosfolipase-B: provocam a lise das hemdceas, contracio da musculatura
lisa, diminui¢io da pressdo sangiiinea, aumento da permeabilidade capilar no local da
inoculagdo; causa mastocitélise; inibe a tromboplastina tecidual; é alergénica (FERREIRA,
1990).

3.2 Efeito do VAA e agentes farmacoldgicos na artrite por adjuvante
completo de Freiind

Todas as drogas antiartriticas clinicamente estabelecidas, incluindo as drogas antiinflamaté-
rias esteroidais e ndo esteroidais, cloroquina, sais de ouro e os agentes IMunossupressores
ciclofosfamida e metotrexate, sdo capazes de suprimir ou previnir o desenvolvimento da
artrite induzida pelo adjuvante completo de Freiind (KALLIOMAKI, 1964; WINTER, et
alit, 1966; WALZ et alii, 1971; CHANG & BLIVEN, 1979; WELLES et alii, 1985).

Tem sido demonstrado por alguns pesquisadores que o VA também é capaz de suprimir essa
artrite (LORENZETTI et alii, 1972; ZURIER et alii, 1973; CHANG et alii & BLIVEN,
1979; TANNENBAUN & GREENSPOON, 1982; HADJIPETROU-KOURQUNAKIS &
YIANGOU, 1984; SOMERFIELD, 1986). A maior parte desses autores comprovou a
eficdcia do VA sobre a artrite, quando administrado tanto antes quanto ap6s a injegdo do
adjuvante, embora os resultados tenham sido mais satisfatérios quando o VA era adminis-

trado antes ou junto com o adjuvante.

O peptideo MCD-401, uma das fragdes do VA referida como possuidora de importante
atividade antiinflamatéria, também foi capaz de suprimir a artrite por adjuvante quando
injetado junto com o préprio adjuvante ou mesmo quando a artrite ja estava clinicamente
instalada (BILLINGHAN et alii, 1973; BANKS et alii, 1990). Essa sua atividade antiinfla-
matdria pareceu ndo se modificar nos animais adrenalectonizados, ao contrério do que se

observou quando se utilizou o VA integral.
3.3 Efeito do VAA e suas fra¢des na resposta adrenocortical

As informagdes de que se dispde na literatura a respeito da agfio do VA sobre a glandula
adrenal revelam que a apitoxina estimula a secre¢éo endégena de glicocorticGide pela cértex

da adrenal, através da estimulag@o do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal.
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NEWMAN & STRACKE, em 1951, j4 haviam formulado a idéia de que a agfio do VA sobre
a artrite induzida por formaldefdo deveria ser por aumento da secrecio adrenocortical.

WEIDMAN & MOLLER (1953) e ARTEMOYV (1964) observaram que 0 VA causava uma
deple¢do do 4cido ascorbico contido na cértex da adrenal e que 1880 ndo acontecia se o0s
animais fossem hipofisectomizados.

COUCH & BENTON (1972) estudaram, em ratos, tanto o efeito de injegdes linicas de VA,
em concentragdes variadas, durante um periodo de 24 horas, como o efeito de sua adminis-
tragdo cronica (duas vezes por semana, por até 8 semanas) sobre os niveis plasmadticos de
corticosterona. Os resultados revelaram que o VA, especialmente quando injetado em altas
concentragbes (4mg/Kg), por via sub-cutdnea ou intraperitoneal, produzia acentuada esti-
mulagio da glandula adrenal. Uma dnica injecio de VA, monitorizada por 24 horas,
mostrou qua as alteragSes mais significativas dos niveis de corticosterona se davam na
primeira hora (aumento de trés vezes em relacio aos controles). Os estudos crdnicos
revelaram que ratos injetados com altas doses de VA apresentavam niveis mais elevados de
corticosterona na quarta semana, embora j4 se mostrassem aumentados a partir da segunda
semana,

A hiperatividade da resposta adrenocortical, demonstrada pelo aumento dos niveis séricos
de corticosterdides, indica uma resposta aumentada na secre¢do de ACTH pelo VA. Como
a histamina leva a um aumento da resposta adrenal, chegou-se a pensar qua a agdo do VA
sobre os niveis de corticosterdides séricos poderia ser devida As suas propriedades em
liberar histamina. Porém, injetando-se esse autacéide, em ratos, em quantidades que exce-
diam normalmente aquelas liberadas em uma inflamag¢io (ROCHA & SILVA, 1966), nio
se encontraram elevagdes significativas nos niveis de corticosterdides. Concluiu-se, entio,
que a agdo do VA na resposta adrenocortical provavelmente nio dependia exclusivamente

da sua propriedade liberadora de histamina, devendo ser considerados outros mecanismos.

Virias possibilidades foram levantadas para explicar essa resposta aumentada do ACTH. A
capacidade do VA em produzir lisolecitina in vivo (HABERMANN, 1968) poderia causar
aumento do ACTH, desde, que a lisolecitina aumenta a liberagiio de epinefrina pela medula
adrenal, que por sua vez, pode causar liberagdo de ACTH (TUNNER, 1966). Essa liberacio
de epinefrina produzida pela lisolecitina € de longa duragio e poderia causar elevacdes
prolongadas nos niveis séricos de corticosteréides, tais como os produzidos pelo VAL A
queda desses niveis a partir de 24 horas indica, porém, que o efeito do VA é reversivel ou
que héd uma exaustio do tecido adrenal (appud COUCH & BENTON, 1972).
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Além disso, o VA contém melitina, apamina, histamina, libera potdssio dos musculos
estriados ¢ eritrécitos, € promove hipotermia e dor intensa, condi¢®es suficientes para direta

ou indiretamente estimular a liberacio de ACTH pela neurchipdfise.

Para SELYE seria uma espécie de “stress”, levando a um aumento na producio de ACTH
e, consequentemente aumento da resposta adrenocortical (appud COUCH & BENTON,
1972).

VICK & SHIPMAN (1972) separaram o VA em oito fragdes, verificando que apenas o VA
integral, a melitina ¢ a apamina produziam aumento nos niveis de corticosterdides plasma-
ticos, em céies. Apés a admuinistragio de apamina, a elevagio de corticosterSides plasméticos
foi imediata (primeira hora), enquanto que a provocada pela melitina foi lenta ¢ gradual,
ultrapassando, porém, os niveis produzidos pela apamina e mantendo-se por 5 horas. Esse
autores verificaram, também, que a via de administracdo que provocava aumentos mais
prolongados era a intraperitoneal, provavelmente por entrar mais rapidamente no sistema

linfatico e, consequentemente, na circula¢@o sistémica.

ZURIER et alii (1973) tentaram correlacionar a atividade antiinflamatéria do VA sobre a
artrite induzida por adjuvante completo de Freiind e as alteracées nos niveis de corticoste-
réides em ratos. Injetando VA integral, apamina, melitina e fosfolipase A2 no vigésimo dia
da artrite, observaram que o VA integral produzia significativas elevagdes nos niveis séricos
de corticosterdides (primeira hora), enquanto a melitina e a fosfolipase A2 produziam lentas
¢ moderadas elevagbes. O tratamento com apamina resultou em um aumento gradual e

progressivo, atingindo, na quarta hora, niveis comparéveis aos do VA integral.

Para reforgar a id€ia da influéncia da estimulag&o adrenal na melhora da artrite tratada com
VA, esses autores realizaram adrenalectomia verificando que 0 VA ndo suprimiu a artrite

em animais adrenalectomizados.

3.4 Outros provaveis mecanismos de acio do VA como anti-
inflamatério

HADJIPETROU-KOUROUNAKIS & YIANGOU (1984) observaram que o VA nio so-

mente suprimia a artrite induzida pelo adjuvante completo de Freiind, mas que ele afetava o

seu desenvelvimento por inibir certas fungdes dos macréfagos e desse forma, indiretamente

a ativacéo de linfocitos T e B.

Esses autores verificaram que a administragfo didria do VA, na dose de 500 ug, s.c., por 17
dias, ou picadas de abelhas 3 vezes por semana, por 3 semanas, reduzia significativamente

o mimero de ¢élulas formadoras de foliculos no bacgo de ratos imunizados com heméceas de
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carneiro, assim como as respostas mitogénicas das células T, sugerindo que o VA afeta
direta ou indiretamente certas populactes de linfécitos. Esses autores observaram, também,

que o VA suprimia a produgdo de Interleucina 1 ¢ Interleucina 2.

Essas observagoes foram interpretadas como o VA sendo capaz de inibir certas fungdes dos
macrdfagos, levando a uma diminuigao na produgéio de Interleucina 1, elementos importan-
tes na patogénese da artrite induzida por adjuvante. Este efeito do VA sobre os macréfagos
sugere que a aclo do VA na inflamag@o possa ser devida a interferéncia em certas funcées
de algumas células inflamat6rias, como foi sugerido por SOMERFIELD (1986). Esse autor
mostrou que o VA integral na dose de 2 pig/ml potencialmente inibe a producéo de anions
superdxidos pelos neutrdfilos, elementos importantes envolvidos na agresséo tecidual du-
rante 0 processo inflamatério. Assim, segundo ele, a terapia local poderia ter um efeito na
inflamag&o inibindo a produgéo de radicais livres de oxigénio.

4. Objetivos

Os objetivos do presente trabalho foram:

1  Estudar o efeito antiinflamatério do VAA na inflamagdo aguda induzida por
diferentes estimulos flogisticos (Carragenina, Dextrana ¢ Veneno de abelha
africanizada).

2 Verificar o papel das glandulas adrenais no efeito antiinflamatério do VAA;

3 Estabelecer as condigdes para o desenvolvimento do modelo experimental de

artrite induzida pelo adjuvante completo de Freiind em ratos Wistar;

4 Estudar o efeito antiinflamatério do VAA sobre o desenvolvimento da artrite
induzida pelo adjuvante completo de Freiind;

5 Demonstrar o efeito antiinflamatério do VAA sobre a artrite induzida pelo

adjuvante completo de Freiind através do estudo anatomo-patoldgico.
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II Materiais e Métodos

1. Animais e Anestesia

Foram utilizados ratos albinos machos, da linhagem Wistar, com peso variando entre 120 ¢
150 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas.
Durante todo o experimento os animais tiveram livre acesso a 4gua e alimenio (ragdo
comercial). Para os ratos submetidos  adrenalectomia, além da dgua, foi oferecida solugdo
salina (0,9%, P/V).

Quando necessdrio os ratos foram anestesiados com éter etilico em cimara anestésica.
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2. Obtencio do Veneno de Abelha Africanizada (VAA)

O Veneno foi obtido de abelhas africanizadas, espécie Apis mellifera, doado pelo apidrio

Sdo José, Valinhos, So Paulo.

O veneno foi sempre extraido do mesmo grupo de colméias e desidratado para a sua
utilizacdo. A extracdo do VAA foi realizada da seguinte maneira: em cada colméia colocou-
se sobre a plataforma de pouso, uma placa de vidro munida de fios condutores, conectados
a uma bateria. Em seguida, foram feitas, em sequéncia vardvel, descargas elétricas de 12
volts. Estas descargas excitavam as abelhas que ali pousavam, fazendo-as picar a placa,

depositando entfio, o veneno sobre a mesma.

Apoés algum tempo o circuito era desligado, a placa removida e 0 VAA desidratado, raspado

e armazenado em frascos de vidro.

3. Modeclos de Inflamacio
3.1 Inflamacio aguda: edema de pata

O edema de pata foi induzido injetando-se, na regido subplantar da pata traseira esquerda,
0,1 ml dos seguintes estimulos inflamatdrios: carragenina (Marine Colloids; 50, 100 e 400
ug/pata), dextrana (P.M. de 70000, Sigma; 50, 100, 200 e 400 ug/pata), VAA (4, 20, 100 ¢
500 ug) e adjuvante completo de Freilind (Difco; lot 1392: éleo de parafina + Arlacel A +

Mycobacterium snegmatis (butyricum)).

O edema formado foi avaliado pelo método classico de pletismografia (WINTER er alii,
1962), que consiste na medida, através de um aparelho eletrnico (Ugo Basile, Mod. 7150),

do volume deslocado apds imersio da pata em um reservatdrio contendo liquido apropriado.

Os resultados foram expressos como a variagdo, em ml, entre o volume final (volume
medido em tempos diferentes apés a injecdo do estimulo flogistico) ¢ o volume inicial da
pata traseira esquerda (volume medido antes da injecdo do estimulo).

ApGs a inje¢do da carragenina e dextrana as medidas dos volumes das patas foram realiza-
das na primeira, segunda, terceira e quarta horas. No caso do VAA foram medidos os
volumes das patas nos trinta minutos, primeira, segunda, terceira e quarta horas.
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3.2 Inflamacio crénica: modelo de artrite experimental induzida pelo
adjuvante completo de Fretind

3.2.1 Curso Temporal e quadro clinico

O modelo utilizado foi baseado no descrito por TAUROG er alii (1988). Injetou-se 0,1 ml
de adjuvante completo de Freiind na regido sub plantar da pata traseira esquerda de cada

animal, usando-se uma seringa tuberculina ¢ agulhas hipodérmicas 13x4.

Mediu-se o volume da pata traseira esquerda apds a inje¢io do adjuvante, diariamente,
sempre no periodo vespertino, até o vigésimo segundo dia. Os valores dos volumes obtidos
representaram a diferenga entre o volume da pata de cada dia e o volume inicial (volume

antes da injecdo do adjuvante).

A avaliacdo da artrite foi feita, também, pela observagdo rotineira do quadro clinico
apresentado pelos ratos (poliartrite, nédulos subcutaneos nas orelhas e cauda e balanite), que
se tornou bastante evidente a partir do décimo quinto dia apés a injecdo do adjuvante e
através do estudo anatomo-patolégico das articulagdes mais acometidas, quais sejam, as

articulagdes tibjotarsicas e metatarso-falangeanas.
3.2.2 Avaliacao histopatolégica

O estudo andtomo-patolégico foi realizado no 15° dia da artrite induzida pelo adjuvante
completo de Freiind, nos grupos de animais tratados profilaticamente ou nfio com VAA ou
dexametasona, e obedeceu as seguintes normas: as articulacdes tibiotdrsicas e metatarsofa-
langeanas das patas direita e esquerda de todos os animais dos grupos foram retiradas e
colocadas em formalina a 10%. Para efetuar o processo de descalcificacao, permaneceram
em uma solugdo de Citrato de Sédio a 20% (65 ml) e Acido Férmico 90% (35 ml), por
quarenta e oito horas, ¢, em seguida, foram entdo, cortadas e incluidas em parafina para a
secgdo por micrétomo em fragmentos de 6 micrémetros de espessura. Apés, os cortes foram
corados por Hematoxilina-eosina e montados entre ldmina e laminula para a observagao

microscopica.

Os cortes histoldgicos foram feitos nos sentidos longitudinal e transversal. Foram realiza-
dos, em média, dois cortes histolégicos por articulagdo. A andlise foi feita de forma aleatéria
em pelo menos dois cortes, de oito possiveis (2 articulagSes; 2 cortes por articulagio; 2 patas

traseiras), por animal.
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Para compormos o quadro anitomo-patolégico, que expressa as alteragdes proprias da
artrite por adjuvante completo de Freiind, foram estudadas:

1 Presenca e intensidade de infiltrado inflamatério mononuclear (M; linfécitos,

plasmécitos e macréfagos) em:

tecido periarticular (P.A.)
sindvia (S)

pannus (P)

tecido periosteal (P.O.)

0 T

2 Granulomas epiteliéides (G.E.) em:

a. tecido periarticular
b. sinévia

3  Granulomas adiposos (G.A.) em:

a. tecido periarticular

4  Microabceessos (MLA.) em:

a. tecido periarticular
5 Formagdo de pannus (P)
6  Destruigdo cartilaginosa (D.C.)
7 Regeneragio 6ssea (R.O.) cortical e justa articular

A presenga em termos de frequéncia de aparecimento, do infiltrado inflamatério mononu-
clear foi avaliada em cada uma das regiGes anatdmicas anteriormente descritas. A sua
intensidade foi medida segundo critério semi-quantitativo (em cruzes) de acordo com: 0 =
auséncia; + = discreto; ++ = moderado; +++ = intenso.Os resultados foram CXPressos para
cada regido como mediana dos valores obtidos por grupo.

4, FEfeito antiinflamatorio do VAA

4.1 Modelo de inflamac¢io aguda

4.1.1 Animais normais

O VAA (20,100 e 500 ug) foi administrado, s.c., 30 minutos antes da administracdo de
carragenina (Cg: 200 ug), dextrana (Dxt: 200 pg) ¢ VAA (100 pg). Os grupos controles
receberam 1 ml de solugdo salina. O efeito antiinflamatério do VAA foi avaliado nos

tempos de méxima reacio inflamatdria, determinados anteriormente a partir dos estudos do
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curso temporal para cada estimulo inflamatério. Assim, para a Cg foi na quarta hora, para a

Dxt, na primeira hora e para 0 VAA, nos primeiros trinta minutos.

O efeito deste tratamento foi comparado com aquele obtido com a utilizacio de dexameta-
sona (0,5 mg/Kg, s.c.), uma hora antes dos estimulos.

4.1.2 Animais adrenalectomizados

A adrenalectomia bilateral foi realizada cirurgicamente, em animais anestesiados, através de

dois cortes ( 1 em) na regido lombar, logo abaixo do rebordo costal.

Animais falso operados foram submetidos ao mesmo estresse cirtirgico, sem a remogio das

adrenais.

Os animais foram utilizados uma semana apds a cirurgia. Foram exchliidos do estudo
aqueles que apresentavam sinais clfnicos de debilidade, presenga de inflamacdo na regiao
cirdirgica e, no caso dos animais adrenalectomizados, aqueles que apresentavam resquicios

da glandula, por laporotomia exploratdria, ao final dos experimentos.

Os dois grupos, adrenalectomizados e falso operados, foram tratados, s.c., com 500 Mg de
VAA, 30 minutos antes da administragio dos mesmos estimulos flogfsticos descritos no
item 4.1.

4.2 Modelo de Inflamaciio cronica

Para avaliar o efeito antiinflamatério do VAA na artrite induzida pelo adjuvante completo
de Frelind foram utilizados dois modelos experimentais baseados nos trabalhos de LOREN-
ZETTI et alii (1972) e CHANG & BLIVEN (1979):

4.2.1 Regime profilitico
No regime profilitico o VAA (500 g, s.c.) foi injetado nos seguintes grupos de animais:

a)  tratados quinze dias antes da injecio do adjuvante, com VAA trés vezes por
semana (as segundas, quartas e sexta-feiras), no perfodo vespertino, num total de
se1s doses;

b) emregime de doses tnicas tratados 30 minutos ou 24 horas antes do adjuvante.

O efeito desses tratamentos foi comparado com o obtido com a utilizagio de dexametasona
(0,5 mg/Kg) administrada seguindo os mesmos protocolos. Os grupos controles receberam
solucdo salina 0,9%.
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Foram realizados medidas dos volumes das patas traseiras esquerdas das patas antes e no
décimo quinto dia apés a injegdo do adjuvante, quando a artrite j4 estava clinicamente

estabelecida.

Além do volume da pata, para a avaliagido do efeito antiinflamatério do VAA, também

foram considerados o quadro clinico e o estudo andtomo-patolégico das articulages.

4.2.2 Regime terapéutico

O regime terapéutico se caracterizou pela administragio do VAA, s.c., na dose de 500 ug, a
partir do décimo sétimo dia apés a injegdo do adjuvante.

Foram administradas doses didrias de VAA, no periodo vespertino, durante sete dias
consecutivos. O efeito antiinflamatério do VAA foi comparado com o obtido com a
dexametasona (0,5 mg/Kg, s.c., no dorso). Os grupos controles receberam solugfio salina
0,9%. Foram realizadas medidas do volume das patas traseiras esquerdas dos animais antes

¢ do décimo sétimo ao vigésimo segundo dia, apés a administragdo do adjuvante.
5. Analise Estatistica

Aos resultados obtidos foram aplicados tratamentos estatisticos para determinacio das
médias e dos erros padrbes das médias (E.P.M.). Para comparagbes entre grupos, os
seguintes testes estatisticos foram utilizados para determinagio dos indices de significincia
(p<0,05):

a)  andlise de variincia “one way” (ANOVA), para comparagio muiltipla de varid-

vels independentes;

b)  nos casos em que os valores de F obtidos foram maiores que F 0,05 critico, a
comparagdo para determinagfio de diferengas estatisticamente significativas foi

feita utilizando-se o teste de Duncan;
¢} oteste “t” de Student para amostras ndo pareadas.

No caso do regime terapéutico, o célculo da drea sobre as curvas obtidas com o grupo
controle e com os tratamentos com VAA e dexametasona entre 17° € 0 22° dia, foi feito pelo
método trapesoidal utilizando-se o programa de computacio Pharmacological Calculation
System - version 4.2 (A). As comparagdes estatisticas entre as médias das 4reas foram feitas
por andlise de variéncia e teste de DUNCAN.,
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No estudo anatomo-patolégico, por ter envolvido critérios semi-quantitativos, foram feitos
tratamentos estatisticos para determinacdo dos valores minimo, méximo e da mediana
(DUNCAN, 1955; KRAMER, 1956; SNEDECOR, 1963).
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IIT Resultados

1. Inflamacao aguda: Edema de pata

1.1 Curso temporal e curva dose-resposta do edema de pata induzido
pela carragenina (figura 1)

Verificou-se apds a injecio de Cg (200ug/rato) na regido subplantar da pata traseira
esquerda dos ratos, um aumento progressivo do volume da pata injetada com um pico
maximo de rea¢fo inflamatoria entre a 3* e 4* horas. (figura 1-A). Esses aumentos foram
dose-dependentes, chegando a atingir com a dose de 200ug/rato o dobro do volume da pata

em relagdo & dose de 50ug (figura 1-B).
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1.2 Curso temporal e curva dose-resposta do edema de pata induzido
pela dextrana (figura 2)

Apds a mjegdo de dextrana (100ug) na regido subplantar da pata traseira esquerda de ratos,
observou-se aumento progressivo do volume da pata injetada, com um pico méximo de
reagio inflamatéria na 1% hora, decaindo a partir da 3* hora. (figura 2-A). Esse aumento

também se mostrou dose-dependente. (figura 2-B).

1.3 Curso temporal e curva dose resposta do edema de pata induzido
pelo VAA (figura 3)

Observou-se, apds a inje¢do de VAA (100ug/rato) na regido subplantar da pata traseira
esquerda dos ratos, um aumento imediato e progressivo do volume da pata injetada, que
atingiu o pico maximo de reacdo aos 30 minutos. (figura 3-A). Esse aumento mostrou-se
dose-dependente, atingindo com a dose de 500pg/rato valores de edema elevados (cerca de
1 ml; figura 3-B)

2. Efeito Antiinflamatorio do VAA no Modelo de
Inflamaczo Aguda

2.1 Ratos normais

Verificamos que o VAA apresentou potente efeito antiinflamatério, estatisticamente signi-
ficante, sobre o edema de pata induzido pelos estimulos flogisticos carragenina (Cg),

dextrana (Dxt) e veneno de abelha africanizada (VAA) (figura 4).

2.1.1 Carragenina

O efeito antiinflamatério do VAA sobre o edema de pata induzido pela carragenina se
mostrou dose-dependente chegando a 59% de inibi¢io na dose de 500pg.

2.1.2 Dextrana

Verificou-se que 0 VAA apresentou efeito antiinflamat6rio, sobre o edema de pata induzida
pela Dextrana, que ja se mostrou méximo com a dose de 20 pg, atingindo cerca de 44% de

mnibig&o.
2.1.3 VAA

O efeito antiinflamatério do VAA sobre o edema de pata induzido pelo préprio VAA foi
dose-dependente, com cerca de 30% de inibigio na dose de 500ug de VAA.
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Figura 1 -
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Edema de pata em ratos induzido pela carragenina. A: curso temporal do edema

induzido por 200 g de carragenina. B: curva dose-resposta da carragenina, realizada

na 4* hora ap0s a injecdo. Resultados apresentados como média + EPM. O nimero de
animais utilizados foi de 5 para cada dose.
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Figura 2 -
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Edema de pata em ratos induzido pela dextrana. A: curso temporal do edema

induzido por 100 pg de dextrana. B: curva dose-resposta de dextrana realizada na 1*
hora ap6s a inje¢do de dextrana. Resultados apresentados como média + EPM. O
numero de animais utilizados foi de 5 para cada dose.
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Figura 3 -
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Edema de pata em ratos induzido pelo veneno de abelha africanizada (VAA). A:

curso temporal do edema induzido por 100 pg de VAA. B: curva dose-resposta do VAA,
realizado aos 30 minutos ap6s a inje¢ao do VAA. Resultados apresentados como média
+ EPM. O niimero de animais utilizados foi de 5-10 para cada dose.
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Figura 4 - Efeito antiinflamatério do veneno de abelha africanizada (VAA) sobre o edema de

pata em ratos induzido pela carragenina (Cg, 200 ug), dextrana (Dxt, 100 ug) e
VAA (100 pg). O VAA (20, 100 e 500 pg) foi injetado s.c., 30 minutos antes da inje¢do
dos estimulos. A rea¢do edematogénica foi avaliada na 4* hora para a Cg., na 1* hora
para a Dxt e aos 30 minutos para 0 VAA. Resultados apresentados como média + EPM.
Os nimeros entre parénteses indicam o nimero de animais utilizados. *p < 0,05 em
relag@o ao grupo controle (C). (ANOVA; teste de DUNCAN).



2.2 Ratos adrenalectomizados

Verificou-se acentuada inibigao do efeito antiinflamatério do VAA, sobre o edema de pata,
induzido pela carragenina, dextrana e 0 VAA nos animais adrenalectomizados, estatistica-
mente significante, quando comparado com animais falso operados. (figura 5). Observou-se
que em relac@o ao edema de pata induzido pela carragenina e dextrana, o VAA manteve seu
efeito antiinflamat6rio em torno de apenas 18% e para o edema induzido pelo préprio VAA

em cerca de 12%.

3. Inflamacao Cronica

3.1 Curso temporal do desenvolvimento da artrite induzida pelo
adjuvante completo de Freiind e quadro clinico

Neste trabalho verificou-se que a artrite induzida pelo adjuvante completo de Freiind se
apresentou como um fendmeno bifdsico, com o primeiro pico de reagdo evidenciado pelo
aumento do volume da pata injetada, ocorrendo entre o 4° e 5° dia e o segundo pico,
variando entre 0 10° e 15° dias. (figura 6). A partir do segundo pico de reacio, isto é, entre
10° e 15° dia apés a injecdo do adjuvante, os ratos apresentaram quadro clinico caracteriza-
do por poliartrite, nédulos subcutaneos nas orelhas e caudas, balanite e visivel perda de peso

(figura 7).

A poliartrite caracterizou-se pelo acometimento, principalmente na pata injetada, da articu-
lagdo tibiotdrsica que atingiu o aumento de duas a trés vezes o volume normal ¢ as
articulagoes metatarso-falangeanas. As articulagdes inter-falangeanas proximais apresenta-
ram também aumentos fusiformes observando-se acentuada restri¢io da movimentacao das

patas (figura 8).
3.2 Histopatologia

O estudo andtomo-patolégico das articulagdes tibio-tdrsicas das patas traseiras, foi realizado

no segundo pico de reacdo da artrite, e evidenciou os seguintes achados:

1 Presenca de infiltrado de células mononucleares (linfécitos, plasmécitos e ma-
crofagos nas seguintes regides:
a. tecido periarticular (figura 9-A)
b. sindvia
c. tecido periosteal

2 Presenca de granulomas epitelidides no tecido periarticular e subcutaneo, carac-
terizado pelo acimulo de células epitel6ides (macréfagos) com ou sem gigant6-

citos. (figura 9-B).
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Presenca de granulomas adiposos (actimulo de células adiposas) no tecido

periarticular.
Formacao de microabcessos (figura 10)
Formacao de pannus (figura 11)

Regeneracao Ossea e periostite (figura 12)
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Figura 5 - Inibicdo do efeito antiinflamatério do veneno de abelha africanizada (VAA), em
animais adrenalectomizados, sobre o edema de pata induzido pela Carragenina
(Cg, 200 pg), dextrana (Dxt, 100 pg) e VAA (100 pg). Os animais foram submetidos a
adrenalectomia ou ao estresse cirtirgico (falso-operados, FO) uma semana antes da
inje¢o dos estimulos. O VAA (500 pg) foi injetado s.c., 30 minutos antes da inje¢do
dos estimulos. A rea¢do edematogénica foi avaliada na 4* hora para a Cg, na 1* hora para
a Dxt e aos 30 minutos para 0 VAA. Resultados apresentados como média + EPM. Os
nimeros entre parénteses indicam o nimero de animais utilizados. *p < 0,05 em relacao
ao grupo controle (C). (test “t” de student).
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Figura 6 - Curso temporal do desenvolvimento da artrite induzida pelo adjuvante completo
de Freiind. Resultados apresentados como média + EPM. de 3 experimentos de 6

animais em cada um.
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Figura 7 - Aspectos macroscopicos de um rato com artrite induzida por adjuvante completo de
Freiind no 15° dia apds a injecao do adjuvante. Observar o aumento fusiforme do volume das
articulacdes tibiotdrsicas, metatargo-falangeanas e interfalangeanas proximais; nodulos subcutineos na
cauda e balanite.



B.

Figura 8 - Detalhes de aspectos macroscopicos da artrite induzida pelo adjuvante completo de
Freiind em ratos (15° dia apds a injecfio do adjuvante) (A): poliartrite caracterizada pelo aumento
difuso do volume das articulagdes tibiotdrsicas e metatargo-falangeanas com tipica flexdo e edema
fusiforme das articulagdes interfalangeanas proximais; nddulos subcutineos na cauda; (B): observar o
aumento das articulagoes interfalangeanas e nédulos subcutineos nas orelhas.
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Figura9 - Aspecto histopatolégico da articulagio tibiotarsica de ratos com artrite induzida pelo
adjuvante completo de Freiind no 15° dia. (A): observar a presenga de infiltrado
mononuclear e granuloma epitelidde (seta) em tecido subcutineo (73x). (B): detalhe dos
granulomas epiteliodes com células gigantes (seta) e do infiltrado de células
mononucleares (132x) Hematoxilina-cosina.
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Figura 10~ Aspecto histopatolégico da articulacio tibiotdrsica de ratos com artrite induzida

pelo adjuvante completo de Freiind no 15° dia. Observar a presenca de microabcessos
no tecido subcutineo (132x) Hematoxilina-cosina.
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Figura 11 -

Aspecto histopatolégico da articulagao tibiotdrsica de ratos com artrite induzida
pelo adjuvante de Freiind no 15° dia. Observar a formagao de pannus (73x)
Hematoxilina-eosina.
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(B)

Figura 12 - Aspecto histopatolégico da articulagio tibiotdrsica de ratos com artrite induzida
pelo adjuvante completo de Freiind no 15° dia. (A): sinovite (S) com pannus (P) junto
ao tenddo e regeneragdo 6ssea (73x). (B): em detalhe observar a riqueza de osteoblastos
para regeneracdo de drea destruida pelo processo inflamatério (73x) Hematoxilina-eosina.
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4. Efeito antiinflamatorio do VAA sobre a artrite
induzida pelo adjuvante completo de Freiind

4.1 Regime Profilatico

Verificou-se que o VAA (dose unica, 500ug/rato, s.c.); quando administrado 24 horas ou 30
minutos antes da inje¢do do adjuvante completo de Freiind, ndo inibiu o aparecimento da
artrite. (tabela 2). A dexametasona, nas mesmas condi¢des, também nao foi capaz de alterar

o desenvolvimento da artrite.

Por outro lado, quando o VAA foi administrado 15 dias antes do adjuvante, 500ug, s.c., no
total de 6 doses, causou uma inibigdo, estatisticamente significante, da artrite em cerca de
45%, semelhante a provocada pela dexametasona (figura 13). Clinicamente, os ratos apre-
sentam menos nodulos subcutaneos nas orelhas e caudas, assim como menor balanite e

perda de peso, comparativamente, a0 grupo controle.

O estudo anatomo-patolégico das articulagdes tibiotdrsicas das patas traseiras dos grupos
tratados com VAA e dexametasona mostraram, em relagdo ao grupo controle, diferencas
acentuadas, quais sejam, diminuicdo do infiltrado de células mononucleares em tecido
periarticular, periosteal e sinévia, bem como auséncia de granulomas epitelidides e adipo-
s0s, raros microabcessos e praticamente auséncia da formacdo de pannus, e regeneragio

Ossea (figura 14 a 18).

Tabela 2 - O tratamento da artrite induzida pelo adjuvante completo de Freiind em ratos com
VAA (500 g, s.c) 30 minutos e 24 horas antes da inje¢ao do adjuvante nio inibiu a artrite (15°
dia).

Grupo | Volume da pata (n)
Controle 0.82+ 0.07 | 12
! =
VAA 30 min. 0.99+ 0.08 6
VAA 24 horas 0.69% 0.07 6
DEX 30 min. 1.20% 0.11 (%) 5
Dex 24 horas 0.65+ 0.07 6

Resultados como média, = E.P.M. de (n).

(*) p<0,05 (ANOVA; Teste de Duncan), em relagiio a controle.
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A volume pata (ml)

Figura 13 -

C VAA DEX
200png 0.5 mg/kg

Grupos de animais

Redu¢do da artrite induzida pelo adjuvante completo de Freiind pelo
tratamento profildtico com o veneno de abelha africanizada (VAA) e
dexametasona (Dex). Os animais foram tratados 2 semanas antes da inducdo da
artrite ¢ o efeito antiinflamato6rio avaliado no 15° dia ap6s a inje¢io do adjuvante.
Resultados apresentados como média £ EPM. Os nimeros entre parénteses indicam o

nimero de animais utilizados. *p < 0,05 em relacio ao grupo controle (C). (ANOVA;
teste de DUNCAN).
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Intensidade das lesdes

Figura 14 -

M GE GA MA

Lesoes Analisadas

Inibicao do desenvolvimento de alteracdes histopatolégicas caracteristicas da
artrite induzida por adjuvante completo de Freiind, em ratos, pelo tratamento
profilatico com VAA (500 mg; s.c.) e Dex (0,5 mg/Kg; s.c.). As alteracOes analisadas
foram: M = infiltrado mononuclear; GE = granuloma epiteliGide; GA = granuloma
adiposo; MA = microabcesso. As regides estudadas estdo referidas na figura. Os
resultados expressam a mediana dos valores das intensidades das lesdes (0 a+++) de
pelo menos 11 1dminas estudadas por grupo. Os niimeros entre parénteses, acima de
cada coluna representam o maior e 0 menor valor de cada alteracio.
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Figura 15 - Representagio da distribuicfio da fregiiéncia de aparecimento (em percentagem) do
infiltrado mononuclear (M) nas diversas regides apds o tratamento profilatico, 15
dias antes, com veneno de abelha africanizada (VAA, 500 mg, s.c.) e dexametasona
(Dex, 0,5 mg/Kg, s.c.), dos ratos com artrite induzida pelo adjuvante completo de
Freiind (15° dia). A drea de cor azul representa a presenca da lesio.

SC - sub-cutineo; PA - periarticular; S - sin6via; P - pannus
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Figura 16 - Representacio da distribuicéo da freqiiéncia do pannus (P) e regeneracao dssea
(R.O.) apés o tratamento profiltico 15 dias antes, com veneno de abelha
africanizada (VA A, 500 g, s.c.) e dexametasona (Dex, 0,5 Lg/Kg, s.c.), dos ratos
com artrite induzida pelo adjuvante completo de Freiind (15° dia). A 4rea de cor
azul representa a presencga de lesio.
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(A)

(B)

Figura 17 - Aspectos histopatolégicos da articulagao tibiotarsica de ratos com artrite induzida
pelo adjuvante de Freiind (15° dia pré-tratados com VAA (A), 500ug ou Dexam.,
0,5 j1g (B): Observar em ambos, tecidos subcutaneo e superficie articular normais (73x).
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Figura 18 -

Aspectos histopatoldgicos da articulagio de ratos com artrite induzida pelo
adjuvante completo de Freiind pré-tratados com VAA (500.g). Observar a presenca
de infiltrado celular no tecido subcutaneo com preservagio das demais estruturas (73x)
Hematoxilina-eosina.
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4.2 Regime Terapéutico

Observou-se que, quando o VAA passou a ser administrado quando a artrite ja estava
instalada, ou seja, do 17° ao 22° dia, houve a principio redugao dessa artrite por trés dias
com um pico maximo de efeito antiinflamatério do VAA no 20° dia onde a artrite foi inibida
em cerca de 58%. A partir do 4° dia de administragao do VAA, porém, houve perda do seu
efeito antiinflamatorio, seguindo a artrite o seu curso natural. Comparativamente, a dexame-
tasona manteve a mesma intensidade de redugdo da artrite, porém seu efeito se mostrou mais

duradouro. (figura 19-A).

Calculando-se, as dreas sdbre as curvas edema de pata x tempo do 17° ao 22° dia de artrite,
observou-se redugao estatisticamente significante das areas dos grupos tratados, durante o
periodo de administragdo do VAA e dexametasona em rela¢@o ao grupo controle. O efeito

da dexametasona foi, em média, mais intenso (figura 19-B).
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Efeito supressivo do veneno de abelha africanizada (VAA) e dexametasona (DEX)
sobre a artrite induzida pelo adjuvante completo de Freiind em ratos. Em (A)
curso temporal e em (B) drea sobre a curvas edema x tempo, em unidades arbitrdrias.
Os tratamentos (doses didrias, s.c.) se iniciaram no 17° dia, ap6s a inje¢io do
adjuvante, e se estenderam até o 22° dia. Resultados como média + EPM. O nimero
de animais utilizados foi de 6 por grupo. *p < 0,05 (ANOVA;; teste de DUNCAN).
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IV Discussao

A artrite induzida pelo adjuvante completo de Freiind em ratos ¢ tida como o modelo
experimental de artrite que mais se assemelha 3 artrite reumatéide humana (TAURQG ez
alii, 1988).

Ao VAA tem sido atribuido, por alguns pesquisadores, atividade antiinflamatéria sobre as
artrites. Porém, existe ainda a necessidade de se continuar a investigar melhor essa atividade

e seu potencial mecanismo de agéo.

A proposi¢ao inicial desse trabalho foi a de que 0 VAA poderia agir como antiinflamatério,
ndo somente sobre aquele tipo de artrite experimental, modelo de hipersensibilidade tardia

e, portanto, de inflamagao crénica, como em sitvagdes de inflamagio aguda.
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LORENZETTI ez alii (1972) estudaram a influéncia do VA sobre a artrite induzida por
adjuvante de Fretind, administrando-o nas doses de 1 ¢ 4 mg/Kg, s.c., na regifio escapular de
ratos, em regimes profilatico e terapéutico. O primeiro, caracterizou-se pela administragio
do VA quinze dias antes do adjuvante, em 3doses semanais, e, 0 segundo, pela injegio do
VA uma semana apds o adjuvante, em 3 doses semanais, por 4 semanas. A fenilbutazona foi
utilizada como controle positivo nesse trabalho. Esses pesquisadores concluiram que a
administragdo do VA reduziu significativamente a artrite em ambos os regimes, com efeitos

mais pronunciados na dose maior.

ZURIER er alii (1973) mostraram que o tratamento de ratos com VA integral injetado
concomitante ao adjuvante de Freiind, nas doses de 300 e 500ug, duas vezes ao dia, por
vinte dias, suprimiu a artrite. Entretanto, o tratamento isolado com as fragtes do VA, guais

sejam, a fosfolipase A2, a apamina e melitina, nfio reduziram a resposta inflamatéria.

CHANG & BLIVEN (1979), alguns anos mais tarde, também confirmaram os achados de
LORENZETTI, ZURIER, ¢ seus colaboradores, administrando o0 VA (doses de 0,1; 0,033;
0,33 e 1 mg) em ratos, s.c., por 17 dias a partir da inoculagio do adjuvante. Observaram que
o VA suprimia o desenvolvimento da artrite numa relagdo dose-dependente, chegando a
70% de inibi¢&o na dose de 1 mg/rato. Por outro lado, utilizando-se dose tnica de 500ug, a
efetividade fol dependente do tempo de administragdo. Quando injetado um dia antes ou
concomitante ao adjuvante, observou-se cerca de 40% de inibigdo. Esse efeito foi, porém,
decaindo progressivamente, 4 medida que a dose foi sendo retardada, chegando apenas a
10% quando injetada no décimo quarto dia apés o adjuvante.

No presente trabalho avaliou-se a agfio antiinflamatéria do VAA na artrite induzida pelo
adjuvante completo de Freiind, inicialmente administrando-o 15 dias antes da inje¢éo do
adjuvante, em 3 doses semanais, num total de 6 doses. A analise no 17° dia apos o adjuvante
mostrou que o VAA foi capaz de suprimir a artrite em 45%, efeito compardvel ao obtido
pela administragio de dexametasona. Essa inibigdo se manifestou, em primeiro lugar, pela
visivel melhora do quadro clinico apresentado pelo rato: sensivel diminui¢do da poliartrite;
dos ndédulos subcutineos na cauda e orelhas; maior motilidade dos ratos e menor perda de
peso. A melhora clinica correlacionou-se com alteragtes andtomo-patolégicas das articula-
coes;

1 Diminuigdo acentuada da presenga de infiltrado de células mononucleares (lin-
fdcitos, plasmécitos e macréfagos) nos tecidos periarticulares, periosteal e na

sinovia;

2 Auséncia de granulomas epitelidides e adiposos no tecido periarticular;
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3 Praticamente auséncia da formagio do pannus e microabcessos;
4  Auséncia de destruigdo cartilaginosa e regeneracio dssea.

Os achados do estudo andtomo-patolégico da artrite pré tratada com VAA foram extrema-

mente semelhantes aos encontrados com o tratamento profildtico com dexametasona.

Os resultados obtidos pelo método pletismografico no tratamento profilético séo concordan-
tes com os de LORENZETTI et alii (1972). Entretanto, o efeito antiartritico por nés
observado (40 - 45% de redugio) foi obtido com cerca de metade da dose utilizada por
aqueles autores. Esses resultados sugerem que, comparativamente, a maior atividade possa
ser devida a concentragdes mais elevadas de componentes antiinflamatérios no VAA. Essa
suposigdo deverd ser esclarecida por estudos bioquimico-farmacolégicos das fracdes do
VAA. BILLINGHAN et alii (1973), estudando o peptideo MCD-401, uma das fragées do
VA referida como possunidora de importante atividade antiinflamatoéria, verificaram que o
mesmo também era capaz de inibir a artrite induzida pelo adjuvante completo de Freiind,
profilatica e terapeuticamente.

Deve ser enfatizado, porém, que mesmo na dose de 300ug/rato por nés utilizadas no
pré-tratamento da artrite, observou-se dreas de necrose na regiao do dorso correspondente
ao local das injegdes. Isso constitui um fator limitante para o uso prolongado do VAA total.

Em relagéo a sua agdo antiinflamatéria, quando a artrite jé estava clinicamente estabelecida,
verificou-se que 0 VAA injetado a partir do 17° dia do adjuvantie inibiu, temporariamente, a
artrite. Entretanto, apds o 5° dia de administracfio, o VAA perdeu a sua eficdcia e a doenca
tomou o seu curso natural. Esses dados, diferem daqueles descritos por ZURIER et alii
(1973). Por outro lado, sdo concordantes com os encontrados por CHANG & BLIVEN
(1979). Esses autores, utilizando a partir do décimo sexto dia da inje¢do do adjuvante,
mjegdes didrias de VA (500ug, s.c.) observaram uma supressdo tempordria da artrite por
cerca de uma semana, a partir da qual ela tomou o seu curso natural. No entanto, o grupo que
recebeu hidrocortisona, manteve a supressdo até o trigézimo quinto dia.

A perda do efeito antiinflamatério do VAA sobre a artrite a partir do 22° dia poderia ser
explicada pela necessidade de doses maiores do VAA durante esse periodo.

No entanto, ndo se pode negar, pelas evidéncias até agora obtidas, que o VA € capaz de
suprimir o desenvolvimento da artrite induzida pelo adjuvante completo de Fretind. O seu
mecanismo de agdo antiartritica, porém, nfo tem sido claramente estabelecido.

A composi¢do do VA € complexa. Entre as substancias existentes estio enzimas como a

fosfolipase A2 e hialuronidase, peptideos de baixo peso molecular; histamina; fons inorga-
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nicos e outras substancias néo identificadas (HABERMANN & REIZ, 1965). A maior parte
da atividade biol6gica do VA € devida aos seus peptideos e proteinas (CHANG & BLIVEN,
1979), sendo que tr8s peptideos bdsicos (melitina, apamina ¢ o peptideo MCD-401) foram
isolados recentemente (HABERMANN & REIZ, 1965; HABERMANN & JENTSCH,
1966; VERNON et alii, 1969).

BILLINGHAN et alii (1973) demonstraram que desses trés peptideos, o peptideo MCD-401
era o que apresentava maior atividade antiinflamatéria sobre o edema de pata, em ratos,
induzido pela carragenina, suprimindo, também, o desenvolvimento da artrite induzida pelo

adjuvante completo de Freiind.

Embora sejam observadas em cachorros € macacos elevacées nos niveis séricos de cortisol
apos a administragio do VA e auséneia desses aumentos com a hipofisectomia (VICK er
alii, 1971; VICK & SHIPMAN, 1972), HANSON er alii (1974) verificaram que a adrena-
lectomia reduzia, mas ndo abolia a agfo antiinflamat6ria do peptideo MCD-401, concluindo
que as alteragdes na liberagdo de corticosterona deviam contribuir apenas parcialmente na
acdo antiinflamatéria do VA.

LORENZETTI er alii (1972) e ZURIER et alii (1973), no entanto, verificaram que 0 VA
nao inibia a artrite induzida pelo adjuvante em animais adrenalectomizados, o que reforgaria
a idéia de que a acédo antiinflamatéria do VA seria devida, essencialmente, ao estimulo do
eixo hipotidlamo-hipéfise-adrenal.

No modelo de inflamac¢ao aguda por nés utilizados verificamos que o VAA reduziu sua
atividade antiinflamatéria em pelo menos 80% sobre o edema de pata induzido pela
carragenina, dextrana e pelo proprio VAA, em animais adrenalectomizados. Isso revela uma
influéncia significativa da glandula adrenal na atividade antiinflamatéria do VAA. A parce-
la inibida, porém, poderia ser atribuida a outros mecanismos de agdo envolvidos, entre eles,
degranulacfio de mastécitos, efeito de conira irritagio, inibicio de atividade de macréfagos,
etc. (BILLINGHAN ez alii, 1973; BANKS et alii, 1990; HADJTPETROU-KOURQUNA-
KIS & YIANGOU, 1988).

BILLINGHAN et alii (1973) relataram que o peptideo MCD-401 foi cerca de cem vezes
mais potente que a hidrocortisona em inibir o edema de pata induzido pela carragenina. O
peptideo, seria entéio, o responsavel pelas alegadas propriedades curativas do VA. Entretan-
to, o VA contém somente pequenas quantidades desse peptideo e quantidades elevadas de
fosfolipase A2, melitina ¢ apamina, todos eles altamente t6xicos e pouco aceitiveis como
agentes terapéuticos.
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HANSON et alii (1974) sugeriram que a ago antiinflamatéria do peptideo MCD-401 néo
deveria ser atribuida a liberagio de aminas vasoativas; modificagéio na sintese de prostaglan-
dinas ou pelas suas propriedades irritantes. Para esses autores o peptideo exerceria a sua
acdo antiinflamatéria por uma ag¢o direta na parede vascular antagonizando a agfo de
agentes causadores de aurnento de permeabilidade vascular.

A adrenalectomia pouco modifica a agdo antiinflamatéria do peptideo MCD-401, podendo-
se concluir que essa agdo, presumivelmente, ndo seria mediada pela liberagiio de esterdides
enddgenos ou catecolaminas (BILLINGHAN et alii, 1973).

O peptideo MCD-401, in vivo, é um degranulador de mastécitos (BREITHAUPT & HA-
BERMAN, 1968; BILLINGHAN et alii, 1973; HANSON et alii, 1974), € como no rato isso
envolve a liberagdo de histamina e SHT, o peptideo por si préprio possui atividade inflama-
téria. E possivel, assim, que parte de sua atividade antiinflamatéria seja consequéncia da
liberagio de histamina e SHT (BANKS et alii, 1980) ou do fendmeno de contra irritacéo
(BONTA, 1978; GARCIA LEME, 1981).

A contra irritagdo € uma circunstancia complexa envolvendo fatores de origem plasmatica e
tissular ¢ estados particulares do organismo, caracterizando-se pela habilidade de uma

irritacdo interferir com uma outra em desenvolvimento simultineo (GARCIA LEME,
1981).

GILLIES, em 1895, ja referia que irritantes aplicados a alguma distancia das articulagdes
inflamadas podiam causar redugio da exudagfio. A partir dai, indmeras experiéncias tém
demonstrado que a contra irritagdo é capaz de suprimir tanto o fenémeno agudo induzido
por estimulos flogisticos como a carragenina, dextrana, caolin, bradicina, efc, como a
proliferagdo de tecido de granulagio e artrite induzida pelo adjuvante completo de Freiind
(BONTA, 1978).

BONTA (1978) sugeriu que uma série de mecanismos estariam provavelmente envolvidos

na contra irritagio:
1. Inibigdo da migragdo de leucdcitos para a drea injuriada;
2. Consumo de complemento;
3 Aprodugiio de um fator humoral antiinflamatério;
4  Exaustio competitiva de mediadores pré-inflamatdrios;

5 Redugdo drastica da populagio de macréfagos.
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Para BILLINGHAN et alii (1973) e HANSON et alii (1974) a atividade antiinflamatéria do
peptideo MCD-401 ¢ distinta ¢ ndo depende da sua capacidade degranuladora de mastéci-
tos. Esse fato aumenta o interesse sobre esse peptideo como um futuro agente terapéutico
nas artrites, embora seu efeito seja totalmente desconhecido no homem. Deve ser ressaltado
que peptideos/proteinas séo geralmente, pouco atrativos como drogas terapéuticamente
uteis, em funcfo de seu alto custo para a sintese ¢ obtengio e alto grau de destruicio a nivel
intestinal (WINGARD et alii, 1991). Dessa forma, o racional mais interessante seria o
desenvolvimento de drogas andlogas ao peptideo MCD-401 com pardmetros farmacocinéti-
cos mais favoraveis para a utilizacfo e terapéutica.

A administragdo prévia do MCD-401 inibiu o extravasamento de albumina marcada, provo-
cada pela inje¢io de bradicinina, protaglandina E2, calicreina, histamina, SHT e do COMpOos-
to 43/80. Esse peptideo mostrou-se efetivo, também, sobre o extravasamento provocado
pelas inje¢des intraarticular de turpentina ou carragenina subplantar. Entretanto, o pré-trata-
mento com metisergida (antagonista de SHT) ¢ mepiramina (antagonista H1 da histamina)
nédo alterou a atividade antiinflamatéria do peptideo (BILLINGHAN e alii, 1973).

Por outro lado, BANKS ez alii (1990) verificaram que o peptideo MCD-401 perdia sua
atividade antiinflamatdria em animais depletados de mastdcitos, pelo pré-tratamento com o
composto 48/80. A administragio de mepiramina e metisergida também reduziu (50%) a
atividade antiinflamatéria desse peptideo sobre o edema de pata induzido pela carragenina.
Esses autores sugeriram entéo que os efeitos antiinflamatérios do peptideo eram, em parte,

mediados pela degranulagio de mastdcitos.

Dessa forma, pelos dados até agora demonstrados o peptideo MCD-401 possui atividade
irritante, visto que, em ratos:

1. ainje¢io direta do peptideo em uma das patas traseiras causa edema tanto na
pata injetada como na ndo injetada;

2.  ainjegdo, s.c., do peptideo 45 minutos antes da inje¢do subplantar do mesmo,
suprime significativamente, sua agfo irritante na pata;

3. aco-administragio do peptideo com a carragenina produz um aumento dose-de-
pendente, da resposta inflamatéria (BANKS et alii, 1990).0 fato de quando
injetado junto com a carragenina, o peptideo 401 ter causado um considerdvel
aumento do edema foi sugestivo de que 0 mesmo atue como um agente contra
irritante.
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Diante disso, BANKS et alii (1990) sugeriram que seja pouco provével que o peptideo
MCD-401 tenha algum valor terap€utico, muito embora seja ativo tanto nas fases iniciais e
finais do edema induzido pela carragenina.

No entanto, CHANG & BLIVEN (1970) discordam desta proposicio, porque:

1 Nas doses utilizadas, a agdo irritante do VA foi de curta duragio, ndo se
observando nenhum outro sinal de inflamagio no local da injegio, a néo ser um
eritema durante a primeira hora apés a injecfio;

2 Uma tinica dose do VA, administrada 10 ou 11 dias antes da artrite se desenvol-

ver, foi altamente efetiva em suprimir a doenga;

3 O tratamento com VA, administrado em dose tinica, durante o desenvolvimento
da artrite, estigio da doenga na qual esses autores referiram ser mais su sceptivel
ao efeito de contra irritacdo, foi muito menos efetivo.

Uma outra possibilidade aventada por CHANG & BLIVEN (1979) foi a de que o0 VA atue
como imunossupressor. As drogas inumossupressoras, diferentemente dos agentes antiinfla-
matérios, sdo mais efetivas experimentalmente, quando administradas precocemente, du-
rante o periodo de sensibilizagdo, isto &, nos primeiros quatro dias que se seguem 4 injeco
do adjuvante de Freiind. No entanto, sdo menos efetivas quando a doenga jd estd instalada,
como parece ser 0 caso do VA.

Desde que o VA contém material imunogénico, ele poderia atuar na artrite experimental
ativando mecanismos de imunossupressdo, por competicio com antigeno. A favor disso,
estd a constatagio de que ocorreu supressdo signicativa do desenvolvimento da artrite
quando o VA foi incorporado ao adjuvante de Freiind.

CHANG & BLIVEN também sugeriram a possibilidade do VA atuar como agente Imunos-
supressor, de forma semelhante 3 ciclofosfamida visto que, uma tnica dose desta droga,
administrada junto com o adjuvante causou 70% de inibicio da artrite. Mais ainda, seme-
lhantemente ao que se observou com o VA, & medida que essa injecdo era retardada, a
efetividade tornava-se progressivamente menor.

Apoiando-se na idéia de que um mecanismo de imunossupressio estaria envolvido na acao
do VA sobre a artrite por adjuvante, HADJIPETROU-KOUROUNAKIS & YIANGOU
(1988) mostraram que o tratamento com VA reduz significativamente o nidmero de foliculos
linféides no bago de animais imunizados com hemaceas de carneiro, assim como de
linfécitos T, sugerindo que o VA alteraria direta ou indiretamente, as populagdes de

linfécitos. Esses autores observaram, in vitro, sensfvel diminuicio na producio de algumas
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linfocinas, concluindo que o tratamento com VA afeta a produgdo de II-1 diretamente pelos
macréfagos. Dessa forma, sugeriram que o tratamento com VA interferia no desenvolvi-
mento da artrite por adjuvante por inibir certas fungdes dos macréfagos e, indiretamente, a
attvacio de linfécitos T e B.

Se a artrite por adjuvante € o resultado de um processo auto-imune, 0 VA, ao inibir, no
periodo de sensibilizagdo, determinadas fungdes dos macréfagos, diminuindo a produgio de
linfocinas e inibindo a ativagio de linfécitos T e B, estaria interferindo, substancialmente,

no desenvolvimento dessa artrite.

Sabe-se que, na AR, o principal mecanismo que leva a destruigdo articular é a liberacdo
local de citocinas pelos mondcitos e linfécitos, que estimulam os condrécitos e osteoclastos

a quebrar, respectivamente, a cartilagem e o osso (PELLETIER et alii, 1993),

Os osteoclastos s3o ativados direta ou indiretamente pelas linfocinas produzidos pelos
linfécitos T.

O antigeno presente nas células macrofdgicas estimula os linfécitos T a liberar MAF e
citocinas. Esses linfécitos e outras células estimulam os macrofagos a sintetizar 111, TNF ¢
li6. A TI1 e o TNF podem induzir a produciio de colagenases e outras proteases nos
fibroblastos sinoviais e nos condrécitos localizados na cartilagem articular adjacente. Essas
enzimas degradam proteoglicano e coldgeno resultando na destruigio cartilaginosa.

Os resultados do estudo anitomo-patolégico da articulagio acometida pela artrite por
adjuvante e pré tratada com VAA nos revelam sensivel diminui¢do do ndmero de granulo-
mas epitelidides, praticamente auséncia da formagdo do pannus, e de destruicio cartilagino-
sa. Isso nos sugere, como afirmam HADJIPETROU-KOUROUNAKIS & YIANGOU
(1988) que 0 VA possa exercer uma agio supressora sobre linfécitos T e macréfagos, com
consequente inibigdo na producio de citocinas, justificando assim a nio estimulagfio dos
condrécitos € osteoclastos e, consequente, auséncia de destrui¢io cartilaginosa e 6ssea

observada microscopicamente.

A diminui¢ao da produgao de 111 encontrada por esses autores em ratos tratados com VAA
poderia explicar também os achados de sensivel diminui¢io na formacéo do pannus e da
destruigio tecidual por nés encontrados, assim como provavel diminui¢cfio da quimiotaxia
de células polimorfonucleares (microabcessos), linfécitos e mondéeitos, inibi¢do da prolife-
ragéo fibrobléstica, da produgio de PGE2 e de enzimas como colagenases e proteases pelos
fibroblastos, efeitos esses importantes na fisiopatogenia da artrite e induzidos por essa
citocina (PELLETIER, 1993).
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Quanto a0 mecanismo de agdo do VAA, comparativamente 3s drogas utilizadas hoje no
tratamento das artrites, particularnfente, na AR virias hipéteses poderiam ser aventadas. O
VAA atuaria com um mecanismo de agdo semelhante aos AINE, aos glicocorticides ou

ainda as drogas imunossupressoras? (Esquema)

Sugestivamente sfo colocados no esquema a seguir varios pontos onde potencialmente o

VAA atuaria como antiinflamatério.

Sabidamente os AINE atuam como inibidores potentes da produgio de prostaglandinas,
através da inibi¢do da ciclooxigenase, interferindo, consequentemente, em varias fases da
patogenése da AR. Sabe-se que a PGE néo interfere porém, apenas nos sintomas da AR-dor
¢ inflamagéo, mas a sua produgio parece ser um componente necessario da liberacdo de
colagenase pelos monécitos estimulados e, também, um requisito para a producdo do fator
de ativagdo dos osteoclastos (GOODWIN, 1985).

A estimulac¢do da produgdo de leucotrienos é outro mecanismo pelo qual os AINE podem
exercer efeitos imunomoduladores. Verificou-se em varios sistemas in vitro (GOODWIN,
1985) que os AINE, inibindo a ciclooxigenase, desviam os precursores do dcido aracdonico
para a via de 5-lipooxigenase, resultando em aumento da produgio de leucotrienos. Foi
tambeém demonstrado que alguns produtos da lipooxigenase, particularmente o leucotrieno
B4 sdo estimulos potentes da geragdio de células supressoras. Assim, os AINE podem
estimular as células supressoras, in vivo, ndo sé pela remocdo da PGE, mas aumentando
também o leucotrieno B4 proveniente dos linfécitos que infiltram a sinévia reumatéide. Os
AINE parecem também funcionar, em parte, inibindo a liberagdo de colagenase pelos
mondcitos, impedindo a migragio e ativagdo de neutréfilos e inibindo a ligacdo do cdlcio na
membrana celular destas células (NORTHOUER et alii, 1985).

-

E possivel que estejam envolvidos todos esses mecanismos na agdo antiinflamatdria do
VAA.

Constatamos nesse trabalho uma similaridade importante no efeito antiinflamatério do
VAA com o dexametasona.

Em termos gerais, os efeitos imunoldgicos dos glicocorticdides podem ser divididos em 3
categorias principais: (1) efeitos sobre a cinética circulatéria dos leucéeitos, (2) efeitos sobre
a funco dos leucdcitos, (3) efeitos sobre o leito vascular (MEULEMAN & KATZ, 1985).

Em relagdo ao primeiro item o que se observa é uma redugio nos nimeros absolutos e
relativos dos linfécitos, mondécitos, eosinéfilos e basédfilos ¢ um aumentio no ndmero de
neutrdfilos.
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A linfocitopenia produzida pelos glicocorticéides resulta principalmente de uma redistribui-
¢ao de parte do pool de linfécitos circulantes para o interior dos tecidos linféides. Os
linfocitos que recirculam so predominantemente células T e a linfocitopenia induzida pelos
glicocorticéides € devida em grande parte 2 migracio das células T circulantes para oS
tecidos linfGides. Essa agdo ndo constatamos no VAA, visto que apés 15 dias de tratamento

os ratos nao apresentaram leucocitose, ou leucopenia ou linfocitopenia.

Em relacio aos efeitos sobre a fungio dos leucécitos pode-se dizer que os neutrdfilos sio
relativamente resistentes a agio dos glicocorticéides e que o efeito por eles provocado sobre
a atividade quimiotdxica € pequeno. No entanto, a sintese/liberacio de citocinas por macroé-
fagos € inibida pelos corticéides (RIBEIRO et alii, 1991). A liberagdo de enzimas lisosso-
micas & pouco afetada e eles ndo inibem a liberagdo de vérias enzimas nido-lisossomicas
(colagenase, elastase e fator ativador do plasminogenio) ( MEULEMAN & KATZ, 1985).

Haé evidéncias de que as concentragdes muito elevadas de glicocorticSides podem inibir a
produgio de superéxido de hidrogénio e de perdxido pelos neutréfilos.

Contrastando com os neutréfilos, na populagio de linféeitos ocorrem multiplas alteracdes
funcionais, por agio destas drogas.

A proliferagio das células T ¢ mediada pelo menos em parte pela I1-2 ou fator de
crescimento de células T. A produgdo desse fator esta diminuida pelos glicorticoides.

Em relagio aos mondécitos, o que se observa é que a atividade bactericida monocitica estd
diminuida pelos glicocorticéides, ocotrendo um recrutamento diminuido de macrofagos
para a arca agredida.

Nos ultimos anos tornou-se evidente que o processo inflamatdrio & mediado, em grande
parte, pelas prostaglandinas e pelo leucotrienos. A primeira fase do processo € a liberagdo
de fosfolipidio do 4cido aracdénico da membrana celular, pela fosfolipase Aj. Os glicocor-
ticbides estimulam a produgio de uma proteina nova (lipomodulina) que inibe a fosfolipase
A2 ¢, assim, bloqueia a produgio de prostaglandinas e leucotrienos. Recentemente, também
foi demonstrado que os glicocorticéides em doses farmacolGgicas, inibem a liberacdo de
histamina pelos mastdcitos.

Sobre o leito vascular o seu efeito mais importante é a diminui¢do da migracio de leucdcitos
para o foco inflamatério.

Em resumo, os glicocorticSides tem uma variedade ampla de efeitos sobre 0s mecanismos
de defesa. Estes predominam sobre o componente celular, em vez do componente humoral

da resposta imune. O efeito antiinflamatdrio mais significativo dos glicocorticéides, prova-
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velmente, seja a supressio do acimulo de leucécitos na 4rea inflamada ¢ esse efeito parece
ser 0 responsavel pelo beneficio obtido nas doengas inflamatérias e auto-imunes.

O VA atuaria de forma semelhante aos glicocorticéides?

Devido ao aumento da atividade imunolégica em muitas das chamadas doengas auto-imu-
nes as drogas imunossupressoras tem obtido cada vez mais espago na terapéutica dessas

patologias, como na AR. Entre elas, estd o metotrexate.

O metrotexate é um andlogo do 4cido félico que atua inibindo a diidrofolato redutase, a
enzima necessdria para converter o dcido félico nos cofatores reduzidos do folato. Esta
inibi¢do resulta na deplessao de folatos necessérios para a sintese de timidilato e purina;
assim a formacio de DNA ¢ bloqueada.

KOUROUNAKIS & KAPUSTA (1976) utilizando metotrexate na artrite por adjuvante
verificaram gue essa droga inibiu a atividade da doenga. O VAA teria acio similar a essa

droga?

O metotrexate suprime as respostas imunolégicas humoral e celular. Em concentragdes
baixas aumenta as c€lulas “Natural Killers” humanas que sao importantes no processo de

vigilancia imunolégica.

A parte da sua capacidade imunossupressora, 0 metotrexate parece também ter propriedades
anttinflamatérias. Ele € um “imunomodulador”, modulando a fung¢do das células da infla-
magio e as células envolvidas na formagio de novos vasos sangiineos. O metotrexate
diminui a produgio de LTB4, bem como a proliferacio de linfécitos, a formacéo de
anticorpos e as reagbes de hipersensibilidade tardia sem afetar o mimero de mondcitos
circulantes (BRUCE, 1992). Além disso, o metotrexate promove a liberacio de adenosina,
um potente autocoide antiinflamatério, no local inflamado e inibe a formagdo de S-adeno-
sil-metionine, diminuindo as reacdes de metilacdo que acontem nas células inflamatérias
para acumular e liberar seus produtos téxicos no local da inflamacéio. (BRUCE, 1992).

Diante de todo esse arsenal terapéutico de que se dispde hoje para as artrites humanas, em
varias situagdes constata-se que os resultados nem sempre sio satisfatérios. Assim, a busca

de alternativas mais eficazes para o seu tratamento é sempre desejével.

O presente trabalho demonstra que o VAA €, experimentalmente, um potente agente
antiinflamatério. Contudo, sdo necessarios maiores esforgos para elucidarmos com clareza
0 seu mecanisno de ag¢do € nos dispormos a utilizd-lo na pratica médica.

65



VYV Resumo

No presente trabalho o efeito antiinflamatério do VAA foi estudado em modelos de
inflamacédo aguda (edema de pata induzido por Carragenina, Dextrana e VAA) e cronica
(artrite induzida pelo adjuvante completo de Freiind) em ratos Wistar. Observou-se que:

1 OVAA(20,100e 500 pg, s.c.) inibiu 0 edema de pata induzido pela carragenina,
dextrana e pelo préprio VAA, efeito esse foi dose-dependente;

2 Aadrenalectomia suprimiu a inibi¢do do VAA sobre o edema de pata induzido
pela carragenina, dextrana e VAA, em pelo menos 80%;

3 O VAAcausou efeito antiinflamatério sobre a artrite induzida por adjuvante
completo de Freiind quando administrado profilética e terapenticamente;
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4  Aredugio da artrite (45%) com o pré-tratamento com VAA (500ug, s.c., 15 dias
antes da inje¢do do adjuvante, 3 doses semanais) foi similar a encontrada com

autilizacdo da dexametasona;

5 O estudo anatomo-patoldgico das articulagGes com artrite pré-tratada com VAA
mostrou acentuada diminui¢do do infiltrado mononuclear em tecido subcutineo
e periarticular, e praticamente, anséncia da formagéo de granulomas epitelidides,

microabeessos, pannus € regeneragio éssea;

6 O tratamento da artrite induzida por adjuvante com VAA (500ug, s.c., diaria-
mente por uma semana, a partir do 17° dia apés o adjuvante) reduziu a artrite em
cerca de 58% apos 3 dias de administracdo perdendo, porém, a sua eficacia a

partir do 4° dia, quando a artrite seguiu o seu curso natural.

A andlise desses dados nos leva a concluir que o VAA apresenta importante efeito antiinfla-
matdério, dependente em grande parte da glandula adrenal, sendo capaz de alterar o curso do
desenvolvimento da artrite induzida pelo adjuvante completo de Freiind, modificando de
maneira significativa as alteragdes histopatolégicas dessa patologia.
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VI Summary

In the present work, the anti-inflammatory action of venom from Africanized bees was
studied in a model of acute inflammation (rat paw edema induced by carrageenin, dextran
and bee venom itself) and chronic inflammation (arthritis induced by Freiind’s complete
adjuvant) in Wistar rats. The main conclusions were:

1. Bee venom (20, 00, and 500 pg, s.c.) dose-dependently inhibited the paw edema
induced by carrageenin, dextran and the venom itself;

2, Adrenalectomy abolished by more than 80% the venom-induced inhibition of
the edema caused by the above agents;

3. Bee venom had an anti-inflammatory action on the arthrits induced by Frelind’s

complete adjuvant when administered either before or after the latter;
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4.  The reducion in arthritis (45%) observed following pre-treatment of the animals
with bee venom (500 ug, s.c., 3 doses per week for 15 days before the injection
of adjuvant), was similar to that observed with dexamethasone;

5. Examination of the arthritic articulations pre-treated with bee venom revealed
that there was a marked decrease in the mononuclear cell infiltrate into the
subcutaneous and periarticular tissue with an almost total absence of epithelioi-

dal granulomas, microabcesses and bone regeneration;

6.  Treatment of the adjuvant-induced arthritis with bee venom (500 pg, s.c., daily
for one week starting on the seventeenth day after adjuvant administration)
resulted in a decrease of approximately 58% in the arthritis after three days but
was ineffective from the fourth day onwards when the arthritis resumed its

normal course.

The above results suggest that bee venom has important anti-inflammatory activity which is
mediated by the adrenal gland. The venom is able to hinder the progress of arthritis induced

by Freiind’s complete adjuvant and can produced important histopathological alterations.
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Lista de abreviaturas utilizadas

AINE Antiinflamatorio ndo esteroidais
AR Artrite reunatéide

Cg Carragenina

Cm Centimetro

DC Destruicao cartilaginosa
Dexam. Dexametasona

Dixt Dextrana

G Grama

GA Granuloma adiposo

GE Granuloma epitelidide
HE Hematoxilina-eosina
IL1 Interleucina 1

1.2 Interleucina 2

LTB4 Leucotrieno 4

Lot Lote

Kg Quilograma

MA Microabcesso

MAF Fator de ativagdo de macréfagos
Mg Miligrama

Ml Mililitro

Mod Modelo

P Pannus

PM Peso molecular

PA Periarticular

PAF Fator de ativacio de plaquetas
PO Periosteal

RO Regeneracéo Gssea

S Sindvia

TNF Fator de necrose tumoral
Mg Micrograma

VA Veneno de abelha

VAA Veneno de abelha africanizada



