UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM

IMUNOLOGIA BASICA E APLICADA

ACAO DO GEL DE Elaeoluma nuda APLICADO PELA
FONOFORESE EM ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE EM
RATOS LEWIS

LILIAN REGIANI MERINI MACHADO

Orientador: Professor Doutor José Fernando Marques Barcellos
Co-Orientador: Professor Doutor Antonio Luiz Ribeiro Boechat Lopes.

Manaus-AM
2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM

IMUNOLOGIA BASICA E APLICADA

LILIAN REGIANI MERINI MACHADO

ACAO DO GEL DE Elaeoluma nuda APLICADO PELA
FONOFORESE EM ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE EM
RATOS LEWIS

Dissertacao de Mestrado apresentada
ao Programa de Pdés-Graduagdo em
Imunologia Basica e Aplicada da
Universidade Federal do Amazonas,
como requisito para obtencao de titulo
de Mestre.

Orientador: Professor Doutor José Fernando Marques Barcellos
Co-Orientador: Professor Doutor Antonio Luiz Ribeiro Boechat Lopes

Manaus-AM
2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM IMUNOLOGIA BASICA E APLICADA

LILIAN REGIANI MERINI MACHADO

ACAO DO GEL DE Elaeoluma nuda APLICADO PELA
FONOFORESE EM ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE EM
RATOS LEWIS

A comissdo julgadora dos trabalhos de defesa de Mestrado em sessdo publica

realizada em............... Lo, Lo,
BANCA EXAMINADORA

Presidente: Professor Doutor José Fernando Marques Barcellos
Instituicdo: Universidade Federal do Amazonas

A S S N AU ..o
Examinador 2: Doutora. Maria Eugenia Leite Duarte

A S S N AU ... e
Examinadora 3: Doutor Oscar Tadeu Ferreira da Costa

A S S N AU .o



Dedico aos meus pais Antonio Merini e Idalina
Macganeiro Merini, exemplos de dedicacao

e amor incondicional. Aos meus filhos

Victor, Enzo e Maria Clara razao de minha
existéncia e ao Amor da minha vida

Machado meu porto seguro.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela sua infinita misericordia e bondade sem fim, a ELE
toda Honra e Gldria;

Aos meus pais Antonio Merini e ldalina Maganeiro Merini, pelo seu amor
incondicional e que n&o mediram esforgos em estar comigo nessa conquista;

Aos meus filhos: Victor, Enzo e Maria Clara, vocés tornaram-me uma pessoa
melhor e fizeram-me renascer a cada dia. Amo vocés meus tesouros;

Ao meu AMOR Machado que pacientemente soube me entender e me apoiar
em todas as decisoes;

A minha querida Irma Nara (Za) que na hora certa me trouxe para essa terra e
esteve sempre comigo;

A minha querida amiga Silvania que foi fundamental na conquista desse
Titulo, e pra vocé cito essa frase; Ha pessoas que nos falam e nem as escutamos,
ha pessoas que nos ferem e nem cicatrizes deixam, mas ha pessoas que
simplesmente aparecem em nossas vidas e nos marcam para sempre (Cecilia
Meireles);

Ao meu Orientador Professor Doutor Jose Fernando Marques Barcellos pelos
seus ensinamentos e puxdes de orelha que me foram de grande valia, embora muito
dolorido, mas importante para meu crescimento profissional;

Ao meu Co-orientador Professor Doutor Antonio Luis Boechat pelo estimulo
nas horas de desespero e ensinamentos valiosos que servirdo de guia para minha
nova caminhada;

Aos professores do Programa de Pdés-Graduagdo em Imunologia Basica e
Aplicada da Universidade Federal do Amazonas que sabiamente mostraram um
novo caminho para minha vida profissional, e em especial agradego a Professora
Doutora Maria Cristina Santos;

AO HEMOAM na pessoa da Doutora Adriana Malheiro pelo processamento
do material hematoldgico desta pesquisa.

A Professora Doutora Ana Lucia Basilio Carneiro por ter cedido o extrato de
E.nuda e contribuido com valiosas orientagdes na redagao do artigo;

A Professora Silvania da Conceigdo Furtado que ndo mediu esforcos para

me ajudar, sempre com paciéncia e muita dedicagao;



A equipe, do Projeto carinhosamente chamado de PPN, Andrei Amorim,
Marcelo Miguel Brito, Andressa Amorim, e Raika Guimaraes;

A Professora Doutora Ana Cristina do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonas (INPA) pelo apoio na confecgao do gel Elaeoluma nuda ;

Aos Fisioterapeutas Professor Elder Nascimento (Universidade Federal do
Amazonas - UFAM) Professor Willian Rafael Malezan (Universidade do Estado do
Amazonas - UEA), pelo apoioTécnico.

Aos funcionarios da UFAM, em especial as técnicas do Laboratério de
Histologia Rose Campo e Maiza da Conceigao;

Aos mestrandos do Programa de Imunologia Basica e Aplicada e em especial
a turma 2009/02 e aos mestrandos Alysson Guimaraes e Andréia Tarragb e ao MSc.
Jodo Paulo Pimentel pela ajuda nos procedimentos de citometria;

Ao CNPq pelo apoio financeiro para a realizagéo do estudo;

Ao Biotério da UFAM, na pessoa do Diretor Doutor Fabio Moroni pelo auxilio
prestado.

Ao Instituo de Saude e Biotecnologia do Médio Solimbdes da Universidade
Federal do Amazonas - UFAM,;

E a todos que direta e indiretamente trabalharam para que este trabalho

deixasse de ser um sonho e se tornasse uma realidade.



Deus é mais forte que a
minha fraqueza.

Deus é mais amor do
que minhas magoas.

Deus é mais Coragem
que meus medos.

Se vacila o meu passo,
Ele é mais que meu
cansaco.

Nelsinho Correia
(Cancéo Nova).



RESUMO

A Fisioterapia usa a fonoforese para tratar inumeras doencas que afetam o
organismo objetivando aliviar sintomas algicos e melhorar capacidade funcional.
Muitas espécies nativas da Amazonia sao estudadas para aplicagao topica na saude
humana. Algumas espécies demonstram ac¢&o antireumatica, antibacteriana e
antifungica. Considerando o potencial biolégico da Elaeoluma nuda em pesquisas in
vitro, este estudo objetivou avaliar a acdo do gel preparado a base de extrato de
Elaeoluma nuda pela fonoforese sobre Artrite Induzida por Adjuvante em ratos
Lewis. Foram utilizados animais, divididos em: Grupo |: controle negativo — sem
indugdo e sem tratamento (n=6), Grupo II: controle positivo — com indugdo e sem
tratamento (n=6). Grupo Ill: com inducdo e expostos ao tratamento com UST com
gel condutor (n=6), Grupo IV: com indug&o e exposto ao tratamento pela fonoferese
com gel de Elaeoluma nuda (n=6) Grupo V: com indugdo e expostos ao tratamento
pela fonoforese com gel de diclofenaco (n=6). O efeito antiedematogénico e anti-
inflamatorio nos grupos foram analisados por pletismometria e citometria de fluxo.O
efeito da fonoforese com gel aquoso de E. nuda sobre a artrite da pata de ratos, foi
equivalente a fonoforese com gel de diclofenaco dietilomdnio quando comparados
ao controle positivo (p=0.002), com redugdo da artrite em 33%. O ultrassom
terapéutico sem fonoforese ndo mostrou efeito significativo até o 21°. dia de
experimento com atenuacéo de artrite de apenas 2%. Houve redugao siginificativa
dos niveis deTNF-a e IL1-B com p=0.0398 e p=0.0278, respectivamente, para grupo
tratado com fonoforese e gel de E. nuda. O perfil da assinatura de altos produtores
de citocinas tratados com gel de E. nuda foi semelhante ao controle negativo
enquanto o grupo tratado apenas com UST apresentou perfil semelhante ao controle
positivo. Os resultados demonstram o efeito anti-inflamatério da fonoforese com gel
de E. nuda sobre a artrite induzida por adjuvante.

Palavras-chave: fonoferese, ultrassom  terapéutico, Elaeoluma  nuda,

antiedematogénico, anti-inflamatorio.



ABSTRACT

Physiotherapy uses phonophoresis to treat many diseases that affect the
body and aims to relieve pain symptoms and improve functional capacity. Many
native species from the Amazon are studied for topical application to human health.
Some species show antirheumatic, antibacterial and antifungal actions. Considering
the biological potential of Elaeoluma nuda in in vitro studies, this study evaluated the
effect of the gel prepared with the extract of Elaeoluma nuda by phonophoresis on
Adjuvant-Induced Arthritis in Lewis rats. The animals used herein were divided into:
Group I: negative control - no induction and no treatment (n = 6), group Il: positive
control - with induction and without treatment (n = 6). Group IlI: induction and
exposed to the therapeutic ultrasound treatment with conductive gel (n = 6) Group IV:
induction and exposed to treatment by phonophoresis and gel of Elaeoluma nuda (n
= 6) Group V: induction and exposed to the treatment by phonophoresis gel of
diclophenac (n = 6). The antiedematogenic and anti-inflammatory effect were
analyzed by pletismometria and flow cytometry. The effect of the aqueous gel of
Elaeoluma nuda by phonophoresis on arthritis of the hind paw of rats was equivalent
to diclophenac gel phonophoresis dietilombnio compared to positive control (p =
0.002), with reduction of arthritis in 33%. The therapeutic ultrasound without
phonophoresis showed no significant effect until the 21st day of the experiment with
only 2% attenuation of the arthritis. There were significant decreased levels of TNF-a
and IL1-B (p = 0.0398 and p = 0.0278, respectively) for the group treated by
phonophoresis with gel of E. nuda. The profile of the signature of high cytokines
producers treated by gel of E. nuda was similar to as the negative control group while
the group treated with therapeutic ultrasound showed a similar profile to the positive
control. The results demonstrate the anti-inflammatory effects of the gel of E. nuda by
phonophoresis on arthritis adjuvant-induced.

Keywords: phonopheresis, therapeutic ultrasound, Elaeoluma nuda,
antiedematogenic, anti-inflammatory.
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1.  INTRODUGAO

O crescente interesse comercial de produtos transdérmicos, e o estudo
sobre as caracteristicas de permeabilidade da pele tém estimulado uma grande
quantidade de pesquisas visando melhorar a agdo local de medicamentos. Os
métodos para aumentar a penetragdo podem ser divididos em duas categorias
principais: fisica e quimica. Entre os métodos fisicos, a fonoforese atraiu nos ultimos
anos a atencdo de diversos investigadores. A fisioterapia tem utilizado o UST
associado a fonoforese para tratamento de inumeras doencas inflamatorias
(KITCHEN; RIBEIRO, 2003).

Considerando o potencial biolégico da Elaeoluma nuda (E. nuda) em
pesquisas in vitro e a auséncia de experimentos in vivo desta espécie de planta, este
estudo foi realizado com objetivo de avaliar um possivel anti-inflamatério do gel
preparado a base de extratos de E.nuda sobre Artrite Induzida por Adjuvante (AlA).
Para tal, utilizamos um modelo experimental de Artrite Reumatoide (AR) através da
indugcdo de uma reagdo inflamatodria crénica na articulagdo de ratos por injegcao
intradérmica de uma suspensdo de Mycobacterium tuberculosis em parafina liquida
(Adjuvante Completo de Freund - ACF) (DURAI; HUANG; MOUDGIL, 2009). Uma
vez comprovada sua eficacia, poderemos propor uma nova terapéutica usando um
gel produzido a partir de uma planta da biodiversidade Amazoénica.

Muitas espécies vegetais da América do Sul, sobretudo da Amazénia s&o
estudadas com boas perspectivas para aplicagdo na saude humana. Algumas
especies tém agdo anti-inflamatodria, antibacteriana, antifungica (CARNEIRO et al.,
2008) e hemolitica (OLIVEIRA et al., 2009).

O grupo de pesquisa em Morfologia e Patologia Celular da UFAM aprovou
no Comité de ética em Experimentagdo Animal projetos utilizando o modelo de artrite
induzida por adjuvante completo de Freund sob os protocolos 01/2010, 015/2010 e
014/2010 CEEA - UFAM e no Programa de Iniciagéo Cientifica PIB-B/004/2010, PIB-
S/0083/2010, PIB-B/033/2011, PIB-S/064/2011 e PIB-S/0149/2012 (Anexos) para
verificacdo da agao anti-inflamatéria do extrato aquoso de E.nuda em ratos Lewis. O
GAIA (Grupo Amazoénico para Investigagdo de Autoimunidade) vinculado ao diretorio
de pesquisas do CNPq, também vem trabalhando no sentido de determinar as
condigdes locais de experimentagao de varios modelos de artrite, enquanto o grupo
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de pesquisa em Bioprospeccado de Produtos Naturais da Amazénia vem propiciando

o estudo prospectivo e investigativo de espécies vegetais do Bioma Amazdnico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ultrassom Terapéutico (UST)

Na pratica clinica de fisioterapia, observa-se o crescente uso de recursos
eletrotermofototerapicos como o UST, sendo uma ferramenta importante na
reabilitagdo de inumeras doengas (BIANCHETTI et al., 2009). Este tratamento reduz
os sinais inflamatorios como dor e edema, além de atuar na regeneracéo tecidual e
normalizagéo do ténus muscular (CIENA et al., 2009) (GUIRRO; GUIRRO, 2002).

As vibragdes mecanicas que sdo essencialmente as mesmas das ondas
sonoras, porem, com frequéncia mais alta. Recomendam-se, o uso de frequéncias
de pouco Megahertz (MHz), entre 0,5 e 5 MHz (LOW; REED, 2001).

O UST apresenta inumeros efeitos bioldégicos no organismo resultantes de
uma resposta fisioldégica as acdes mecanicas e térmicas. Entre esses efeitos estdo a
micromassagem, aumento do fluxo sanguineo, relaxamento muscular, aumento da
permeabilidade das membranas celulares, aumento da capacidade regenerativa dos
tecidos e efeito sobre os nervos periféricos (LOW; REED, 2001), (BARNES, 2009).

Desde sua descoberta por Langevin em 1917, o Ultrassom (US) foi
inicialmente produzido através de um cristal de quartzo vibrante. Atualmente, sao
utilizados cristais ceramicos sintéticos com propriedades piezoelétricas. As vibragdes
sdo produzidas a partir da contragdo do cristal sob a influéncia de uma corrente
elétrica em uma determinada direcdo e de sua expansao quando a corrente elétrica
é invertida. O cristal retorna a sua forma original, assim que a corrente é desligada
(BIANCHETTI et al., 2009; GUIRRO; GUIRRO, 2002).

O ultrassom é frequentemente usado por especialistas em reabilitagdo como
uma terapia adjuvante no tratamento sintomatico da AR. Sua energia mecanica tem
acao anti-inflamatdria, bem como propriedades analgésicas (CASIMIRO et al.,
2002).

Ao longo do tempo o interesse em estudar esse recurso aumentou em
humanos e também em modelos experimentais em diversas condi¢cdes clinicas tais
como artrite reumatoide, regeneragéo muscular, enxertos de pele e ciatalgia (CIENA
et al., 2009).

O UST possui a capacidade de alterar as células envolvidas na inflamacéo,
na producdo de fatores de crescimento por macréfagos, estimular a angiogénese,
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favorecer a proliferacdo de células T e proteinas associadas a inflamacgao (IL-1, IL-2,
IL-6 e IL-8) usando uma frequéncia de 1 ou 3 MHZ e intensidades variando de 01 a
1.5W/cm?(JOHNS, 2002).

Chung; Barua; Choi (2012) ao realizarem estudo com ratos utilizando ACF
observou-se efeito anti-inflamatorio potente do UST, com redugdo das células
inflamatérias na membrana sinovial, podendo ser usado como tratamento
alternativo. No entanto, o efeito condroprotetor n&do foi determinado pela
regeneracao ativa da cartilagem, mas pela estimulagdo imune e vascular que ocorre

na modulacao do processo inflamatorio.
2.1.1. Efeitos Fisicos

O UST pode induzir respostas clinicas significativas em células, tecidos e
orgéos por meio de efeitos térmicos e atérmicos (LOW; REED, 2001).

Quando se aplica um feixe de ultrassom em pulso ha o predominio dos
efeitos ndo térmicos (mecéanicos), aumento da permeabilidade da membrana celular,
aumento do fluxo sanguineo, redugdo do edema e estimulagdo da fagocitose
(STARKEY; FRAGOSO, 2001).

A cavitacdo definida pela formacdo de bolhas de gas que comprimem e
expandem no interior dos tecidos, € um fenbmeno gerado pelo efeito atérmico
secundario as mudancgas de pressao induzidas pelo UST (STARKEY; FRAGOSO,
2001). As bolhas crescem durante cada ciclo acustico, podendo, ao atingir um
determinado tamanho, entrar em ressonancia o que resultara em microvibragoes.
Sendo, portanto a cavitacdo responsavel pelo aumento da permeabilidade da pele,
facilitando a fonoforese (MITRAGOTRI; KOST, 2004). Observemos a figura 1:
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Figura 1 — Formacgdo da cavitagcdo: bolhas gasosas que se comprimem e
expandem no interior dos tecidos em razao da pressao induzida pelo UST
sendo gerado pelo efeito atérmico (STARKEY; FRAGOSO, 2001).

O UST pode se propagar de modo continuo ou pulsado sendo que a
diferenga entre os dois esta na interrupgdo da energia. No modo pulsado o circuito
do aparelho faz chaveamento (liga/desliga) da corrente elétrica, onde a energia é
liberada em pacotes (pulsos), prevalecendo o efeito atérmico ou mecanico (LOW,;
REED, 2001).

Estudos com ratos utilizando ultrassom terapéutico no modo pulsado através
de fonoforese com hidrocortisona a 10% constatou-se eficacia superior comparado
ao uso topico (KOEKE et al., 2005).

2.1.3. Parametro de tratamento

Segundo (STARKEY; FRAGOSO, 2001) para a realizagdo do tratamento
com UST deve ser levar em conta varios parametros, como: a técnica de tratamento,
a frequéncia, a intensidade e o tempo de aplicacdo do US. A descricao desses
parametros esta resumida na tabela 1.
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Tabela 1
Parametros do Ultrassom Terapéutico
Parametros Descrigao
Ciclo de Um ciclo de funcionamento de 100% indica uma saida
funcionamento constante de ultrassom e provoca efeitos térmicos. Um ciclo

baixo produz efeitos nao-térmicos.

Area de radiacao
efetiva (ERA)

Area de uma fonte sonora que produz ondas ultrassénicas.

Expressa em cm?

Frequéncia Determina a profundidade efetiva de penetragédo: a 1MHz
atinge tecidos até 5cm de profundidade e saida de 3MHz
penetra até 2 cm de profundidade.
Intensidade Descreve o grau de poténcia gerado por unidade.

IMT (Intensidade
Média no Tempo)

Descreve a quantidade média de energia liberada por segundo.

Duracéo no Determinado pela intensidade de saida e pelas metas

Tratamento especificas.

(STARKEY; FRAGOSO, 2001).

A transferéncia de energia do US pode ocorrer através da técnica do contato
direto, onde o transdutor é aplicado diretamente sobre a pele sendo necessario um
agente acoplador como, por exemplo, o gel condutor aquoso especifico para US
(LOW; REED, 2001). Os géis apresentam condutividades elevadas em relagdo a
pomadas e cremes que apresentaram condutividades baixas ou nulas. (FERREIRA,;
STATTMILER; BELO, 2006).

Muitos estudos utilizam produtos farmacolégicos como diclofenaco, e
também géis a base de plantas medicinais como meio acoplador (HSIEH, 2006;
ALFREDO et al., 2009). Tais como Aloe barbadensis (MAIA FILHO et al.); Calendula
officinalis (RICOLDY et al., 2010); Arnica Montana (ALFREDO et al., 2009).

A dose recomendada do UST para a maioria dos tratamentos clinicos varia
de 0,5 a 1,0W/cm? da superficie do transdutor. O tempo de duracéo do tratamento
varia de 1 a 8 minutos, dependendo da condi¢cédo a ser tratada e local anatémico. A
frequéncia deve ser de 1,0 MHz (CAMARGO, 2006).
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2.2. Fonoforese

A fonoforese é a aplicacdo tdpica de principios ativos através da camada
externa da pele visando alcancgar os tecidos subjacentes com auxilio UST (CAGNIE
et al., 2003),0ou seja, permite a migracdo de moléculas de farmacos através da pele
sob a influéncia do UST (KITCHEN; RIBEIRO, 2003).

A fonoforese associada ao UST é uma técnica que ha muito tempo é
estudada, considerada um método vantajoso sobre outras técnicas, porque o
farmaco nado € introduzido no organismo. A forma de aplicagao topica, permite a
penetracdo nos tecidos sem passar pela via sistémica, reduzindo a necessidade de
eliminagcdo metabdlica das substancias. Apresenta vantagens quando comparada a
outras terapias que utilizam as vias intramuscular, endovenosa e oral, por eliminar
completamente a fobia e a dor e irritagdes gastrointestinais (STARKEY; FRAGOSO,
2001).

Muitos medicamentos anti-inflamatérios ndo hormonais sao frequentemente
indicados para o tratamento de dores e diminuigdo do processo inflamatério. A
administragcdo oral desses farmacos com frequéncia se associa com alteracdes
gastrointestinais. Esses efeitos levaram os pesquisadores a estudar outras maneiras
de aplicacdo desses medicamentos. Estudos comparando a agao do uso topico de
anti-inflamatoérios n&o hormonais em forma de pomada, creme e gel (KOEKE et al.,
2005) mostraram que a condutibilidade dos géis € maior do que as pomadas e
cremes (FERREIRA et al., 2006).

Varios estudos com animais e humanos demonstram que o uso do UST
associado a fonoforese apresenta indicios positivos quanto a sua confiabilidade. A
industria farmacoldgica comercializa inumeras substéncias que a transmissao
transdérmica facilitada pela fonoforese (ALFREDO et al., 2009; HSIEH, 2006;
ROSIM et al., 2005).

Segundo Parizotto et al. (2003), Fellinger Schmid foi o primeiro a usar o UST
associado a fonoforese em tratamento de poliartrites dos dedos da méo utilizando
como agente acoplador um gel contendo hidrocortisona. Terahara et al (2002)
conclui que o mecanismo que envolve a deposi¢ao do principio ativo é o fenbmeno
da cavitagao, sendo corroborado em estudos prévios, otimizando a fonoforese.

Em experimentos realizados com ratos utilizando-se o modo pulsatil com

frequencia de1 MHz e intensidade de 0,5w/cm?, com tempo de 5 minutos e area de
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reducdo efetiva (ERA) de 0,75cm? foi demonstrado melhora significativa do
comportamento dos animais artriticos apos o tratamento com fonoforese (HSIEH,
2006).

(ROSIM et al., 2005) realizaram um estudo quantitativo da fonoforese com
diclofenaco sédico (em particular com Voltaren Emulgel A ®, Novartis). Para essa
pesquisa foram selecionados voluntarios saudavéis submetidos a irradiagcéo
ultrassénica com a medicacdo. Apos esse procedimento foi medida a massa de
diclofenaco no plasma por cromatografia liquida de altodesempenho. O mesmo
procedimento foi repetido 1 més depois com os mesmos voluntarios, porém com o
equipamento desligado. Os autores concluiram que houve aumento significativo da
penetracdo transdérmica do diclofenaco de sodio no grupo com o equipamento
ligado (fonoforese).

(CAGNIE et al., 2003) também no seu estudo sobre fonoforese e aplicagao
topica de cetoprofeno conclui que a transmissao transdérmica da medicacao foi mais
eficaz com a utilizacdo do UST comparada a aplicacao topica.

A concentragéo do gel no procedimento da fonoforese pode ser maior (10%)
ou até menor (2%). Ricoldy et al. (2010) fizeram uso do gel de caléndula para tratar
inflamagéo pela fonoforese na concentracdo de 10%, ja (MAIA FILHO et al., 2011)
em experimento com ratos Wistar para testar gel de Aloe vera em inflamacgao utilizou

uma concentragao de 2% de extrato bruto em quantidade de 0,5ml.
2.2. Fitoterapia

A Politica Nacional de Medicina Natural e Praticas Complementares
(PNMNPC, 2008) do Ministério da Saude define fitoterapia como sendo uma
terapéutica caracterizada pelo uso de plantas medicinais e suas diferentes formas
farmacéuticas, sem a utilizacdo de substancias ativas. A Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) expressa sua posicdo a respeito da fitoterapia reforcando a
necessidade de valorizar a utilizagdo de plantas medicinais no ambito sanitario
(PNMNPC, 2008).

A fitoterapia evoluiu ao longo dos tempos, e o uso de plantas medicinais na
arte de curar € uma forma de tratamento com raizes muito antigas (DA ROSA;
MACHADO, 2007; MACIEL et al., 2002); e o interesse popular e institucional vem
crescendo no sentido de fortalecer a fitoterapia no Sistema Unico de Saude (SUS)
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(DA ROSA; MACHADO, 2007; MACIEL et al., 2002) como sendo uma opgao
terapéutica eficaz e de baixo custo. (SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008);
(PNMNPC, 2008).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o unico
recurso terapéutico em muitas comunidades e grupos étnicos. Em regides mais
pobres e até mesmo em grandes cidades brasileiras, as plantas medicinais sao
comercializadas em feiras livres e mercados populares (MACIEL et al., 2002).

A utilizacdo de plantas medicinais em pacientes acometidos por doengas
reumaticas € uma realidade e ja despertou o interesse da comunidade cientifica (DA
ROSA; MACHADO, 2007).

Ja foi documentada possivel agédo anti-inflamatéria da Harpagophytum
procumbens (Garra do Diabo), Oenotherabiennis L. (Groselha Negra), Salix spp
(Salgueiro), Tripterygium wilfordiiHook F., Uncaria tomentosa (Unha de Gato), Urtica
dioica (Urtiga), Tanacetum parthenium (Tanaceto), Zingiber officinale Rooscoe
(Gengibre), Ocimum spp (Manjericdo) Copaifera L. (Copaiba) (DA ROSA;
MACHADO, 2007; MACIEL et al., 2002) e Pouteria campechiana, (HERNANDEZ et
al., 2008).

2.2.1. Indicios etnofarmacolégicos da Elaeoluma nuda

O género Pouteria, que pertence a familia Sapoteceae, possui
aproximadamente 80 espécies. Quanto ao uso popular pode-se citar a sua indicagao
como purgativo, vermifugo, afrodisiaco e no tratamento de hemorragia e disenteria.
Extratos brutos de Pouteria venosa obtidos em etanol tem potencial antiradicalar e
antimalarico (MONTENEGRO et al., 2006). A Pouteria viridis na forma de extratos
apresentou agdo promissora contra a infecgéo pelo HIV (BEDOYA et al., 2008).

A atividade antimicrobiana in vitro de 12 espécies de plantas da
biodiversidade Amazoénica, entre elas, a E. nuda ja foram investigadas (CARNEIRO
et al., 2008). Os compostos quimicos dessas espécies apresentam substancias
bioativas de alto interesse biofarmacologico como os terpenoides, flavonoides e
saponinas. Esta espécie ndo tem uso medicinal conhecido e estudos recentes
indicaram atividade antimicrobiana (CARNEIRO et al.,, 2008) e hemolitica em
humanos (OLIVEIRA et al., 2009).
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Os trabalhos pioneiros realizados com a espécie E. nuda, também
conhecida como Pouteria nuda foram realizados em Manaus - AM. A coleta foi feita
na Reserva Duke no ano de 2006 e sua exsicata esta depositada no Herbario do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA).

FLORA DA RESERVA DUCKE
AMAZONAS, BRASIL

Reserva Florestal Ducke, Manaus-Ttacoatiars, km 26
02°53°'S  59°58" W
INPA N®IT9316
SAPOTACEAE

Elaeolunw: nuda (Bachnl) Aubréy,
Det: Pennington, T.D. 2/98

Ribeiro, JLELS. 1532
& Silva, CF._ dn
15 dezembro 1994

Floresta de Vertente. Arvore. 30m alt. Solo argilose, dossel. Tronco cilindrico,
ol a C (30cm), em alguns pontos o

base acanalnda. Sapopema concavi, A
unho  vardvel,

I desprendimento
Ihada, menor que Tmm
nm espess. Alburme

creme-esbranquigado. Latex branco, na

Calice verde, corols branca, ovirio verde, anleras castanhias
Planta fichada: 222805
Duplicatas distribuldas: K INPA MG NY SP MO RB U R NAO DISTR 1

Instituto Nacional de Pesguisas da Amazonia
Overseas Development Administration

Figura 2 - Exsicata e ficha de Elaeoluma nuda (E.nuda), Registro n® 179316 do
Herbario do INPA.

Elaeoluma nuda é uma espécie do género Pouteria da familia Sapotaceae e
ainda ndo possui, nome popular. Foi coletada e processada juntamente com outras
onze espeécies sem estudos quimicos ou farmacologicos conhecidos para obtengéo
do extrato aquoso por infusdo. Para sua obtencdo as folhas foram coletadas,
pesadas e desidratadas a -50°C. O material vegetal seco foi extraido por infusdo
através de evaporacdo sob pressao reduzida e o extrato seco foi selado em
recipiente de vidro e armazenado a -20°C. O extrato obtido das folhas, galhos e
cascas tiveram um teor extrativo entre 7 e 15%, com o maior rendimento (15,86%) a
partir do extrato das folhas (CARNEIRO et al., 2008).

Estudos apontam acéao citotdxica em células tumorais de sistema nervoso e
mama (CARNEIRO et al., 2008). A citotoxicidade dos extratos foi avaliada pelo
método da sulforodamina B (CRAVEIRO; CARVALHO; NUNES, 2008). Nesse
estudo, utilizaram-se linhagens cedidas pelo Mercy Children’s Hospital tendo sido
cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 %
de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5 % de CO2. As
linhagens foram: MDA-MB435 (mama humano), HCT-8 (célon humano), SF295

(sistema nervoso humano) e HLG0 (leucemia humana).
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2.3. Modelos experimentais de artrite (in vivo)

Modelos experimentais de artrite sdo ferramentas que simulam os aspectos
basicos da doenga articular, contribuindo para a compreensao da fisiopatologia e
também servem de base para ensaios pré-clinicos de novas terapias
medicamentosas (HEGEN; KEITH; COLLINS, 2008).

Apesar de nenhum modelo animal representar verdadeiramente a doenca
humana, eles mimetizam varios aspectos da patologia e podem ser usados como
ferramentas para compreender e elucidar seus mecanismos (VAN DEN BERG,
20009).

A concepgéo dos modelos experimentais de artrite mudou ao longo dos anos
e 0s modelos por imunocomplexos passaram a ter um grande valor e sdo cada vez
mais utilizados (VAN DEN BERG, 2009).

De acordo com (HEGEN; KEITH; COLLINS, 2008) os trés modelos animais
mais utilizados para AR s&o o AlA em ratos e Artrite Induzida por Colageno (AIC) em
ratos e AIC em camundongos e ressalta que outrora a existéncia de outros modelos
experimentais estes n&o apresentam dados suficientes de eficacia clinica

comprovada para AR.

2.4, Artrite induzida por Adjuvante (AlA)

Um dos modelos experimentais mais convenientes para induzir artrite em
ratos, camundongos e coelhos é o de inoculagdo de agentes imunogénicos como o
Mycoplasma arthritidis, Mycobacterium butyricum e o Mycobacterium tuberculosis. O
microorganismo migra para as articulagbes e estabelece uma infecgdo local
possivelmente devido a presenga de um sitio especifico de adesdo molecular
(PEARSON, 1956).

O AIA foi desenvolvido em ratos Lewis, e € 0 modelo mais amplamente
aplicado e reconhecido na literatura. No ano de 2006 o modelo completou 50 anos e
o numero de citagbes da publicagdo original de Pearson atingiu a marca de 700 na
literatura cientifica (WHITEHOUSE, 2007).

Desde entdo varios modelos animais para o estudo de artrite foram
desenvolvidos, sendo um dos mais aplicados o modelo de artrite induzida pelo
colageno (Collagen-Induced Arthritis - CIA). Este modelo mimetiza diversos aspectos
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da doengca humana e mantém o uso do ACF no protocolo de indugdo (HEGEN,;
KEITH; COLLINS, 2008; VAN DEN BERG, 2009).

Além disso, conforme observou (BEVAART; VERVOORDELDONK; TAK,
2010) quando a eficacia de varios compostos é testada frente a modelos AlA e/ou
CIA, o valor preditivo de eficacia clinica em humanos com AR é maior do que
qualquer outro modelo isoladamente. Por esta razdo escolhemos este modelo
pensando em um desdobramento futuro deste trabalho.

O AIA é um modelo de artrite que promove o desenvolvimento de poliartrite
simétrica, destruicdo articular, afluxo de células inflamatérias com envolvimento de
células T e hiperplasia sinovial. A lesdo cartilaginosa esta associada com maior
destruicdo déssea, como na doenca humana e, eventualmente, a pele e o tubo
digestivo sédo afetados (BEVAART; VERVOORDELDONK; TAK, 2010).

A artrite induzida por adjuvante é iniciada pela inoculagdo de ACF na base
da cauda dos animais. O ACF & uma mistura viscosa e sem cor, constituida de 85%
de oleo mineral, 15% do componente antigénico Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
inativos pelo calor e liofilizados (KNIGHT et al., 1992). A cepa H37Ra do M.
tuberculosis € amplamente utilizada no preparo do ACF, embora outras cepas
tenham sido utilizadas com sucesso (NUNES et al., 2009) (VAN EDEN;
WAGENAAR-HILBERS; WAUBEN, 2001).

2.5. Artrite Reumatoide (AR)

Historicamente a AR é entendida como uma condigao clinica potencialmente
grave, nao s6 pela morbidade associada a dor, mas também pela limitagdo funcional
e repercussao na qualidade de vida dos pacientes (PINTO; MIGUEL; REZENDE,
2006). Ao longo dos anos a AR é estudada a fim de elucidar seus mecanismos
imunopatologicos e ambientais.

A AR é uma artropatia crbnica inflamatéria de maior prevaléncia entre as
doengas autoimunes como também a que mais causa invalidez (temporaria ou
permanente), a qual possui muitos de seus mecanismos fisiopatoldgicos ainda por
serem elucidados. Segundo a Sociedade Brasileira de Reumatologia a AR é uma
doenga autoimune de etiologia desconhecida, caracterizando por poliartrites
periférica simétrica que leva a deformidade e destruicdo das articulagdes por eroséo
da cartilagem e do osso.
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Sendo a AR uma doenga bastante limitante e acomete varias articulagoes e
leva a diminuicdo da fungdo ao longo da sua evolugdo. O diagndstico deve ser
baseado na associagdo de uma série de sintomas e sinais clinicos, bem como pela
presenga marcadores soroldgicos, fator reumatoide e Anti-CCP (RODRIGUES et al.,
2005; BERTOLO et al., 2007).

Tragando um perfil epidemiolégico a AR acomete duas a trés vezes mais as
mulheres do que os homens (ROBBINS; KUMAR; ABBAS, 2010) e tende a aparecer
na quarta década de vida, com pico de incidéncia na quinta década (ALAMANOS;
DROSOS, 2005). Cerca de 50% dos pacientes sdo considerados incapacitados para
o trabalho neste periodo de evolugdo (YOUNG et al., 2007), e a expectativa de vida
esta reduzida em 3 a 10 anos (TOBON; YOUINOU; SARAUX, 2010).

Apesar dos avancgos no entendimento da fisiopatologia da AR sua etiologia
ainda permanece obscura. E uma doenga de patogénese complexa e multifatorial,
com a participacdo de fatores genéticos, hormonais, ambientais e agentes
infecciosos (ISAACS, 2010).

Estudos genéticos ja documentaram a ocorréncia de AR com caracteristicas
familiares, com aproximadamente 20 /oci de risco identificados para a AR. O HLA
(Complexo Principal de Histocompatibilidade) contribui para uma importante parcela
de risco genético e o gene HLADRB1 é o mais forte na associagdo genética
(RAYCHAUDHURI, 2010).

Além desses fatores ha também agentes infecciosos envolvidos na génese
da AR. O processo pode ser iniciada por um antigeno “artritogénico”, que pode ser
exogeno, endogeno pela combinacdo de ambos. As bactérias e virus sdo fortes
candidatas entre eles o virus Epstein Barr (EBV), que ja foi isolado do tecido sinovial
de pacientes com AR.

A reagdo do organismo as estes antigenos promove uma resposta
autoimune com lesao tecidual por hipersensibilidade tardia mediada por linfécitos
TCD4, subgrupo Th1eTh17. Estes linfocitos ativados estimulam os mondcitos,
macrofagos e fibroblastos sinoviais a produzirem citocinas tais como interleucina 1
(IL-1), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral pela (TNF-alfa) fundamentais
no processo de inflamagdo da AR (HOCHBERG, 2009). A citocina IL-1a é
importante para a progressao da AR (CHUNG et al., 2012).

Essas citocinas em conjunto com metaloproteinase ativam outras citocinas e

células, criando uma rede de citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatoérias que sao
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as duas classes encontradas no liquido sinovial de portadores de AR. O efeito das
citocinas pré-inflamatérias é predominante e persistente (TAYLOR; MEHTA; TULL,
2010).

Além dos linfocitos T os linfécitos B também estdo presentes no infiltrado
inflamatodrio sinovial e nos centros germinativos dos foliculos linfoides que se
formaram no local. Os linfocitos B estimulados pelos linfécitos TCD4 * produzem
imunoglobulinas e fator reumatodide (FR). Este, por sua vez, promove a ativagado do
complemento por meio da formacéo de imunocomplexos estimulando a inflamacéao e
a sinovite crénica (CARVALHO; LANNA; BERTOLO, 2008).

O inicio do tratamento precoce € fundamental para o controle e prevengao
da incapacidade funcional e lesdo articular, melhorando a qualidade de vida dos
pacientes (BERTOLO et al., 2007).

A sociedade Brasileira de Reumatologia em seu Projeto Diretriz de 2002
para diagnostico e tratamento da artrite reumatdide, demonstra que a
cloroquina/hidroxicloroquina, sulfazalina e metotrexato sdo as drogas que detém a
melhor relagao risco-beneficio, sendo assim preferidas no inicio do tratamento.

Drogas n&o esteroidais como o infliximab potencializa o efeito do
metotrexato na artrite reumatoide (BERTOLO et al., 2007). A chamada terapia
bioldgica por bloqueio de citocinas, receptores e outros mediadores pré-inflamatérios
como TNF e IL-1 ou por anticorpos monoclonais, tém, ainda, efeito supressivo (nao-
curativo), com possivel toxicidade, alto custo e inconveniéncia por tratar-se de
proteinas necessariamente parenterais (WOOD; OLSEN; STEIN, 2004).

Além do tratamento medicamentoso da AR a fisioterapia contribui para que o
paciente possa continuar a exercer suas atividades de vida diaria considerando o
potencial incapacitante da AR (BERTOLO et al., 2007).

A fisioterapia usa de muitos recursos eletrotermofototerapicos para tratar e
reabilitar inumeras doengas do tecido conjuntivo, entre elas encontra-se a AR
(BIANCHETTI! et al, 2009) Dentre esses recursos, destaca-se o Ultrassom
terapéutico (UST) associado a fonoforese, que tem como objetivo a diminuigado do
edema, dor e melhora da qualidade de vida (KITCHEN; RIBEIRO, 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a ac&do anti-inflamatoria e antiedematogénica do gel de Elaeoluma
nuda aplicado pela fonoforese em artrite induzida por adjuvante completo de Freund

em ratos Lewis.

3.2. Objetivos especificos

A) Avaliar o perfil sérico das citocinas IL-1a e TNF-a, antes e depois da
aplicacao da fonoforese em ratos com artrite induzida;
B) Analisar a agao antiedematogénica do gel de Elaeoluma nuda em ratos

com artrite induzida.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Foram utilizados 30 ratos albinos machos (Rattus novergicus) da linhagem
Lewis com idade entre 8 a 12 semanas e peso meédio (250 a 350g). O projeto foi
submetido ao CEEA da UFAM e aprovado através do protocolo n° 001/2010. Os
animais foram mantidos no Biotério da Universidade Federal do Amazonas (UFAM)
em condi¢des controladas de iluminagao (ciclo 12 horas claro/escuro) e temperatura
de 22°C e alimentados com ragao e agua ad libitum.

Os animais foram separados em cinco grupos (dois animais por gaiola)
seguindo a distribuicdo abaixo:

* Grupo |: controle negativo — sem indug&o e sem tratamento (n=6).

* Grupo lI: controle positivo — com induc&o e sem tratamento (n=6).

* Grupo lll: com indugéo e tratamento UST com gel aquoso (n=6).

* Grupo IV: com indugdo e tratamento pela fonoforese com gel de
diclofenaco (n=6).

* Grupo V: com indugédo e tratamento pela fonoforese com gel de E.
nuda 2% (n=6).

4.2. Extrato

O extrato aquoso utilizado neste estudo foi obtido a partir da planta E. nuda
(Baehni) Aubrévcoletada na reserva Adolpho Ducke (Amazonas, Brasil), com
excicata depositada no INPA (Figura 1). As folhas foram coletadas, secadas e
moidas e o extrato foi obtido por infusdo. Esse extrato foi cedido pelos Doutores
Adrian Martin Pohlit e Ana Lucia Basilio Carneiro.

Para este experimento foram confeccionados 100 ml de gel a 2% de extrato
aquoso de E. nuda. Para tal foram misturada agua desmineralizada, nipagim,
propilenoglicol, até alcangar dispersdo completa. Em seguida foi adicionado
lentamente carbopol 1,20%, pulverizando-o e deixando-o hidratar por 30 minutos.
Seguiu-se com a mistura das substancias sob aquecimento abaixo de 60°. C.
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Adicionou-se, trietanolamina gsp pH 7,0, agua desmineralizada 5% previamente
preparada homogenizando até atingir pH 7,0. Por fim adicionou-se o extrato de E.
nuda a 2% até completar a disperséao.

4.3. Inducao da artrite

Apos breve anestesia inalatéria com isoflurano, os animas foram inoculados
por via intradérmica na base da cauda com 0,1ml de ACF, contendo 1ug de
Mycobacterium tuberculosis (H37RA, ATCC25177). O dia da indugao foi
considerado o 1° dia do experimento (Dia 1).

Figura 4 - Patas traseiras (sem indugéo e
sem tratamento).
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Figura 5 - Aplicagdo do Adjuvante Completo de
Freund (ACF) na base da cauda dos animais
com auxilio de um contensor para ratos.

Figura 6 - Patas traseiras (com indugao sem
tratamento).

4.4. Tratamento com UST

O extrato de E. nuda foi administrado por via transdérmica através de um gel
aplicado na regido plantar das patas traseiras utilizando o equipamento Ultrassom
Terapéutico (Bioset®, modelo Sonocel Expert 1Mhz) com cabegote reduzido. A
aplicagao foi feito nod grupos Il (gel aquoso), IV (diclofenaco) e V (gel de E. nuda)
através de movimentos circulares lentos, durante 1 minuto com frequéncia de 1.0

MHz, e intensidade de 0,5W/cm? no modo pulsado. Foram realizadas 10 sessées (1
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sessao/dia). Durante o tratamento o animal foi levemente contido por um
experimentador treinado, de forma a induzir o minimo possivel de estresse ao
animal. O profissional habilitado ndo era conhecedor do grupo a que pertenciam os
animais, garantindo assim, o cegamento da pesquisa (Figura 7).

Figura 7 - (A) Aparelho UST Bioset ® modelo Sonocel Expert 1,0MHz; (B),
detalhe do cabecote reduzido (ERA 0,8 cm2)

O tratamento teve inicio no décimo quinto dia apds a indugéao (Figura 8),
visto que os sinais clinicos da artrite aparecem normalmente cerca de 10 dias apos a
indugdo e apresenta pico maximo (apéndice 2) na metade da curva cinética de
artrite (HEGEN et al., 2008)

Figura 8 - Tratamento por Fonoforese com gel de
Elaeoluma nuda na regido plantar com cabecote
reduzido (ERA 0,8 cm?).
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4.5. Avaliacao do edema de pata

A evolugao do edema de pata foi avaliada por pletismometria digital, usando

pletismémetro para ratos e camundongos (Insight®) (Figura 9).

Figura 9 - Pletismbmetro Insight ®
modelo EFF-304. Equipamento
utilizado para obtengdo do
volume das patas traseiras dos
ratos.

Através da imersao da pata do animal em agua ocorre o deslocamento do
liquido que é captado por gerando uma medida do volume deslocado e volume da
pata & visualizado em um visor digital. O deslocamento do liquido foi verificado
através da imersdo das patas traseiras, direita e esquerda, até a articulacio tibio-
tarsica registrando-se o volume deslocado no visor. Os dados foram coletados
diariamente do dia 1°. ao 25° dia do experimento e para aumentar a confiabilidade
do teste apenas um examinador realizou estas medidas. Os valores de volume de

liquido deslocado foram expressos em mL.
4.6. Avaliagao do perfil das citocinas

Seguindo o método descrito por (WAYNFORTH; FLECKNELL, 1980), as
amostras de sangue para analise de citocinas foram obtidas através de pungéo
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cardiaca, com o animal anestesiado com isofluorano. Em seguida, foi realizada
eutanasia com deslocamento cervical.

As amostras de sangue (5ml) foram mantidas sob refrigeracédo e
encaminhadas para o Laboratério de Citometria da Fundacdo de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM). As analises foram feitas de acordo com o
método descrito por (MITELMAN; BUCCHERI; PRACCHIA, 2009) utilizando Kits
CBA (cytometric beads array) (BD Biosciences), para a quantificagdo das citocinas
TNFa e IL-1a.

Seis populacdes de beads com diferentes intensidades de fluorescéncia
foram conjugadas com um anticorpo de captura especifico para cada citocina,
misturadas para formar o CBA e lidas no canal FL-3 do citbmetro de fluxo
FACScalibur (BD). As populagdes de beads foram visualizadas de acordo com as
respectivas intensidades de fluorescéncia. No CBA, as beads de captura das
citocinas foram misturadas com o anticorpo de deteccdo conjugado com o
fluorocromo PE, e depois encubadas com as amostras para formar o ensaio em
“sanduiche”. Os tubos para aquisicdo foram preparados com 50 uL da amostra de
sangue, 50 uL da mistura de beads e 50 uL do reagente de detec¢ao Th1/ Th2 PE.
Os tubos foram homogeneizados e incubados por trés horas, em temperatura
ambiente, no escuro. Os resultados foram gerados em graficos e tabelas utilizando-
se o software CellQuest (BD).

4.7. Analise estatistica

Os valores do edema foram expressos como média e erro padrdo, com
intervalo de confianga 95%. Foi utilizada Analise de Variancia (Anova One-Way)
para comparacao de médias com Teste de Dunnett para analise pds-hoc. O Teste
de Tendéncia Linear foi aplicado para analisar entre as médias de citocinas dos
grupos se houve linha de tendéncia significativa (NAZIR et al., 2007).

O nivel de significancia adotado foi de p=0,05, com poder estatistico de
80%. para analise do perfil de assinatura para altos produtores, os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando a frequéncia de individuos altos
produtores deslocava o grupo para um quartil distinto (intervalos de 25%),
comparando-se com o valor de (BILLIAU; MATTHYS, 2001).
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5. RESULTADOS

Efeito da Fonoforese com Gel de Elaeoluma nuda sobre Artrite por
Adjuvante Completo de Freund

A avaliagado por pletismometria na tabela 2, graficos 1 e 2 ao final do 21°.
dia de tratamento o volume das patas dos animais tratados com UST com gel de E.
nuda foi significativamente menor do que dos animais do grupo controle positivo e
dos animais do grupo tratado apenas com gel aquoso. O tratamento com gel de
diclofenaco produziu o mesmo efeito que a E. nuda sobre a reducdo dos volumes

das patas.
Tabela 2
Pletismometria das Patas no 21° dia de experimento em ratos Lewis com artrite
induzida
Grupo Média IC 95%

Controle Positivo 2.14 + 0,390 1.51-2.75

UST com gel Aquoso 1.80 + 0,350 1.25-2.31
UST com gel Diclofenaco 1.35+ 0,058 1.25-1.44
UST com gel E. nuda 1.35+ 0,060 1.26-1.45
ANOVA one-way, diferenga com p<0.05.

2,8
=26
£
= 2,4 Controle Positivo
§ 2,2 Controle Negativo
T 2
2 US Terapéutico
S 1,8 - z
€156 1 / T == Diclofenaco Gel + UST

! T ——— 7 A—— i
§ 1.4 T ~—1 1 ——— ST Pouteria nuda
212 T
1 1
0 7 14 21

Grafico 1 - Cinética de Artrite para os diferentes Grupos de
Experimento. Os resultados sdo expressos como volume médio
das patas (mL) e erro padrao (SEM)
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Grafico 2 - Pletismometria para os diferentes Grupos no 21° dia de
experiemento. Os resultados sao expressos como volume médio das patas
(mL) e erro padrao (SEM)

O grupo tratado com ultrassom ndo apresentou melhora no edema em
relagdo ao controle positivo até o 21°, com atenuacédo de artrite de apenas 2%
indicando que este tratamento ndo foi efetivo neste periodo de experimento. Os
grupos tratados com fonoforese com gel de diclofenaco e gel de E. nuda, produziram
atenuacao da artrite em 33% e 34%, respectivamente (Grafico 3).

Diclofenaco -

UST - l

S e & &

% de Inibicao de Edema

Grafico 3 - Percentual de inibicdo de edema em relagcédo ao controle positivo no
21° dia de experimento.
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Na Tabela 3 sao apresentados os resultados da quantificacdo de citocinas
TNF-a e IL1-a. Os niveis séricos de TNF-a foram significativamente menores nos
animais tratados com E. nuda em relacdo a todos os demais grupos. Foram
observados menores niveis séricos de IL1-a nos animais tratados com E. nuda em

relagdo aos outros grupos. Vide tabela abaixo.

Tabela 3
Quantificagédo das Citocinas TNFa e IL-1a no 210 de Experimento
TNFa (pg/mL) IL-1a(pg/mL)
Grupo Média IC 95% Média IC 95%
Controle Positivo 11,25+ 1,25 9,33-13,17 17,92+ 2,24 14,36-21,48
UST Gel Aquoso 11,44 £ 1,10 7,89-12,51 14,82+2,18 12,53-17,10
UST Gel 10,20+ 2,20 9,69-13,18 15,76+2,78 12,31-19,21
Diclofenaco

UST Gel E.nuda 7,32+ 3,10 3,47- 11,18 13,18+1,60 11,50-14,86

ANOVA one-way, diferenga significativa com p<0.05.
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Grafico 4 - Quantificagdo de Citocinas TNF-a e IL1a
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho € o primeiro estudo demonstrando a acido anti-
inflamatoria da espécie Elaeoluma nuda in vivo. Entretanto, anteriormente, a
avaliacdo fitoquimica de espécies do género Pouteria revelou a presenca de
compostos bioativos de alto interesse farmacolégico como terpenoides, flavonoides
e saponinas (SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009). Screening fitoquimico preliminar
revelou que extratos de E. nuda contém fendis, flavondides, taninos, saponinas
(OLIVEIRA et al., 2009), alcaloides e antronas (Carneiro, A. L. B., dados nao
publicados). Também foi observado, que em células tumorais (linhagens MDA-
MB435, HCT-8, SF295, HL60), o extrato de Elaeoluma nuda foi capaz de inibir o
crescimento destas células tumorais (CARNEIRO et al., 2008).

No presente estudo o tratamento por fonoforese com gel de Elaeoluma nuda
apresentou eficacia superior a fonoforese com gel de diclofenaco, um agente anti-
inflamatorio amplamente usado. Estes resultados demonstram que, assim como
outras espécies do género Elaeoluma, a espécie E. nuda também apresenta
atividade anti-inflamatéria em modelo de inflamagdo. Tratamentos eficazes em
modelos de artrite induzida por adjuvantes, apresentam alto valor preditivo para uso
em humanos (HEGEN; KEITH; COLLINS, 2008). Nesse sentido, deve-se destacar o
efeito atenuador apresentado pelo gel de Elaeoluma nuda associado a fonoforese
sobre artrite por adjuvante como uma perspectiva de tratamento. Até o presente,
nenhum composto bioativo do extrato de Elaeoluma nuda foi identificado como
responsavel por essas atividades.

Diferengcas nos niveis basais de citocinas séricas em nivel individual
representam um importante ponto a ser considerado. Assim, a analise categorica de
baixos ou altos produtores de citocinas entre os animais representa uma boa
estratégia para analisar o efeito dos tratamentos. Isto porque minimiza o impacto dos
valores individuais tornando os dados mais homogéneos (BILLIAU; MATTHYS,
2001). Através desta estratégia é possivel observar o numero de animais com perfil
alto produtor de TNF-a e IL1-a em cada grupo, permitindo a comparacgao direta entre
0S grupos.

O perfil da assinatura de altos produtores de citocinas do grupo tratado com
fonoforese com gel de E. nuda foi semelhante ao controle negativo, com menor

numero de altos produtores entre os grupos em que houve indugcdo de artrite
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(Graficos 5 e 6). O grupo tratado apenas com US e gel aquoso apresentou perfil de

altos produtores semelhantes ao controle positivo.
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Grafico 5 - Assinatura Individual de Citocinas para Altos Produtores

O Fator de necrose tumoral (TNF-a) e a Interleucina-1a (IL1-a) sdo citocinas
pleiotrépicas que exercem papel-chave na imunopatogenia da artrite induzida por
adjuvante, assim como na artrite reumatoide (BEVAART; VERVOORDELDONK;
TAK, 2010; LOO et al.,, 1995). A principal fonte de TNF-a e IL1-a s&o células
dendriticas, macrofagos ativados, células T e células NK e, quando secretado,
promove ativacédo endotelial, ativagao celular e indugao de proteinas da fase aguda,
configurando-se como citocinas pro-inflamatérias (IMBODEN, 2009). A fonoforese
com gel de E. nuda foi capaz de reduzir os niveis séricos destas citocinas, assim
como o numero de animais com perfil alto produtor, com importante efeito atenuador
sobre o edema da pata dos ratos.

A inibicdo de TNF-a e IL1-B é capaz de promover diversos efeitos
importantes como: reduzir a expressao de moléculas do MHC, reduzir a producgao de
prostaglandinas, reduzir a expressdao de moléculas de adesdo e quimiocinas, a
ativacao de condrdcitos e osteoclastos, assim como reduzir a agiogénese (SHIMIZU

et al., 2003). Esses achados sugerem que o efeito anti-inflamatério da fonoforese
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com gel de E. nuda acontece, sobretudo, por sua agdo ainda nido caracterizada

sobre as células produtoras destas citocinas.
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7. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstram que a fonoforese com gel de
E. nuda 2%, apresentou efeito antiedematogénico sobre a artrite induzida por
adjuvante em ratos Lewis sugerindo que componentes do gel de Elaeoluma nuda
tenham papel anti-inflamatoério quando usado para tratamento tépico e também que
este tratamento obteve-se diminuicdo das citocinas IL-1a e TNF a. em niveis

similares ao diclofenaco.
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ANEXO A: Projeto PIBIC 2012 Associado

Termo de Compromisso do Orientador

PIBIC - Programa de Iniciacao Cientifica

Mediante a aprovagéo do projeto  PIB-S/0149/2012

Titulo do projeto: ANALISE RADIOLOGICA DE PATAS DE RATOS LEWIS COM ARTRITE INDUZIDA POR
ADJUVANTE E TRATADOS COM EXTRATO DE Pouteria nuda

Eu, Jose Fernando Marques Barcellos , comprometo-me em:

1. Desenvolver o projeto de pesquisa independente de recebimento do material, uma vez que, a Universidade Federal
do Amazonas tenta buscar fontes de financiamento, podendo ou ndo conseguir o patrocinio;

2. Orientar o(s) Bolsista(s)/Voluntario(s) nas distintas fases de pesquisa;

3. Cumprir todos os prazos de entrega das frequéncias, resumo, relatdrios (parcial e final) até a data indicada no folder
de INFORMES do Programa devidamente assinado por mim. Passando o prazo deverei entregar junto uma justificativa,
anexa devidamente assinada, de acordo com a Resolugdo Normativa 035/2003 - CONSEPE/UFAM;

4. Informar oficialmente por escrito ao DAP, caso necessite ausentar-se de Manaus, indicando o responsavel pela
assinatura da fregéncia do Bolsista;

5. Informar oficialmente ao Departamento de Apoio & Pesquisa, impreterivelmente até o Gltimo dia Util de cada més, a
inadimpléncia dos bolsistas e/ou voluntarios em relac@o as atividades dos projetos ou desligamento por motivos
pessoais ou colagdo de grau dos mesmos, isto €, para que se possa executar o cancelamento e/ou substituicao em
tempo habil; e

6. Participar juntamente com o bolsista e/ou voluntario da avaliagao parcial e final (oral e/ou painel).

~— \

() (
‘«[l \ /) A
: 2 il : Q \J 1 O ANK, Ac M
Manaus, ZB(//Q’ / (L N \K\V\C@}b; \‘\“\"S NCU—
\ Assinatura do orientador
\\ /: ] Py

Lira - Sistema de Controle de Projetos de 29/06/2012 10:59
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ANEXO B: Projeto PIBIC 2011

Associado

Termo de Compromisso do Orientador

PIBIC - Programa de Iniciacdo Cientifica

Mediante a aprovagéo do projeto PIB-S/0064/2011

Titulo do projeto: Efeito anti-inflamatério do extrato da folha de Pouteria nuda na artrite induzida por
adjuvante em ratos Lewis

Eu, Jose Fernando Marques Barcellos , comprometo-me em:

1. Desenvolver o projeto de pesquisa independente de recebimento do material, uma vez que, a Universidade Federal
do Amazonas tenta buscar fontes de financiamento, podendo ou nio conseguir o patrocinio;

2. Orientar o(s) Bolsista(s)/Voluntario(s) nas distintas fases de pesquisa;

3. Cumprir todos os prazos de entrega das frequéncias, resumo, relatérios (barcial e final) até a data indicada no folder
de INFORMES do Programa devidamente assinado por mim. Passando o prazo deverei entregar junto uma justificativa,
anexa devidamente assinada, de acordo com a Resolugdo Normativa 035/2003 - CONSEPE/UFAM;

4. Informar oficialmente por escrito ao DAP, caso necessite ausentar-se de Manaus, indicando o responsavel pela
assinatura da fregéncia do Bolsista;

5. Informar oficialmente ao Departamento de Apoio & Pesquisa, impreterivelmente. até o tltimo dia atil de cada més, a
inadimpléncia dos bolsistas e/ou voluntarios em relacdo as atividades dos projetos ou desligamento por motivos
pessoais ou colag&o de grau dos mesmos, isto &, para que se possa executar o cancelamento e/ou substituicdo em
tempo habil;

6. Participar juntamente com o bolsista e/ou voluntario da avaliag&o parcial e final (oral e/ou painel).

Manaus, /g//& /LZ’

Lira - Sistema de Controle de Projetos de 29/06/2012 10:53
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ANEXO C: Projeto PIBIC 2011 Associado

Termo de Compromisso do Orientador

PIBIC - Programa de Iniciacao Cientifica

Mediante a aprovagéo do projeto  PIB-B/0033/2011

Titulo do projeto: Estudo in vivo do efeito anti-inflamatério de Pouteria nuda na Artrite Reumatéide: Perfil de
Citocinas
Eu, Jose Fernando Marques Barcellos , comprometo-me em:

1. Desenvolver o projeto de pesquisa independente de recebimento do material, uma vez que, a Universidade Federal
do Amazonas tenta buscar fontes de financiamento, podendo ou n&o conseguir o patrocinio;

2. Orientar o(s) Bolsista(s)/Voluntario(s) nas distintas fases de pesquisa;

3. Cumprir todos os prazos de entrega das frequéncias, resumo, relatérios (parcial e final) até a data indicada no folder
de INFORMES do Programa devidamente assinado por mim. Passando o prazo deverei entregar junto uma justificativa,
anexa devidamente assinada, de acordo com a Resolugdo Normativa 035/2003 - CONSEPE/UFAM,;

4. Informar oficialmente por escrito ao DAP, caso necessite ausenlar se de Manaus, indicando o responsavel pela
assinatura da freqéncia do Bolsista;

5. Informar oficialmente ao Departamento de Apoio a Pesquisa, impreterivelmente até o ultimo dia util de cada més, a
inadimpléncia dos bolsistas e/ou voluntarios em relacdo as atividades dos projetos ou desligamento por motivos
pessoais ou colacdo de grau dos mesmos, isto €, para que se possa executar ¢ cancelamento e/ou substituicdo em
tempo habil;

6. Participar juntamente com o bolsista e/ou voluntario da avaliacdo parcial e final (oral e/ou painel).

Manaus,rzl_f/ /(‘ z // ADN \k&&‘/ /(;2@ C{L[k_/

\Xs\sma ura do onen

Lira - Sistema de Controle de Projetos de 29/06/2012 10:52
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ANEXO D: Projeto PIBIC 2010 Associado

Termo de Compromisso do Orientador

PIBIC - Programa de Iniciacdo Cientifica

Mediante a aprovacéo do projeto  PIB-B/0044/2010

Titulo do projeto: Estudo do efeito anti-inflamatério de Pouteria nuda na artrite reumatéide: Perfil de
Citocinas
Eu, Jose Fernando Marques Barcellos , comprometo-me em:

1. Desenvolver o projeto de pesquisa independente de recebimento do material, uma vez que, a Universidade Federal
do Amazonas tenta buscar fontes de financiamento, podendo ou nao conseguir o patrocinio;

2. Orientar o(s) Bolsista(s)/Voluntério(s) nas distintas fases de pesquisa;

3. Cumprir todos os prazos de entrega das frequéncias, resumo, relatérios (parcial e final) até a data indicada no folder
de INFORMES do Programa devidamente assinado por mim. Passando o prazo deverei entregar junto uma justificativa,
anexa devidamente assinada, de acordo com a Resolugdo Normativa 035/2003 - CONSEPE/UFAM;

4. Informar oficialmente por escrito ao DAP, caso necessite ausentar-se de Manaus, indicando o responsavel pela
assinatura da fregéncia do Bolsista;

5. Informar oficialmente ao Departamento de Apoio a Pesquisa, impreterivelmente até o Gltimo dia Util de cada més, a
inadimpléncia dos bolsistas e/ou voluntarios em relacdo as atividades dos projetos ou desligamento por motivos
pessoais ou colagdo de grau dos mesmos, isto é, para que se possa executar o cancelamento e/ou substituicdo em
tempo habil;

6. Participar juntamente com o bolsista e/ou voluntério da avaliacdo parcial e final (oral e/ou painel).

,/’
( /

¢ ; A\ 5 ;'Q - 7 4.
Manaus,zj/ / 0 g / 1z Alet f‘(\ &\&@Qj (,\ DL{C/&(;(_(;, S
. )Assinatura do pr”fentador

LN
\)

Lira - Sistema de Controle de Projetos de 29/06/2012 10:55
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ANEXO E: Projeto PIBIC 2010 Associado

Termo de Compromisso do Orientador

PIBIC - Programa de Iniciacdo Cientifica

Mediante a aprovacdo do projeto  PIB-B/0044/2010

Titulo do projeto: Estudo do efeito anti-inflamatério de Pouteria nuda na artrite reumatéide: Perfil de
Citocinas
Eu, Jose Fernando Marques Barcellos , comprometo-me em:

1. Desenvolver o projeto de pesquisa independente de recebimento do material, uma vez que, a Universidade Federal
do Amazonas tenta buscar fontes de financiamento, podendo ou ndo conseguir o patrocinio;

2. Orientar o(s) Bolsista(s)/Voluntario(s) nas distintas fases de pesquisa;

3. Cumprir todos os prazos de entrega das frequéncias, resumo, relatérios (parcial e final) até a data indicada no folder
de INFORMES do Programa devidamente assinado por mim. Passando o prazo deverei entregar junto uma justificativa,
anexa devidamente assinada, de acordo com a Resolugdo Normativa 035/2003 - CONSEPE/UFAM;

4. Informar oficialmente por escrito ao DAP, caso necessite ausentar-se de Manaus, indicando o responsavel pela
assinatura da fregéncia do Bolsista;

5. Informar oficialmente ao Departamento de Apoio & Pesquisa, impreterivelmente até o Ultimo dia util de cada més, a
inadimpléncia dos bolsistas e/ou voluntérios em relacao as atividades dos projetos ou desligamento por motivos
pessoais ou colagdo de grau dos mesmos, isto €, para que se possa executar o cancelamento e/ou substituicdo em
tempo habil;

6. Participar juntamente com o bolsista e/ou voluntario da avaliagéo parcial e final (oral e/ou painel).

//‘/

I

Manaus,yzg/ / 0 {C/ rZ/( & \ Lol - ’(\ \\QLKQ; /& \a/(h{_('( \
LN \ Assinatura do ofientador

)N

Lira - Sistema de Controle de Projetos de 29/06/2012 10:55




52

ANEXO F: Cerificado de Membro de Diretério de Pesquisa

Grupo de pesquisa: Morfologia e Patologia Celular http://dgp.cnpq.br/diretorioc/fontes/detalhegrupo.jsp?grupo=0082...

biretsie cos @pes b Pesaisn @e Brasl

ficnpg

Grupo de Pesquisa
Morfologia e Patologia Celular

Recursos Humanos Linhas de Pesquisa indicadores do Grupo

Identificacdo

Identificacao

Dados basicos

Nome do grupo: Morfologia e Patologia Celular
Status do grupo: certificado pela instituigdo
Ano de formacao: 2007

Data do ultimo envio: 26/06/2012 18:00

Lider(es) do grupo: jose Fernando Marques Barcellos - &
Area predominante: Ciéncias Bioldgicas; Morfologia
Instituigdo: Universidade Federal do Amazonas - UFAM

oérgdo: Departamento de Morfologia

Enderego

Logradouro: Estrada do Contorno S/No. Mini Campus Bloco C02 Laboratério

Bairro: Aleixo
Cidade: Manaus
Telefone: 81226666

Repercussdes dos trabalhos do grupo

Unidade: Laboratério de Histologia

CEP: 69077000
UF: AM

Fax: 33054231
Home page:

Trabalhos e Projetos voltados a Histologia, Patologia e ecologia animal e Humana

Recursos humanos

Pesquisadores

Jose Fernando Marques Barcellos - (/ider)
Ligia Fernandes Abdalla

Lilian Regiani Merini

Lucia de Paula

Maria Ines Braga de Oliveira

Estudantes

ha

Anderson da Paz

Asaphe Lemes Dutra
Carlos Klinger Rodrigues Serrao

Gabriela Piraice Gomes

Hugo Marlon de Castro Negreiros
Jaime Ribas Galvao Junior

Luis Fernando Tupinamba da Silva

Técnicos
Maiza da Conceicéo - Graduagéo - Histotecnologista

l1de2

Total: 9
Maria Lucia Gées de Araujo
Michella Bezerra Lima

Rosana Pimentel Correia

Total: 16
Luiz Otavio de Araujo Bastos
Marcelo Miguel Brito de Oliveira
Mariana Martins de Barros
Marianna Mariah de Freitas Noronha

Rafael Ferreira Wanderley
Regina Silva de Aradjo

Samuel Nuno Pereira Lima

Vilma Camila Aparecida de Souza Pereira

Total: 2

29/6/2012 11:15
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Grupo de pesquisa: Morfologia e Patologia Celular http://dgp.cnpq.br/diretorioc/fontes/detalhegrupo.jsp?grupo=0082...

Rosilene Campos - Ensino Profissional de nivel técnico - Histotecnologista

Linhas de pesquisa Total: 7

L ]

e BIOTECNOLOGIA DA REPRODUCAQ ANIMAL
® Complicacbes Terapia Transfusional no HUGV
e EPIDEMIOLOGIA E SAUDE
L ]
°
®

Empresas associadas ao grupo Total: 0

Indicadores de recursos humanos do grupo

Integrantes do grupo Total
Pesquisador(es) 9
Estudante(s) ’ 16
Técnico(s) 2

Nomes grafados em vermeiho: integrantes sem Curriculo Lattes ou com inconsisténcias nos dados de identificagdo entre os formulérios
de Curriculo e de Grupo de Pesquisa.

2de?2 29/6/2012 11:15



ANEXO G: Certificado Comité de Etica em Experimentagdo Animal do
Projeto CNPq associado.

Koty UFaAam
o UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS o
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA-UFAM)

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n® 001/2010-CEEA, sobre “Efeito
do Extrato de Pouteric nuda sobre artrite reumatdide” sob
responsabilidade de  SILVANA DA CONCEICAO
FURTADO e CLAUDIA HELENA PELIZZON, esta de
acordo com a legislagao Federal pertinente ao uso cientifico de
animais e foi aprovado pelo COMITE DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA-UFAM) em reunido
de 07/05/2010.

Manaus, 12 de maio de 2010

Prof. Dr. Fabio Tonissi Moroni
Presidente do CLEA-UFAM

Av. Gal. Recrig
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ANEXO H: Certificado Comité de Etica em Experimentacdo Animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL (CEEA-UFAM)

CERTIFICADO

. --ificamos que o protocolo n° 001/2010-CEEA, sobre “Efeito
Zytrato de Pouteria nuda sobre artrite reumat6ide” sob
~z:-onsabilidade  de  SILVANA DA CONCEICAO
o 37TADO e CLAUDIA HELENA PELIZZON, ¢ 0 projeto
~estrado “Acdo do gel de Pouteria nuda aplicado por
~fyrese em artrite induzida por adjuvante em ratos Lewis”,
- responsabilidade de. JOSE FERNANDES MARQUES
= CELLOS, estio de acordo com a legislagdo Federal
-ante ao uso cientifico de animais e foi aprovado pelo
- TE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
| 22A-UFAM) em reunido de 07/05/2010.
Manaus, 12 de maio de 2010

" Prof. Dr. Fabio Tonissi Moroni
Presidente do CEEA-UFAM

e, Rodrige Octdvio Jorddo Ramos, 3000, Coroado — Campus Universitario, Setor Sul, Bloce A - CEP 69077-000, Manaus — AM
Tel.: {92) 3305-4038- e-mail: ceea@ufam.edu.br
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ANEXO I: Protocolo do Pedido de Patente

—
P UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
(,) COMPROVANTE DE PROTOCOLIZAGAO
Comprovante: Abertura de Processo Emissdo: 27/06/2012

Numero do Processo :23105.007561/2012
Data de Abertura : 27/06/2012 Hora : 15:04:53
Tipo de Documento: Oficio

Procedéncia : 1.50.03.00.00.00.00.00 - Depto de Morfologia
Interessado : 1.14.00.00.00.00.00.00 - Pro-Reitoria de Inovagéo Tecnolégica

Assunto : 1.0.0.00.00.0 :- Administracdo Geral

Resumo Assunto : Pedido de patente. nteressado: Prof. Dr. José Fernando Marques
Barcellos. )

Destino Inicial : Departamento de Gestéo da Inovagéo, Propriedade Intelectual e Transferéncia Tecnolog
|

AT Verdec"\Sm\ 92‘2 /OQ) /ZOAL
P SoCorrow=" D
W 90 W de Geeex & " ASsinatura




ANEXO J: Oficio PROTEC

PODER EXECUTIVO
MINISTERIO DA EDUCAGAOQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA
LABORATORIO DE HISTOLOGIA |

57

Rio de Janeiro, 27 de junho de 2012.

' -
llma Sra Socorro de Lima Verde Coelho C O P !A

Dir. do Dep. de Gestéao da Inovacéo, Ple TT - DePlI
Pro-reitoria de Inovagao Tecnologica - PROTEC

Prezada diretora,

Venho por meio deste encaminhar pedido/ declaragdo de invencao
tecnoldgica. O presente pedido diz respeito a um produto originario de
dissertacdo de mestrado PPGIBA. B

Desde ja grato pela atengdo e me coloco a disposi¢do para qualquer

esclarecimento.

Atenciosamente,

O QO/MLW\
Prof(J e ,Fernando Marques Barcellos, Dr.

\,

Universidade Federal do Amazonas - Estrada do Contorno 3000. Mini Campus — Setor Sul.
Departamento de Histologia, Sala C 02, Instituto de Ciéncias Biolégicas — ICB. Corado llI
Manaus —AM. CEP: 69077-000. f. marques123@gmail.com Tel: (92) 3305-4231/ 8413-7072




ANEXO k: Formulario autorizagao INPA

INSTITUTO NACION

PRESIDENCIA DA REPUBLICA
MINISTERIO DA CIENCIA E TECNOLOGIA - MCT
. DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA
DIVISAO DE SUBORTE AS ESTACOES E RESERVAS - DSER

Formulirio de Autorizacio*

(") fipenas para funcionarios do INPA

58

Dados Pessoais
Nome: ADRIAN MARTIN POHLIT

lnt'()l'ltlzi«;ﬁes Basicas
|[] Visita/Aula [X] Coleta/Pesquisa [ ] Outros

Profissio/Cargo: PESQUISADOR ADJUNTO

Periodo: 27 /0272004

[RO7CTPE VIo "1i-3 | Telefone(s) Con

tato: 643-3177 | permanéncia: [ ] Pe#noite [X] Trénsito

T nd"'ego RUA ATLANTICA 95, APTO.
BAIRRO: RAIZ MANAUS-AM

. 0
i
. !IﬂQI tuicdo: INPA

C Periodo das atividades:

[X] Matutino  [X] Vespertino [ ] Noturno

Unidade de Conservagdo: RESERVA DUCKE
0

Se‘m CPPN

Coletar amostras das espécies dos seguintes

PrOthO Plantas Antimalariais da Amazd
Relagio de Acompanhantes (ou em

Viviana Maria de
Biotecnologia/UFAM)

i"veraldo da Costa Pereira (mateiro)

Aradjo

R Observacoes

| O trabalho serd efetuado na Reserva Dugke, com entrada pela manha ou pela

| meteorologia (auséncia de chuva).
L

Ana Lucia Basilio Cameiro (Phd Bioteend)
O

géneros vegetais: Aptandra spp. (Olacaceae),
Lacpiella spp. (Apocynaceae), Pleurisanthes
\spp.  (Icacinaceae), = Guatteriopsis  spp.

a (CNPq)
anexo)
ogia/UFAM)

iveira  (Phd|

| (Annonaceae), Pinzona spp. {Dilleniaceae)
| como parte das atividades de pesquisiis para o
| doutorado em Biotecndlogia / UFAM.

icascas, folhas, gallos, frutos e raizes

(conforme a disponibilidade)

tarde, de acordo com a!

/0272004,

Autorizado eng 27
De acordo, /
A

H I@Guimardes Mesquitn

Coordenador/Clzefe

= 710 Sargentini Junior
Coordenador / CPPN
"0 DREL2D02

Pagquisador
N° 14100583

o Ecers

Adrian Martin Pohht _______
; Soliditante
4 & ‘
e dos o7 hd m 5%3
Adrian Martin' thht e .
Respgnsdvel

<~§
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ANEXOL: Declaragdao PROTEC

Departamento de Gestdo da Inovacido, Propriedade Intelectual e

@
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM & "¢
PRO-REITORIA DE INOVAGAQO TECNOLOGICA - PROTEC “%

Transferéncia de Tecnologia - DePl pﬁn g

‘P6-RIIBRIA BE ROVACAD TELNBLOSICA

DECLARAGAO

DECLARAMOS para os devidos fins que os
pesquisadores/professores José Fernando Marques Barcellos, Lilian
Regiani Merini, Silvania da Conceigdo Furtado, Antbénio Luiz Ribeiro
Boechat Lopes, do Programa de Po6s-Graduacdo em Imunologia Basica e
Aplicada do Instituto de Ciéncias Bioldgicas — ICB/UFAM e Ana Licia Basilio
Carneiro docente da Universidade Federal da Paraiba — UFPB deram
entrada nesta Proé-Reitoria de Inovacdo Tecnolégica — PROTEC na
Declaracdo de Invencdo, em 28/06/2012 para apreciacdo, analise e futura
elaboracéo de relatério descritivo, para cumprimento do Pedido de patente. A

pesquisa tem como titulo inicial de: “Gel Aquoso de ...”

Manaus, 28 de junho de 2012.
BVERSIDABE ERERAL 00 iAzONAS

W do P, Socorro’ce Li
Diretora Dept, de Gea's: - %%n‘éggddee lfﬁfé'lg

Local: Prédio da Reitoria, 1° Andar, Av. General Rodrigo Octavio Jordao Ramos, 3.000 —
Coroado — Campus Universitario, Setor Norte — CEP: 69077- 000, Manaus-AM
Telefone: (92) 3305-1758 / (92) 9318-3195, E-mail: depi_protec@ufam.edu.br.

Site: www.protec.ufam.edu.br
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ANEXO M: Certificado FeSBE

VI REUNIAO | X
ReGmNHLQOH <) FeSBE

Dt

26328 de M310 0e 2011 - Manaus, AM - Centra de Convencoes Studio 5

CERTIFICADO

L]

Certificamos que o resumo 11.003 - PADRONIZACAO DA DOSE DE
METOTREXATO EM MODELO EXPERIMENTAL DE ARTRITE INDUZIDA
POR ADJUVANTE EM RATOS LEWIS. de autoria de BOECHAT, A. L. ;
FURTADO, S. C. ; AMORIM DE LIMA, A; OLIVEIRA, M. M. B. ; BARCELLOS,
J. F. M.; MERINI, L. R.; CARNEIRO, A. L. B. ; PELIZZON, C. H.; OLIVEIRA, V.
M. A., foi apresentado na VI Reunido Regional da Federacdo de Sociedade de
Biologia Experimental - FeSBE, realizada no Centro de Convencdes Studio 5
em Manaus, AM de 26 a 28 de maio de 2011.
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ANEXO N: Certificado MIEPEX

,Uniyersidade Federal do Amazonas
Pré-Reitoria de Extensao e Interiorizacao

CERTIFICADO
G ——

ANTONIO LUIZ BOECHAT, MAYARA S. VASCONCELOS, LILIAN
REGIANE MERINI, MARCELO MIGUEL BRITO DE OLIVEIRA, ANDREY
AMORIM DE LIMA E SILVANIA DA CONCEICAO FURTADO
Apresentaram o trabalho intitulado “Determinagdo das Condigoes Experimentais para

um Modelo de Artrite Murina Induzida por Adjuvante”, modalidade banner/péster,
na I Mostra Interinstitucional de Ensino, Pesquisa e Extensdo, realizada no periodo
de 30 de Novembro a 02 de Dezembro de 2010, promovida pela Universidade federal

do Amazonas (VFAM) e demais Instituices de Ensino Superior (IES) de
Manaus/AM.

Manaus, 02 de Dezembro de 2010.

mBr-é:Reito'r de Extensao e Interiorizag@o

Impresso na CSG / UFAM



62

ANEXO O: Artigo original

ATENUACAO DA ARTRITE INDUZIDA EM RATOS PELA FONOFORESE
COM GEL AQUOSO DA PLANTA AMAZONICA Elaeoluma nuda

(Sapotaceae).

ADJUVANT ARTHRITIS ATENUATTION BY AMAZONIAN PLANT Elaeoluma
nuda L. (Sapotaceae) USING GEL PHONOPHORESIS

Autores

Lilian Regiani Merini'~®, Silvania da Concei¢io Furtado™, Marcelo Miguel Brito de
Oliveira’, Antonio Luiz Boechat'”, Ana Lucia Basilio Carneiro’, José¢ Fernando
Marques Barcellos'”
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RESUMO

Relevincia Etnofarmacologica. Diversas espécies do género Pouteria sdao usadas pela
populacdo nativa do Brasil por suas propriedades anti-inflamatorias, entre outras. As
propriedades anti-inflamatorias do extrato da planta amazdnica Elaeoluma nuda foi

identificada recentemente em estudos de prospecgdo farmacologica.

Objetivos: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito anti-inflamatorio do extrato em gel

aquoso de E. nuda por fonoforese em ratos.

Metodologia: Para os propositos deste trabalho, foi induzida artrite por adjvante em ratos
Lewis. Apds inducdo, foi administrado diariamente a fonoforese com gel de E. nuda,
comparada ao gel dediclofenaco dietilomonio e com ultrassom terapéutico sem fonoforese. A
artrite foi avaliada nos diferentes grupos por pletismometria. Foram quantificadas as citocinas
pro-inflamatérias TNF-a e IL1-a através de CBA (Cytometric Bead Array). Resultados: o
efeito da fonoforese com gel aquoso de E. nuda sobre a artrite da pata de ratos, foi equivalente
a fonoforese com gel de diclofenaco dietilomdnio quando comparados ao controle (p=0.002),
com redu¢do da artrite em 33%. O ultrassom terapéutico sem fonoforese ndo mostrou efeito
significativo no 21°. dia de experimento. Houve reducao siginificativa dos niveis deTNF-a e
IL1-a no grupo tratado com fonoforese com gel de E. nuda(p=0.0398; p=0.0278,

respectivamente).

Conclusao: Os resultados deste estudo demonstram o efeito anti-inflamatério da

fonoforese com gel de E. nuda sobre a artrite induzida por adjuvante.
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INTRODUCAO

Muitas espécies vegetais da América do Sul, sobretudo da Amazdnia sdo estudadas com
boa perspectiva para aplicagdo na saude humana. No Brasil diversas espécies do género
Pouteria sdo utilizadas por suas propriedades como desinfetante, purgativo, vermifugo,
afrodisiaco, e disenteria (MONTENEGRO et al., 2006). O género Pouteria pertencente a
familia Sapoteceae possui aproximadamente 80 espécies. Elaeoluma nuda (Bachni) Aubrév,
cujo basionomio conhecido ¢ Pouteria nuda ¢ uma Sapotaceae identificada na Reserva
Adolfho Ducke, em Manaus,AM. Espécies do género Pouteria também foram investigadas
quanto ao seu potencial antimaldrico e antiretroviral (BEDOYA et al, 2008). Foi
demonstrado por ensaios in vitro que a espécie E. nuda apresenta acdo anti-inflamatoria,
antibacteriana, antifiungica e hemolitica (CARNEIRO et al., 2008; MONTENEGRO et al.,
2006; OLIVEIRA et al., 2009).

A fonoforese ¢ a aplicagdo topica de substancias ativas na camada externa da pele, com o
auxilio do ultrassom terapéutico pulsado (MITRAGOTRI; KOST, 2004; TERAHARA et al.,
2002). A aplicagao de fonoforese de baixa frequéncia por ultrassom aumenta a concentragao
do principio ativo no tecido tratatado aumentando a permeabilidade da pele para moléculas de
baixo e alto peso molecular (MITRAGOTRI; KOST, 2004). Esta propriedade parece
especialmente significativa quando utilizada com baixas frequéncias de ultrasom (SILMAN;
PEARSON, 2002). A fonoforese por ultrasom de baixa frequéncia também tem sido aplicada
com sucesso associada com extratos vegetais, em modelos animais de inflamagao
(ALFREDO, 2008; ALFREDO et al., 2009; PEARSON; WOOD, 1964; RICOLDY et al.,
2010).

A artrite induzida por adjuvante de Freund em ratos Lewis ¢ um modelo de inflamagao
para investigacdo da patogenia da autoimunidade e avaliagdo de novas terapias (CARNEIRO
et al., 2008; HEGEN et al., 2008; PEARSON, 1956; WHITEHOUSE, 2007). Considerando
a importancia etnofarmacoldgica do género Pouteria no Brasil, bem como o potencial
farmacologico da espécie Elaeoluma nuda em pesquisas in vitro, este trabalho propde-se
analisar o efeito anti-inflamatério da fonoforese com gel de E. nuda sobre a artrite induzida

por adjuvante de Freund.
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METODOLOGIA

Extrato aquoso de Elaeoluma nuda

O extrato aquoso utilizado neste estudo foi obtido a partir da planta amazonica Elaeoluma
nuda, coletada na Reserva Florestal Adolpho Ducke (Estado do Amazonas, Brasil). A exsicata
estd depositada no herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA) sob o n°

179316. O extrato foi obtido segundo método ja padronizado (OLIVEIRA et al., 2009).

Preparagdo do Gel

O gel foi preparado no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) utilizando a
seguinte composi¢cdo: agua desmineralizada 87,65%, nipagim 0,15%, propilenoglicol 4,00%,
trietanolamina gqsp pH 7,0, dgua deionizada 5% e extrato aquoso de E. nuda 2%, misturados
at¢ a completa dispersdo. Em seguida foi adicionado lentamente carbopol 1,20%,
pulverizando-o e deixando-o hidratar por 30 minutos. Seguiu-se com a mistura das
substancias sob aquecimento em temperatura -60°C. Adicionou-se trietanolamina qsp (pH
7,0), agua desmineralizada 5% homogeneizando-se até atingir pH 7,0. Por fim adicionou-se o
extrato aquoso liofilizado de E. nuda a 2% agitando-se até completa dispersdo. A serragem
total obtida das folhas foi 52,51g, a massa do extrato liofilizado rendeu 8,33g, obtendo-se um

de rendimento de 15,86%.

Animais

Foram utilizados 20 ratos Lewis machos, com 8 semanas de idade, mantidos no Biotério
da Universidade Federal do Amazonas UFAM, pesando entre média +/- DP (250 e 350g),
mantidos com agua e racao ad libitum, e em condigdes controladas de iluminagdo (ciclo12h
claro /escuro) e temperatura controlada a 22°C. O projeto foi submetido a0 CEEA da UFAM e
aprovado através do protocolo n® 001/2010 (CEEA) UFAM.

Para este experimento os animais foram divididos em 5 grupos: Grupo 1 — Controle
negativo (sem indugdo e sem tratamento); Grupo 2 — Controle positivo (com indu¢do e sem
tratamento); Grupo 3 — Gel aquoso com inducdo e tratamento com UST; Grupo 4 —
Fonoforese com gel de diclofenaco dietilomonio; Grupo 5 — Fonoforese com gel de E. nuda

2%.
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Atividade Anti-Inflamatoria sobre Artrite Induzida por Adjuvante Completo de Freund

A inducdo de artrite ocorreu no dia zero do experimento através de injecdo de 0,1mL de
adjuvante completo de Freud (Difco®) na base da cauda (PEARSON, 1956), sob efeito de
anestesia inalatéria com isoflurano. A partir do 15° dia de experimento, quando os sinais de
artrite (edema e rubor) tornaram-se evidentes, foi iniciado o tratamento com fonoforese nos
animais dos grupos 3, 4 e 5. A aplicagao foi feita por um profissional habilitado, diariamente
em ambas as patas traseiras. No 21° dia de experimento os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical sob efeito de anestesia (isoflurano), apds realizagcdo de pun¢ao cardiaca
para retirada de Sml de sangue (WAYNFORTH; FLECKNELL, 1980).

O gel de E. nuda a 2% foi administrado por via transdérmica na regido plantar das patas
traseiras utilizando o equipamento Ultrassom Terapéutico (Sonocel Expert IMHz com
cabecote reduzido, Bioset®, Brasil), mantendo movimentos circulares lentos, com os
seguintes parametros: tempo de aplicacdo 1 minuto, frequéncia (f) de 1.0 MHz, e intensidade
(i) de 0,5W/cm”, ERA=0.8 cm” modo pulsado sendo uma sessdo diaria, no horario vespertino
com numero total de 10 sessdes por animal. O gel de diclofenaco dietilomodnio (Cataflan®,
Novartis) foi aplicado igualmente por 10 sessdes, seguindo-se 0 mesmo protocolo. Durante a
aplicacdo do tratamento o animal foi levemente contido por um experimentador treinado, de

forma a induzir o minimo possivel de estresse ao animal.
Avaliagdo do Edema de Pata

O edema das patas foi avaliado diariamente por observador treinado que nao participou do
planejamento do experimento (avaliacdo cega). O volume das patas traseiras foi medido nos

dias 0, 7, 14, 21 de experimento através de pletismometro digital (Insight®). O percentual de

inibicdo de edema foi calculado através da formula: 1 — ;x 100, onde Vt corresponde ao

volume de uma pata tratada e Vc o volume da pata controle.
Quantificagao de Citocinas TNF-a e IL1-a

A dosagem de citocinas TNF-a e IL1-a séricas foram realizadas por citometria de fluxo
CBA (Cytometric Bead Array), usando-se os kits CBA flex rat® para TNF-a e IL1-a
(BDBiosciences), seguindo-se o protocolo descrito pelo fabricante. Foi utilizado o Citdmetro

de Fluxo FACScalibur® (Becton Dickinson) para leitura das amostras. Para o calculo das
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concentragdes ¢ intensidade média de fluorescéncia de cada citocina foi utilizado o software

FCAP array™ versio 1.0.1.

Perfil de Assinatura para Altos Produtores de Citocinas

A andlise para assinatura de altos produtores de citocinas foi realizada tomando-se a
mediana dos valores de MFI obtidos na citometria para cada uma das citocinas de toda a
populacdo, conforme método descrito anteriomente (BILLIAU; MATTHYS, 2001). Esses
valores foram utilizados como ponto de cut-off, classificando-se cada animal em cada grupo

como baixo ou alto produtor de citocinas.

Analise Estatistica

Os valores do edema foram expressos como média e erro padrdo, com intervalo de
confianga 95%. Foi utilizada Andlise de Variancia (Anova One-Way) para comparagdo de
médias do edema com Teste de Dunnett para andlise pods-hoc. O Teste de Tendéncia Linear
foi aplicado para analisar entre as médias de citocinas dos grupos se houve linha de tendéncia
significativa (NAZIR et al., 2007). O nivel de significancia adotado foi de p=0,05, com poder
estatistico de 80%. Na andlise do perfil de assinatura para altos produtores, os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando a frequéncia de individuos altos
produtores deslocava o grupo para um quartil distinto (intervalos de 25%), comparando-se

com o valor de referencia (BILLIAU; MATTHYS, 2001).
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RESULTADOS

Efeito da Fonoforese com Gel de Elaeoluma nuda sobre Artrite por Adjuvante Completo
de Freund

A avaliag@o por pletismometria na Tabela 1: ao final do 21°. dia de tratamento o volume
ds patas dos animais tratados com UST com gel de E. nuda foi significativamente menor do
que dos animais do grupo controle positivo e dos animais do grupo tratado apenas com gel
aquoso. O tratamento com gel de diclofenaco produziu o mesmo efeito que a E. nuda sobre a

redu¢do dos volumes das patas.

Tabela 1 - Pletismometria das Patas no 21° de experimento.

Grupo Média IC 95%

Controle Positivo 2.14 £ 0,390 1.51-2.75

UST com gel Aquoso 1.80 + 0,350 1.25-2.31

UST com gel 1.35+ 0,058 1.25-1.44
Diclofenaco

UST com gel E. nuda 1.35+ 0,060 1.26-1.45

ANOVA one-way, diferenca com p<0.05.

O grupo tratado com ultrassom ndo apresentou melhora no edema em relagdo ao controle
positivo até o 21°, com atenuagdo de artrite de apenas 2% indicando que este tratamento nao
foi efetivo neste periodo de experimento. Os grupos tratados com fonoforese com gel de

diclofenaco e gel de E. nuda, produziram atenuacdo da artrite em 33% e 34%,

respectivamente (Figura 3).
Quantifica¢do de TNF-a e IL1-a

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados da quantificagdo de citocinas TNF-a e IL1-a.
Os niveis séricos de TNF-a foram significativamente menores nos animais tratados com E.
nuda em relacdo a todos os demais grupos. Foram observados menores niveis séricos de IL1-
o nos animais tratados com E. nuda em relagdo aos outros grupos. Vide tabela abaixo.

Tabela 2 - Quantificagdo das Citocinas TNFa e IL-1o no 21° de Experimento.

TNFa (pg/mL) IL-To(pg/mL)
Grupo Média IC 95% Média IC 95%
Controle Positivo 11,25 +£1,25 9,33-13,17 17,92+ 2,24 14,36-21,48
UST Gel Aquoso 11,44+ 1,10 7,89-12,51 14,82+2,18 12,53-17,10
UST Gel 10,20+ 2,20 9,69-13,18 15,76+2,78 12,31-19,21
Diclofenaco
UST Gel E.nuda 7,32+ 3,10 3,47- 11,18 13,18+1,60 11,50-14,86

ANOVA one-way, diferenga significativa com p<0.05.
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DISCUSSAO

O presente trabalho ¢ o primeiro estudo demonstrando a acdo anti-inflamatdria da espécie
Elaeoluma nuda in vivo. Entretanto, anteriormente, a avaliagdo fitoquimica de espécies do
género Pouteria revelou a presenca de compostos bioativos de alto interesse farmacologico
como terpenoides, flavonoides e saponinas (SILVA et al., 2009). Screening fitoquimico
preliminar revelou que extratos de E. nuda contém fendis, flavonoides, taninos, saponinas
(OLIVEIRA et al., 2009), alcaldides e antronas (Carneiro, A. L. B., dados ndo publicados).
Também foi observado, que em células tumorais (linhagens MDA-MB435, HCT-8, SF295,
HL60), o extrato de Elaeoluma nuda foi capaz de inibir o crescimento destas células tumorais
(CARNEIRO et al., 2008).

No presente estudo o tratamento por fonoforese com gel de Elaeoluma nuda apresentou
eficacia superior a fonoforese com gel de diclofenaco, um agente anti-inflamatorio
amplamente usado. Estes resultados demonstram que, assim como outras espécies do género
Elaeoluma, a espécie E. nuda também apresenta atividade anti-inflamatoéria em modelo de
inflamacdo. Tratamentos eficazes em modelos de artrite induzida por adjuvantes, apresentam
alto valor preditivo para uso em humanos (HEGEN et al., 2008). Nesse sentido, deve-se
destacar o efeito atenuador apresentado pelo gel de Elaecoluma nuda associado a fonoforese
sobre artrite por adjuvante como uma perspectiva de tratamento. Até o presente, nenhum
composto bioativo do extrato de Elaeoluma nuda foi identificado como responsavel por essas
atividades.

Diferencas nos niveis basais de citocinas séricas em nivel individual representam um
importante ponto a ser considerado. Assim, a andlise categérica de baixos ou altos produtores
de citocinas entre os animais representa uma boa estratégia para analisar o efeito dos
tratamentos. Isto porque minimiza o impacto dos valores individuais tornando os dados mais
homogéneos (BILLIAU; MATTHYS, 2001). Através desta estratégia ¢ possivel observar o
numero de animais com perfil alto produtor de TNF-a e IL1-a em cada grupo, permitindo a
comparagdo direta entre os grupos.

O perfil da assinatura de altos produtores de citocinas do grupo tratado com fonoforese
com gel de E. nuda foi semelhante ao controle negativo, com menor niimero de altos
produtores entre os grupos em que houve inducdo de artrite (Figuras 5 e 6). O grupo tratado
apenas com US e gel aquoso apresentou perfil de altos produtores semelhantes ao controle

positivo.
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O Fator de necrose tumoral (TNF-a) e a Interleucina-la (IL1-a) sdo citocinas
pleiotrépicas que exercem papel-chave na imunopatogenia da artrite induzida por adjuvante,
assim como na artrite reumatoide (BEVAART et al., 2010; LOO et al., 1995). A principal
fonte de TNF-a e IL1-a s@o células dendriticas, macrofagos ativados, células T e células NK
e, quando secretado, promove ativagdo endotelial, ativagdo celular e indugdo de proteinas da
fase aguda, configurando-se como citocinas pro-inflamatorias (IMBODEN, 2009). A
fonoforese com gel de E. nuda foi capaz de reduzir os niveis séricos destas citocinas, assim
como o numero de animais com perfil alto produtor, com importante efeito atenuador sobre o
edema da pata dos ratos.

A inibi¢do de TNF-a e IL1-f3 ¢ capaz de promover diversos efeitos importantes como:
reduzir a expressao de moléculas do MHC, reduzir a producdo de prostaglandinas, reduzir a
expressdo de moléculas de adesdo e quimiocinas, a ativagdo de condrocitos e osteoclastos,
assim como reduzir a agiogénese (SHIMIZU et al., 2003). Esses achados sugerem que o efeito
anti-inflamatorio da fonoforese com gel de E. nuda acontece, sobretudo, por sua a¢do ainda

ndo caracterizada sobre as células produtoras destas citocinas.

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstram que a fonoforese com gel de E. nuda 2%,
apresenta efeito atenuador sobre a artrite induzida por adjuvante em ratos Lewis. O ultrassom
sem uso de fonoforese com agentes farmacoldgicos ndo foi eficaz de produzir efeito
atenuador sobre a artrite induzida por adjuvante completo de Freund. Estes resultados
sugerem que componentes do gel de Elaeoluma nuda tenham um papel anti-inflamatorio

quando usados para tratamento topico.
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Figura 6. Assinatura de Altos Produtores de Citocinas



