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CARVALHO, Aline Guimaraes. Estudo sobre a utilizacio da apitoxina de Apis Mellifera
na artrite induzida em ratos Wistar. 2020. 66 p. Dissertacdo (Mestrado em Gestdo e
Sistemas Agroindustriais) — Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Pombal-PB,
2020.

RESUMO

A apitoxina € um produto secretado pelas abelhas da espécie Apis Mellifera, cujo objetivo é
proteger a colonia contra predadores presentes proximos ou nas colmeias. Essa substancia é
secretada através de glandulas de secrecdo dcida e de secrecdo alcalina, encontrada no interior
do abddmen das abelhas operarias. O seu potencial terap€utico esté relacionado as atividades:
Neuroprotetor, radioprotetor, cicatrizante, antitumoral, anti-inflamatério e anti-
nociceptivo/analgésico, no qual se enquadra a artrite reumatoide (AR). A AR € uma patologia
autoimune, ainda de etiologia desconhecida, caracterizada com quadro algico e inflamatdrio e
por acometimento de vdrias articulacdes periférica, apresenta-se de forma simétrica que leva a
deformidade e a destruicdo das articulacdes em decorréncia da erosdo Ossea e da cartilagem.
Nesta pesquisa, o objetivo foi verificar as acdes anti-inflamatéria e anti-nociceptiva da
apitoxina de Appis Mellifera sobre a artrite de joelho, induzidas em ratos wistar. Trata-se de
uma pesquisa experimental, de cardter quantitativo, onde se tem um estudo populacional
exposto a um determinado protocolo de tratamento. A pesquisa foi desenvolvida no Centro de
Ciéncias e Tecnologia Agroindustrial da Universidade Federal de Campina Grande, campus
Pombal— PB em parceria com o Nucleo de Pesquisa Experimental do Centro Universitario de
Patos - UNIFIP e o laboratério de Biomedicina BIOLAB — UNIFIP. Para esta pesquisa, foram
utilizados 50 ratos Wistar, oriundos do biotério do Nucleo de Pesquisa Experimental - NUPE,
onde foram dispostos em 5 grupos, sendo com 10 ratos em cada: GRUPO I- Variavel de
Controle (C1 a C10); GRUPO II- Artritico induzido A (Al a A10)- artritico induzido sem
tratamento posterior; GRUPO III- Artritico induzido X (X1 a X10) - Com tratamento através
de exercicio varidvel; GRUPO IV- Artritico induzido Y (Y1 a Y10) - Com tratamento
utilizando apitoxina; GRUPO V- Artritico induzido Z (Z1 a Z10) - Com tratamento utilizando
apitoxina e exercicio varidvel. Conclui-se que os grupos IV e V, apresentaram melhores
resultados na nocicep¢do e inflamacdo. O grupo IV apresentou destaque nas varidveis de
edema, com média de 1,14+0,2 e auséncia de 90% do rubor nos animais. Outra variavel
observada foi o calor no qual o grupo III, 100% dos animais apresentaram auséncia da
hipertermia em comparacdo ao grupo IV com 90%. As medidas de dor e rigidez os grupos III,
IV e V alcancaram resultados mais efetivos com destaque para os grupos IV e V com dor leve
em 70% e normal 30%, ja na rigidez a ausente ficou presente em 30% no grupo IV e 12,5%
no grupo V. E, por fim, com relacdo ao exame laboratorial, mais precisamente a Proteina C
Reativa o grupo IV apresentou maior efeito na diminui¢do da inflamacdo em comparacao aos
demais. Apesar dos resultados positivos, € recomenddvel novas pesquisas com condutas
(exercicios e formulacdes variadas) para resolutividade da patologia em curto tempo.

Palavras-chave: Inflamacdo. Dor. Veneno de abelha. Tratamento.



CARVALHO, Aline Guimaraes. Study on the use of the Appis Mellifera’s apitoxin in
induced arthritis in Wistar rats. 2020. 66 p. Dissertation (Masters in Gestdao e Sistemas
Agroindustriais) — Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Pombal-PB, 2020.

ABSTRACT

Apitoxin is a product secreted by the bees of the species Apis Mellifera, whose objective is to
protect the colony against predators present near or in the hives. This substance is secreted
through glands of acid secretion and alkaline secretion, found inside the abdomen of worker
bees. Its therapeutic potential is related to the activities: Neuroprotective, radioprotective,
healing, anti-tumor, anti-inflammatory and anti-nociceptive / analgesic, which includes
rheumatoid arthritis (RA). RA is an autoimmune pathology, still of unknown etiology,
characterized by pain and inflammation and by the involvement of several peripheral joints, it
presents itself in a symmetrical way that leads to deformity and destruction of the joints due to
bone and cartilage erosion. In this research, the objective was to verify the anti-inflammatory
and anti-nociceptive actions of Appis Mellifera's apitoxin on knee arthritis, induced in wistar
rats. It is an experimental research, of a quantitative character, where a population study is
exposed to a specific treatment protocol. The research was developed at the Agroindustrial
Science and Technology Center of the Federal University of Campina Grande, Pombal
Campus — PB in partnership with the Experimental Research Center of the University Center
of Patos - UNIFIP and the Biomedical Laboratory BIOLAB - UNIFIP. For this research, 50
Wistar rats were used, coming from the vivarium of the Experimental Research Center —
NUPE, where they were arranged in 5 groups, with 10 rats in each: GROUP I - Control
Variable (C1 to C10); GROUP II - Arthritic induced A (Al to A10) - arthritic induced
without further treatment; GROUP III- Arthritic induced X (X1 to X10) - With treatment
through variable exercise; GROUP IV - Y-induced arthritic (Y1 to Y10) - With treatment
using apitoxin; GROUP V- Z-induced arthritic (Z1 to Z10) - With treatment using apitoxin
and variable exercise. It is concluded that groups IV and V, presented better results in
nociception and inflammation. Group IV showed prominence in the edema variables, with a
mean of 1.14 + 0.2 and absence of 90% of flushing in the animals. Another variable observed
was the heat in which group III, 100% of the animals showed absence of hyperthermia
compared to group IV, with 90%. The measures of pain and stiffness in groups III, IV and V
achieved more effective results, with emphasis on groups IV and V with mild pain in 70% and
normal 30%, whereas in stiffness the absent was present in 30% in group IV and 12.5% in
group V. In addition, finally, regarding the laboratory examination, more precisely, the
Reactive Protein C group IV had a greater effect in reducing inflammation compared to the
others. Despite the positive results, further research with conducts (exercises and varied
formulations) is recommended for resolving the pathology in a short time.

Keywords: Inflammation. Ache. Bee poison. Treatment
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1 INTRODUCAO

A apicultura possibilita um diferencial, inclusive sobre outras criacdes, pois nos
fornece de forma sustentdvel alguns produtos como mel, geleia real, cera, e o proprio veneno
produzido pelas abelhas do género Apis mellifera cujo objetivo € proteger a colOnia contra
predadores (SOUZA et al., 2016).

De acordo com Dantas et al. (2013), outra importancia do veneno de abelha, também
denominado como apitoxina, é o seu potencial terapéutico no que se diz respeito as
atividades: Neuroprotetor, radioprotetor, cicatrizante, antitumoral, anti-inflamatério e anti-
nociceptivo/analgésico.

Para Leite e Rocha (2005), as possibilidades do uso terdpico do veneno de abelha sio

indmeras, entre elas podemos destacar as patologias reumatologias como a bursite, tendinite e
a artrite reumatoide, sendo a ultima com destaque no estudo.
Mangini e Melo (2003) definem a artrite reumatoide é uma doenca articular autoimune de
etiologia idiopdtica, caracterizada por inflamac¢do sinovial e erosdo Ossea e, podendo haver,
também, manifestagdes extra-articulares. Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS),
estima-se que 25% da populacdo acima de 65 anos sofram de dor e incapacidade devido
algumas patologias inflamatorias e degenerativas (RICCI; COIMBRA, 2006).

Oliveira et al. (2015) e Hallert et al. (2004), mostram que a incapacidade de realizar as
Atividades Bdsicas de Vida Didria, € habitualmente associada a uma maior dependéncia fisica
e mental, diminuindo a capacidade de trabalho e o rendimento financeiro, € aumentando a
utilizacdo dos servicos de assisténcia a saide.

Frente a essa problemdtica, surgiu um interesse pessoal nesta pesquisa que se acentuou
a partir das vivéncias realizadas em uma Institui¢do de Ensino Superior do interior da Paraiba,
com individuos que apresentam comprometimento da cartilagem articular, em especial de
joelhos, considerando também a escassez literdria sobre o tema proposto.

A artrite podera vir acarretar vérios tipos de complicagdes, entre elas a incapacidade
funcional que pode muitas vezes gerar insegurancga diante situacdes novas, comprometimento
no desenvolvimento da percepcdo espacial e habilidades motoras. Em meio a essas
complicagdes a intervengdo terapéutica por meio da apitoxina tem como finalidade promover
ao portador da artrite inimeras reagdes fisioldgicas que visam minimizar o agravamento da
disfunc¢do, garantindo uma melhor qualidade de vida, mas ainda, faz-se a necessidade que haja

pesquisas voltadas a temdtica. Uma vez tendo essa associacao, o estudo objetivou verificar as
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acoOes anti-inflamatdria e anti-nociceptivo, com uso da apitoxina de Appis Mellifera sobre a
artrite de joelho induzidas em ratos wistar.

A partir do exposto o estudo teve como finalidade verificar as acdes anti-inflamatdria e
antinociceptiva, com uso da apitoxina de Apis mellifera sobre a artrite de joelho induzidas em

ratos wistar.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico da apicultura

A apicultura € uma atividade agropecudria destinada a criacdo e manejo de abelhas da
espécie Apis mellifera também conhecida como abelhas africanizadas, em confinamento sob
supervisdo e controle do homem, no qual sdo utilizados equipamentos e métodos para abriga-
las em colmeias artificiais, como também utilizados na sua sobrevivéncia e producdo natural
de matérias-primas (PERUCA et al., 2002).

Em meados dos anos 70, novas racas de abelhas foram introduzidas no Brasil,
destacando-se as abelhas africanizadas, com o passar dos tempos, a atividade apicula foi se
profissionalizando e novas técnicas de producdo foram surgindo devido as caracteristicas
climédticas do pais, com diversidade e abundancia de flora, além disso a apicultura muitas
vezes se torna uma fonte de renda extra devido a facilidade na criacdo e por ndo necessitar de
cuidados didrios, permitindo ao agricultor alternar com outras atividades (GONCALVES,
2004).

A atividade de criacdo de abelhas redne todos os requisitos do tripé da
sustentabilidade: Ecoldgico no qual gera baixo impacto ambiental, contribui também com a
conservagdo do meio ambiente da biodiversidade natural e vegetacao local, que sdo fontes de
alimentos como o pdlen e néctar; Social a mdo-de-obra € realizada pelo agricultor ou até
mesmo o proprio familiar, evitando assim a evasdo dos produtores para dreas urbanas;
Econdmico que € gerador de renda para os produtores, entre eles destaca-se o mel, geleia real,

cera, polinizacdo e a apitoxina (SOUZA, 2014).

2.2 A Apitoxina

2.2.1 Conceito

A apitoxina é um produto secretado pelas abelhas da espécie Apis Mellifera, cujo
objetivo € proteger a colonia contra predadores presentes préximos ou nas colmeias, esse
veneno € secretado através de glandulas de secrecdo acida e de secrecdo alcalina, encontrada
no interior do abddomen das abelhas operdrias (FITZGERALD; FLOOD, 2006;
KAZIMIROVA, 2012).
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2.2.2 Método de extracdo

Para extrair a substancia é utilizado um coletor feito de madeira ou plastico com
armacdo de arame e abaixo da armacao uma folha de vidro, podendo ser coberta com pléstico
ou material de borracha para evitar a contaminacdo do veneno, o coletor é conectado a um
dispositivo que gera impulsos elétricos alimentado com bateria de 12v e 2°. A coleta deve ser
feita apenas 60 minutos por dia e para adquirir um grama de veneno € preciso extrair de uma
quantidade equivalente a dez colmeias (ABRANTES, 2015).

Para o procedimento com uso do coletor, o mesmo é depositado dentro da colmeia, as
abelhas entram em contato com o dispositivo e recebem um choque elétrico moderado, com
isso elas picam a superficie da folha do coletor, pois compreendem a estimulo elétrico como
uma fonte de perigo. O veneno € entdo depositado entre o vidro e o material protetor, apds
isso espera-se sua secagem e depois € retirado a substancia e acondicionada em recipiente e

temperatura apropriada (DANTAS, 2013).

2.2.3 Normatizacio de comercializacdo da apitoxina

Com base no art. 83, inciso IV do Regimento Interno da Secretaria de Defesa
Agropecudria, aprovado pela Portaria Ministerial n° 574, de 8 de dezembro de 1998,
considerando que € necessdrio instituir medidas que normatizem a industrializacdo de
produtos de origem animal, garantindo condicdes de igualdade entre os produtores e
assegurando a transparéncia na produgdo, processamento e comercializacio (BRASIL, 1999).

Foi aprovado pelo secretdrio de defesa agropecudria, substituto, do ministério da
agricultura e do abastecimento e publicado no Didrio Oficial da Unido no dia 23 de janeiro de
2001, o regulamento técnico para fixacdo de identidade e qualidade de apitoxina, no qual se
refere a apitoxina destinada ao comércio nacional ou internacional, e com objetivo de

estabelecer a identidade e os requisitos minimos de qualidade que deve atender a apitoxina, a

ser utilizada como matéria-prima para fins opoterdpicos (BRASIL, 2000).

2.2.4 Componentes da apitoxina

A terapia com veneno de abelhas, € utilizada na medicina tradicional chinesa, Grécia

antiga e Egito, ha séculos, para tratamento da artrite, reumatismo, outras doengas autoimunes,
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também contra cancer, doencas da pele, infeccdo. Os Principais componentes da apitoxina
sdo:

2.2.4.1 Peptideos

Polipeptidio de granulador de mastdcitos tem como funcdo expulsar os predadores
como os artropodes e insetos, em estudo feitos com ratos observou o aumento da memoria a

curto prazo (BECK, 1997).

2.2.4.2 Hialuronidase

Substancia ndo muito toxica, libera o acido hialurbnico que conecta uma célula a
outra (espago extracelular), facilitando a entrada de substancias curativas para e a eliminacao
de substancias téxicas em uma drea danificada (BECK, 1997; SOUZA, 2008; FRANCA;
MEDEIROS, 2003).

2.2.4.3 Fosfolipase

A2 é uma enzima encontrada em todos os seres vivos, sendo uma das mais ativas
fosfolipases. Provoca ruptura dos fosfolipidios da membrana celular, contracio do musculo
liso, hipertensdo e aumento da permeabilidade vascular (SOUZA 2008; MAIA, 2012). Na
apitoxina existem duas substancias de fosfolipase A2, sendo encontrado em maior quantidade
nas abelhas africanas que nas europeias pequenas doses, a fosfolipase A2 ndo apresenta

danos, exceto em pessoas alérgicas (MAIA, 2012).
2.2.4.4 Melitina

E uma proteina com ag¢des de atividade hemolitica, antifingica, antitumoral, poderoso
efeito bactericida e alto poder anti-inflamatério, sendo considerada o principal agente da
apitoxina na terapia da artrite reumatica (FRANCA; MEDEIROS, 2003).

2.2.4.5 Apamina

E um conjunto com outra substancia a melitina, elas estimulam os sistemas adrenal e

pituitdrio a produzirem cortisol e outros esteroides naturais, que tem relevante papel na terapia
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da artrite (MAIA, 2012).

2.2.5 Aplicabilidade terapéutica da apitoxina

O médico austriaco Philip Terc. redescobriu a acdo curativa da apitoxina com fins
terapéuticos aplicados a seres humanos e animais. Por apresentar uma mistura de enzimas,
peptideos, aminas, carboidratos e lipideos, serd desencadeado reagdes bioldgicas e
bioquimicas resultando em agdes benéficas no tratamento de diversas patologias (ALMEIDA,
2017).

Para Moreira (2012) a apitoxina atua no tratamento de doencas do aparelho
respiratorio, neuroldgicas, dermatoldgicas, reumatoldgicas, entre outros. Devido as acOes anti-
inflamatoria, analgésica, vasomotor e imunoativagdo, porém essas acOes dependerdo das
fracdes e quantidades das enzimas presentes na toxina.

Ainda segundo o autor acima citado a funcdo principal da apitoxina é de equilibrar e
aumentar as defesas do organismo e suas indicacdes incluem doencas/disfuncoes
dermatoldgicas, hematoldgicas, otorrinolégicas, pulmonares, osteoarticulares, cardioldgicas,
imunoldgicas, neuroldgicas, degenerativas, endocrinoldgicas, geniturindrias, digestivas e
autoimunes.

Como relacdo as doengas osteoarticulares e autoimune, no qual se enquadra a artrite
reumatoide, baseado nas propriedades da apitoxina e suas acdes, que se destaca o seu alto
poder analgésico e anti-inflamatdrio, a terapia atua na alteracdo na resposta imune, € com
relacdo a acdo anti-inflamatéria por estimulacio da producdo natural do cortisol

(MORSOLETO et al., 2005).

O tratamento por apiterapia em alguns tipos de artrite, como a artrite
reumatoide, tem que ser complementar a fisioterapia, servindo como:
“um apoio a reabilitagio convencional, reconhecendo suas
potencialidades e perigos, mas também sua efetividade analgésica,
anti-inflamatéria, de apoio a restaurag¢do do tecido articular e melhora
na qualidade de vida dos pacientes (TOBAR; ANDRADE;
GONGORA, 2010).

Como em toda terapia existe contraindicacdo, esta modalidade terapéutica também
apresenta, como em pacientes que apresentam alergia a toxina, diabetes, hemofilia,
insuficiéncia renal, gestantes, entre outras. Em caso de altas dosagens do veneno podera

ocorrer dano irrepardvel, como a morte, esses individuos apresentam necrose tubular aguda
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com presenga de cilindros de hemoglobina e/ou mioglobina no interior dos tibulos renais, os
musculos esqueléticos apresentam protedlise intensa com liberacdo de mioglobina e
creatinofosfoquinase para a circulacaio (MODANESI, 2012).

Apesar de toda sua eficdcia, sendo um dos mais importantes produtos da apicultura na
inddstria farmacéutica, no Brasil o uso da apitoxina é pouco utilizada devido as reacdes

alérgicas, porém em outros paises a terapéutica € muito empregada (ALMEIDA, 2017).

2.2.6 Artrite reumatoide

2.2.6.1 Conceito

A Artrite Reumatoide (AR) € uma patologia autoimune, ainda de -etiologia
desconhecida, caracterizada com quadro algico e inflamatério e por acometimento de varias
articulagdes periférica, apresenta-se de forma simétrica que leva a deformidade e a destrui¢ao
das articulagdes em decorréncia da erosdo Ossea e da cartilagem (OKUA; PINHEIRO;
ARAUIJO, 2009).

De acordo com alguns estudos o desenvolvimento da AR estd ligada as doencas
autoimunes devido os por fatores hormonais, ambientais e imunoldgicos, que atuam em
conjunto sobre individuos geneticamente suscetiveis. Outro contribuinte sdo os fatores
genéticos que estdo associados a positividade do anticorpo antipeptidio ciclico citrulinado
(anti-CCP) e a resposta do paciente ao tratamento. Com relacdo ao sexo, a probabilidade € trés
vezes mais no sexo feminino com o desenvolvimento de formas mais graves da doenca

(LUNDSTROM, 2009).

2.2.6.2 Fisiopatogénese

Com relagdo a fisiopatogenia da artrite reumatoide, Goeldner et al., (2011) relatam
que: A AR ¢ resultante da acdo das células T e B autorreativas, que levam a sinovite, a
infiltracdo celular e a um processo desorganizado de destruicdo e remodelacdo dGssea. A
membrana sinovial € a principal fonte de citocinas pro-inflamatdrias e proteases e, em
conjunto com osteoclastos e condrécitos, promove a destruicao articular. Projecdes de tecido
proliferativo penetram na cavidade articular, invadindo a cartilagem e o tecido 0sseo,

formando o pannus, caracteristico da AR.
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A membrana sinovial, que normalmente secreta o fluido articular
para lubrificacdo e nutricdo da cartilagem, consiste em uma ou
duas camadas de células formadas pelos sinovidcitos tipo A
(semelhante ao macréfago) e tipo B (semelhante ao fibroblasto) e
tecido conjuntivo frouxo adjacente. Os sinovidcitos do tipo A
normalmente fagocitam os restos celulares e outros materiais
(debris) presentes no fluido sinovial. Algumas citocinas pré-
inflamatdrias, tais como as interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6) ¢ o
fator de necrose tumoral (TNF-a) sdo também liberadas por essas
células. J& os sinovidcitos tipo B, mediante um processo
inflamatério articular, sdo capazes de produzir prostaglandinas
(PGs) e enzimas proteoliticas como as metaloproteinases de matriz
(MMP) na articulagdo (SAKAGUCHI; SAKAGUCHI, 2005).

O desenvolvimento progressivo da artrite estd acompanhante do reconhecimento
de antigenos por linfécitos T CD4+ no tecido sinovial, a relacdo com agentes infecciosos,
ou a exposicdo a outros agentes externos. Iniciado o processo inflamatério, ocorre a
resposta nociceptiva e de edema na articulacdo. A partir da ativacdo das células T e B os
mondcitos, macréfagos e fibroblastos sinoviais sdo estimulados aumentando a producao
de moléculas pro-inflamatdorias como as citocinas, quimiocinas, auto-anticorpos
imunocomplexos e mediadores endégenos (CAMARGO, 2007).

Dando sequéncia, ocorre a estimulacdo na producdo de metaloproteinases de
matriz pelos fibroblastos, osteoclastos e condrécitos. Os auto-anticorpos reconhecem
moléculas articulares como o coldgeno tipo II e os proteoglicanos, promovendo assim a
inflamacao sinovial (CAMARGO, 2007).

A evolucdo do quadro leva a proliferacdo das células sinoviais, o edema,
osteopenia periarticular e a formacao do pannus invasivo associado ao quadro de erosao
do tecido Osseo, degradacdo da cartilagem e neovascularizacdo da cavidade sinovial
(SZEKANECZ; KOCH, 2001).

A artrite induzida por Adjuvante Completo de Freund (CFA) € um modelo
experimental de doenga autoimune mediada por células T que se assemelha a artrite
reumatoide do homem, e que causa mudangas histopatoldgicas, infiltracdo celular,
hipersensibilidade e edema da articulacdo afetada. O experimento € utilizado para
investigacdo de tratamentos sejam eles farmacol6gicos ou condutas com exercicio adequados

para a artrite reumatoide (ZHANG et.al., 1999).

2.2.6.3 Adjuvante Completo de Freund na indugdo de artrite

O CFA, em homenagem a Jules T. Freund, imunologista nascido na Hungria, ¢ uma
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solucdo que € utilizada para potencializar a resposta do sistema imunitario humoral e celular
contra a uma substincia estranha, ou seja, imunégenos coadministradores. E composto por
uma emulsdo oleosa em d4gua com bactérias inativadas ou secas, geralmente de
Mycobacterium tuberculosis ou espécies Mycobacterium butyricum (GOMES, 2008).

Podemos encontrar dois tipos de adjuvante de Freund sendo a primeira solugdo
contendo 6leo mineral adjuvante completo de Freund, que € um tipo de emulsdo de dgua em
O0leo de parafina, contém também um surfactante chamado mono-oleato de manida e
microbactérias mortas pelo calor. Ja o segundo tipo é chamado de adjuvante incompleto de
Freund ndo contém microbactérias e ¢ menos eficaz (NAGAKURA et al., 2003).

Por ser um agente muito potente, o Adjuvante completo de Freund estimula a
imunidade mediada por células e humoral, isso quer dizer que anticorpos atacam as células do
sistema imunoldgico. A solucdo de CFA € um agente toxico, pois o 6leo mineral ndo pode ser
metabolizado de forma eficiente, resultando assim na formagdo de granulomas, necrose,
inflamacdo, dor e em locais de aplicagdo. Quando ocorre exposi¢do recorrentes a adjuvante
completo pode levar a reacdes graves, diminui¢do da imunidade, até a morte (GOMES, 2008).

Para 0 manuseio da todos os materiais devem ser estéreis e locais de inje¢cdo devem
passar pelo procedimento de antissepsia para evitar a contaminagdo e infec¢do. A via mais
utilizada € a via subcutdnea ou intraperitoneal, outros tipos de vias poderiam sofrer
complicagdes como ulceras e necrose devido administragdo por via intradérmica, a necrose
dos miusculos e claudicacdo pode resultar da administragdo intramuscular, e embolia
pulmonar podem resultar da administracdo intravenosa (NAGAKURA, et al., 2003).

Ainda para Nagakura et al. (2003), outros meios de precaucdes é que o Adjuvante
completo de Freund € uma substancia perigosa e ndo estd aprovado para testes em seres
humanos, seu procedimento € utilizado em animais de laboratério. Para evitar qualquer
acidente de contato com a pele, deve-se utilizar vestudrio de protecdo, bem como a drea de
manipulagdo, deve ser bem iluminado e bem ventilado.

E por meio do CFA que é induzida a doenga autoimune, que se assemelha a artrite
apresentada em humanos (ZHANG et al., 1999). O método consiste na injecao intradérmica
de CFA de Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium butyricum em locais anatdmicos
especificos de ratos (BILLIAU; MATTHYS, 2001). Apdés a inducdo ocorre o processo
inflamatério de forma rédpida, geralmente em dez dias de forma agressiva, a inflamacao
acomete uma ou vdrias articulacdes e provoca intensa reabsor¢do dssea. A via de imunizagdo
¢ intradérmica, na base da cauda, nas articulacdes de joelho ou tornozelo, porém existe varios

métodos de inducao, conforme alguns autores abaixo (CANNON et al., 1993).
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Na pesquisa de Menezes (2013) foi realizado indu¢@o com inje¢do intradérmica de 0,1
mL de CFA na base da cauda, lateral esquerda, logo foi feita a injecdo intraplantar de 0,1 mL
de CFA na pata posterior direita. Apds cada injecdo, foi aguardado aproximadamente 10 s
antes da retirada da agulha, a fim de evitar o efluxo do liquido injetado. No dia seguinte, foi
realizado o procedimento da segunda injecdo intradermica de 0,1 mL de CFA na base da
cauda, lateral direita.

No estudo de Gomes et al. (2014) os ratos da linhagem Wistar receberam duas
injecOes de adjuvante completo de Freund com Mycobacterium tuberculosis (1,0mg/mL;
S50uL) e Mpycobacterium butiricum (0,5mg/mL; 50uL) intra-articular nas articulacdes
tibiotdrsica ou tibiofemural ou, ainda, uma injecdo de adjuvante completo de Freund
(Mycobacterium butiricum ou tuberculosis) intradérmica na base da cauda e outra intra-
articular (tibiotérsica ou tibiofemural). Para os diversos protocolos de indugdo neste estudo,
foram utilizados intervalos de 8 dias quando feito com Mycobacterium tuberculosis e 21 dias
Mycobacterium butiricum.

ApOs a imunizacdo, ocorre a destrui¢do articular, infiltrado celular, particularmente o
neutrofilico, porém essa resposta inflamatdria dependente da ativacdo das células T. O quadro
apresenta sinais semelhantes com a artrite humana como edema das extremidades,
degeneracdo das cartilagens, infiltracdo de linfécitos, perda funcional das articulacdes e

reabsorcdo 6ssea (MENEZES, 2013)

2.2.6.4 Diagnéstico

Segundo Goeldner er al. (2011), o diagndstico da Artrite Reumatoide é realizado
através da avaliacdo clinica através de tOpicos da inspecdo, palpagdo, exames laboratoriais,
cujo objetivo € sinais de comprometimento funcional e detectar inflamacao, ja os de imagem
para diagnosticar a presenca de processo degenerativo e inflamatoério.

No que se diz respeito ao diagndstico apds inducdo, durante a avaliacdo, mais
precisamente no exame fisico podemos observar, o edema periarticular no local da aplicagdo
(joelho ou tornozelo), pelo volume de pata ou espessura da articulacdo, presenca de eritema e
deformidade. No que tange os exames laboratoriais € utilizado hemograma e Proteina C
Reagente (PCR) para avaliar reagdes inflamatdrias, e leucograma do fluido sinovial para
mensurar o quantitativo de leucdcitos. Os exames laboratoriais sevem para garantir
metodologia cientifica e permite validacdo nos resultados do estudo. No exame de imagem

como ultrassonografia, ressonancia nuclear magnética ou radiografia pode-se observar
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destruicio da membrana sinovial, destruicao progressiva das matrizes extracelulares dos
tecidos dsseo e cartilaginoso e a reducdo do espaco articular do joelho doente (TRENTHAN;
TOWNES; KANG, 1977).

2.2.6.5 Tratamento

Estudos comprovam a importancia do tratamento precoce e adequado da AR, entres
eles a educagdo do paciente, terapias psico-ocupacionais e medicamentos que inclui drogas
anti-inflamatdrias ndo esteroidais (AINEs) e glicocorticoides (CGs), drogas antirreumaticas
modificadoras do curso da doengca (DMARD) e agentes imunobiolégicos (DANTAS et al.,
2013).

Ainda segundo o autor acima, por se tratar de uma doenca autoimune e inflamatoria, a
Apitoxinoterapia tem sido estudada como alternativa para tratamento da artrite reumatoide por
possuir um efeito supressor sobre respostas pré-inflamatdéria. A apitoxina exerce um efeito
anti-inflamatério por suprimir a transcricdo génica da cicloxigenase e citocinas pro-
inflamatorias

Com base na fisioterapia, ela atua para restaurar o grau de funcionalidade através de
condutas utilizando a cinesioterapia aplicadas em solo ou meio aquatico, visando a reducao do
quadro dlgico, melhora dos sinais e sintomas da inflamacao, fortalecimento e alongamento da
musculatura (TOBAR, ANDRADE, GONGORA, 2010).

Para alguns autores, a exemplo de Laurindo et. al. (2002) na fase aguda, o tratamento é
apenas com medidas de analgesia e, apds a diminui¢do dos sintomas de dor e edema, nas fases
subaguda e cronica, inicia-com exercicios para mobilidade articular, flexibilidade e for¢a. A
conduta precoce com movimento pode agravar a dor e aumentar o edema. J4 para Rall e
Roubenoff (2000) recomendam que durante a fase ativa da doenca, ocorra a realizagdo de

exercicios fisico sem carga e que quando houver reducdo da doenga, incluir pesos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do estudo

O estudo foi desenvolvido no Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroindustrial da
Universidade Federal de Campina Grande, campus Pombal- PB, em parcerias com os
Laboratdrios de Pesquisa Experimental do Centro Universitirio de Patos - UNIFIP e com o
laboratério de Biomedicina BIOLAB - UNIFIP. No que se diz respeito a matéria-prima, a
apitoxina, foi adquirida em um apidrio localizado no Rio Grande do Norte, e o farmaco foi
formulado em um laboratério localizado na cidade de Sousa-PB, utilizando 4g de apitoxina,

resultando em uma emuls@o ndo idnica de apitoxina a 0,7%.

3.2 Populac¢iao e amostra

Para esta pesquisa, foram utilizados 50 ratos Wistar machos e fémeas, oriundos do
biotério do Nucleo de Pesquisa Experimental — NUPE da UNIFIP, onde foram dispostos em 5
grupos, com 10 ratos em cada. Os animais foram acomodados em gaiolas de polipropileno,
contendo entre 3 a 4 ratos do mesmo sexo em cada, previamente identificados com acido
picrico em cada parte do corpo (Figura 1), os mesmos foram mantidos em uma sala com
temperatura ambiente entre 22°C a 24°C, também eram submetidos a um ciclo de claro/escuro
de 12h, alimentados com racdo especifica ad libitum e com 4gua a livre demanda através de

bebedouros instalados na gaiola, estes tiveram distribuidos:

Figura 1 — Populacdo e amostra em: (A) gaiolas de polipropileno, com separa¢do de grupos;
(B) identifica¢do da amostra com 4cido picrico.
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E$1UIDD SOBRE A UTILZAGAO DA APITOXINA DE
ppis ieliifers NA ARTRITE INGUZIDA EM RATOS P
wistar

PESQUISADORA: Alne Guimardes Carvai

GRUPO II; ARTRITICO INDUZIDO SEM
TRATAMENTO A (A1 & Ad)

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
GRUPO I-

v Varidvel de Controle (C1 a C10) - sem indugdo e tratamento (sendo 7 fémeas e 3
machos);
GRUPO II-

v" Artritico induzido A (A1 a A10) -artritico induzido sem tratamento posterior (sendo 6
fémeas e 4 machos);
GRUPO III-

v’ Artritico induzido X (X1 a X10) - Com tratamento através de exercicio fisico (sendo 6
fémeas e 4 machos);
GRUPO 1V-

v’ Artritico induzido Y (Y1 a Y10) - Com tratamento utilizando Apitoxina (sendo 7
fémeas e 3 machos);
GRUPO V-

v' Artritico induzido Z (Z1 a Z10) - Com tratamento utilizando Apitoxina e exercicio

fisico (sendo 7 fémeas e 3 machos).

3.2.1 Critérios de inclusao

Animais machos e fémeas de trés meses, nunca manuseados, com condi¢do geral ao

estado clinico e motricidade normal e que apresentaram artrite por meio de inducao.

3.2.2 Critérios de exclusao

Animais machos e fémeas com alteragcdes de comportamento com agressividade,

Autofagia ou mutilagdo entre os animais e outras patologias que afetam a funcionalidade que
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ndo esteja relacionada a inducao.

3.3 Instrumentos utilizados

Anotacdes didrias de tratamento e avaliacdo semanal, no que se diz respeito

morfometria de peso e medida corporal, temperatura, medida da articulacdo, quadro

inflamatorio, dor e funcionalidade utilizando instrumentos como:

3.3.1 Avaliagao

Foram utilizados como instrumentos para avaliacao: coletor de Paquimetro, balanca de

precisao, fita métrica, termdmetro infravermelho.
3.3.2 Farmacos

Os farmacos utilizados foram: Anestésico ketamina® a 10% na dose de 1 g/kg (0,1
mL/100 g) e xilazina® a 2% na dose de 0,02 g/kg (0,1 mL/100 g), apitoxina em emulsio
creme a 0,7%, seringas de 2ml.
3.3.3 Tratamento

Foram utilizados tanques com capacidade para 20l de dgua com as seguintes
dimensdes: 70cm X 55cm X 40cm (profundidade, largura e comprimento, respectivamente e
nivel da 4gua de 40 cm, toalhas, aquecedor de dgua, espétulas.
3.3.4 Instrumentos

Foram utilizados para eutanasia e coleta de sangue: caixa de inox 18x08x03 cm, pinca
anatdmica com dente de rato 16 cm, pinca anatdmica com serrilha 16 cm, tesoura cirdrgica 15

cm, bandejas de dissecacao.

3.3.5 Equipamentos
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Compreende os de uso continuo, como: luva de aco, gaiolas de polipropileno e

Equipamentos de Protecdo Individual- EPI'S como luva de l4tex, méscara e touca.

3.4 Procedimentos

A obtencio dos dados aconteceu apés a aprovagio do projeto pelo Comité de Etica do
uso animal. A manipulacdo foi feita com intervalo de 24 (vinte e quatro) horas, e de
preferéncia no mesmo horario.

O tratamento foi realizado 5 (cinco) vezes por semana. Cada procedimento foi
efetuado por um pesquisador treinado, dnico, o qual obedeceu a uma sequéncia idéntica das
normas ja estabelecidas.

Para obtencdo da matéria-prima foi realizado a escolha de um apidrio localizado na
cidade de Natal- Rio Grande do Norte, no qual ela é coletada através de uma instalacao de
colmeias que contém placas coletoras e eletroestimulador, onde por meio de choques elétricos
com utilizacdo de eletrodos de aco inox conectados a uma bateria e laminas de vidro
posicionado no alvado da colmeia, ret€m a apitoxina ap0s a picada de abelha.

As laminas contendo o produto é deitada sobre uma mesa em ambiente
desumidificado, onde apds 3h, com uma lamina de estilete € retirado a apitoxina através de
raspagem e armazenado em frasco ambar, lacrado, embalado em pléstico PVC e transportado
em uma caixa de isopor até o destino na cidade de Patos — PB.

Antes do inicio dos protocolos, os animais foram anestesiados com ketamina® a 10%
na dose de 1 g/kg (0,1 mL/100 g) e xilazina® a 2% na dose de 0,02 g/kg (0,1 mL/100 g), em
seguida mensurados: O comprimento com utilizacdo de uma fita métrica no sentido céfalo-
caudal, peso através de uma balanga, temperatura corporal com o termometro infravermelho,
avaliacdo da medida da articulacdo tibio-femoral com um paquimetro posicionado na regido
da interlinha articular do joelho, utilizada como ponto de referéncia no sentido latero-medial
(Figura 2), os sinais de dor no qual foi observado a presenca de claudicacdo durante a
deambulacdo por tempo de 5 minutos, rubor com alteragdo da coloragdo, a cor vermelha com
todas as suas nuances.

Figura 2 — Avaliacdo da amostra: (A) comprimento; (B) peso; (C) temperatura; (D) medi¢ao
da articulag@o do joelho.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
Ainda na avaliacdo, observou o calor com aumento da temperatura da regido em

comparacdo com o contralateral no qual foi realizado a avaliacio comparativa através do
toque, rigidez intra-articular por meio de mobilizacdo manual da articulacdo em comparacio
com a articulagdo contralateral, determinando, desta forma, a resisténcia a flexdo ou extensao,
de acordo com Evans et al. (1960).

Logo ap6s, iniciou-se o processo de inducao da artrite seguindo o protocolo de Gomes
(2008) através do Adjuvante Completo de Freund — CFA contendo Mycobacterium butyricum
(0,5mg/mL; 50uL) na base da cauda (intradérmica) e outra na articulacdo Tibiofemoral (intra-

articular, 50 uL), apds 21 dias (Figura 3).

Figura 3 — Inducdo da artrite: (A) base da cauda; (B) articulacdo tibiofemoral; (C) articulagdo
apos a finalizagdo do protocolo de indugdo.
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Fonte: dados da pesquisa, 2019.

Na coleta final, foi realizada uma nova avaliacdo do comprimento, peso corporal,
temperatura corporal, avaliacdio da medida da articulacdo tibio-femoral, os sinais de dor,
rubor, calor, rigidez e a coleta de sangue para andlise da Proteina C Reativa (PCR) e
hemograma completo.

Ao final seguiu o protocolo de eutandsia de acordo com a Resolu¢do Normativa N° 13,
de 20 de setembro de 2013 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal
(CONCEA, 2013) com administragdo, por via intraperitoneal de sobredosagem de ketamina®
a 10% na dose e xilazina® a 2%, apds confirmacdo da morte através da perda de consciéncia,

auséncia de reflexos e apneia (Figura 4).

Figura 4 — Administracdo, por via intraperitoneal da ketamina® a 10% na dose e xilazina® a
2%: (A) quadrante inferior direito; (B) aplicacdo dos anestésicos.
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Fonte: https://www.unifal-mg.edu.br/ABELA-DE-DOSES-para-CEUA.

Dando sequéncia foi realizada a coleta de sangue por meio de pun¢do cardiaca direta
(Figura 5), e logo o sangue foi colocado em tubo coletor de 2 ml com EDTA e encaminhado
para o laboratdrio para andlise. Para rejeite, a carcacga foi acondicionada em saco branco de

residuo bioldgico, seguindo o descarte de residuos.

Figura 5 — Puncio intracardiaca para analise hematoldgica

Fonte: CONCEA (2008); Dados da pesquisa, 2019.

O ciclo foi de aproximadamente dois meses para os grupos de estudo. Diante disso, os

protocolos seguiram da seguinte forma:

GRUPO 1

v" Varidvel de Controle — Sem interven¢@o, apenas para comparacdo de resultados

GRUPO 11

v' Artritico induzido A (artritico induzido sem tratamento posterior) onde no primeiro dia
passaram por avaliacdo inicial pré-lesdo de comprimento, peso corporal, temperatura corporal,
avaliacdo da medida da articulagdo tibio-femoral, sinais de dor, rubor, calor, rigidez e o
procedimento artrite experimental com CFA na cauda, e que se repetiu 21° dia de aplicacdo
na articulacdo, logo apds foi realizado uma nova avaliacdo. Esta varidvel ndo realizou
exercicios e nem experimento opoterdpicos, com excecdo do 1°, 5°, 10° 15° e 20° dia apds a
ultima aplicagao do CFA, nos quais foram avaliados quanto a incapacitagdo articular, dor,

rubor calor e rigidez, bem como comprimento, peso corporal, temperatura corporal, avaliagdao
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da medida da articulac@o tibio-femoral. Apds o término dos procedimentos, foi feito uma

nova coletado do exame fisico e laboratorial para observar os resultados obtidos na pesquisa.

GRUPO III

v’ Artritico induzido X (Com tratamento através de exercicio varidvel), no qual no
primeiro dia passaram por avaliagdo inicial pré-lesao de comprimento, peso corporal,
temperatura corporal, avaliacdo da medida da articulacdo tibio-femoral, sinais de dor, rubor,
calor, rigidez e o procedimento artrite experimental com CFA na cauda, e que se repetiu 21°
dia de aplicacdo na articulagdo, logo apds foi realizado uma nova avaliacdo. Esta amostra
realizou exercicio varidvel no qual os animais realizaram o exercicio de nadar com aumento
gradativo de 30 segundos no intervalo de 24h, perfazendo no vigésimo dia dez minutos. Nesta
amostra nio foi realizado o experimento opoterdpicos. No 1°, 5°, 10°, 15° e 20° dia de treino,
nos quais foram avaliados quanto a incapacitag@o articular, dor, rubor calor e rigidez, bem
como comprimento, peso corporal, temperatura corporal, avaliagdo da medida da articulagdo
tibio-femoral. Ap6s o término dos procedimentos, foi feito uma nova coletado do exame

fisico e laboratorial para observar os resultados obtidos na pesquisa.

GRUPO IV

v' Artritico induzido Y (Com tratamento utilizando Apitoxina), no primeiro dia passaram
por avaliacdo inicial pré-lesio de comprimento, peso corporal, temperatura corporal,
avaliacdo da medida da articulagdo tibio-femoral, sinais de dor, rubor, calor, rigidez e o
procedimento artrite experimental com CFA na cauda, e que se repetiu no 21° dia de
aplicagcdo na articulagdo, logo apds foi realizado uma nova avaliag@o. Esta variante realizou
apenas o experimento opoterdpicos didrio na regido articular do joelho acometido. No 1°, 5°,
10°, 15° e 20° dia de experimentagdo, foram avaliados quanto a incapacitag¢do articular, dor,
rubor calor e rigidez, bem como comprimento, peso corporal, temperatura corporal, avaliagao
da medida da articulac@o tibio-femoral. Apds o término dos procedimentos, foi feito uma

nova coletado do exame fisico e laboratorial para observar os resultados obtidos na pesquisa.

GRUPO V
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v' Artritico induzido Z (Com tratamento utilizando Apitoxina e exercicio varidvel) no
qual no primeiro dia passaram por avaliacdo inicial pré-lesdo de comprimento, peso corporal,
temperatura corporal, avaliacdo da medida da articulacdo tibio-femoral, sinais de dor, rubor,
calor, rigidez e o procedimento artrite experimental com CFA na cauda, e que se repetiu no
21° dia de aplicacdo na articulagdo, logo apds foi realizado uma nova avaliacdo. Esta amostra
realizou exercicios varidvel no qual os animais realizaram o exercicio de nadar com aumento
gradativo de 30 segundos no intervalo de 12h, perfazendo no vigésimo dia dez minutos,
associada ao experimento opoterdpicos didrio na regido articular do joelho acometido. No 1°,
5°, 10° 15° e 20° dia de experimentacdo, foram avaliados quanto a incapacitacdo articular,
dor, rubor calor e rigidez, bem como comprimento, peso corporal, temperatura corporal,
avaliagdo da medida da articulagao tibio-femoral. Apds o término dos procedimentos, foi feito
uma nova coletado do exame fisico e laboratorial para observar os resultados obtidos na

pesquisa.

3.5 Analise de dados

Para a andlise dos dados foi empregado um estudo de natureza quantitativa do tipo
estatistico através de tabelas e gréficos.

Os dados obtidos na avaliacdo foram cotados utilizando-se o programa estatistico
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 21). Foram realizadas as medidas de
tendéncia central (Média) e medidas de dispersdo (desvio de padrdo), assim como medidas de
frequéncias absolutas e relativas.

Para a andlise inferencial foram utilizados os testes Qui-quadrado para verificar a
relacdo direta entre as varidveis referentes as inflamagdes com o Proteina C Reagente (PCR),
e o teste 7 para amostras pareadas, comparando assim os resultados antes e apds a

intervencdo, em ambos os testes foi levado em consideracdo um p valor <0,05.

3.6 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi encaminhada para o Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), regido de acordo com a Resolucido n°
11/794, do dia 8 de outubro de 2008 que regulamenta o inciso VII do § lo do art. 225 da

Constituicdo Federal, estabelecendo procedimentos para o uso cientifico de animais.
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Assegurando a seguranca, bem-estar e auséncia de dor ao animal que esteja sendo manipulado

(CONCEA, 2008) e aprovado, seguindo o protocolo CEP/CEUA n°02/2019.
3.6.1 Riscos da pesquisa

Esta pesquisa apresentou risco minimo para pesquisador, sendo possivel controlar
através do uso Equipamentos de Prote¢ao Individual (EPI’S). Com relagao a amostra podera
incidir possiveis ocorréncias tais como estresse durante o periodo intervengao.

3.6.2 Beneficios da pesquisa

Esta pesquisa tem grandes proficuidades tais como, elucidar e orientar a comunidade

académica e a populacdo sobre a acdo e/ou beneficios da apitoxina no tratamento da artrite.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Amostra da linhagem Ratos Wistar

Participaram do estudo 50 ratos, porém com intercorréncia na fungao motora (marcha
lateral) em dois ratos do G5 durante as intervengdes, no qual foram detectadas as alteragdes
na avaliacdo inicial (antes da inducdo) e eliminados da pesquisa na avaliagdo final. Estes
foram divididos em 5 grupos, G1= 10, sendo 07 (70,0%) do sexo feminino e 03 (30,0%)

masculino. G2= 10, sendo 06 (60,0%) do sexo feminino e 04 (40,0%) do sexo masculino.
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G3= 10, sendo 07 (70,0%) do sexo feminino e 03 (30,0%) do sexo masculino. G4= 10, sendo
07 (70,0%) do sexo feminino e 03 (30,0%) do sexo masculino e G5= 08, sendo 06 (60,0%) do
sexo feminino e 02 (20,0%) do sexo masculino.

Com relacdo a intervengdo ocorrida, o coeficiente de consanguinidade entre os
animais de laboratério, leva o maior risco de anomalias recessivas, j4 que é comum em
biotérios o acasalamento entre irmaos, o que € possivel considerar um grande fator para tal

ocorréncia (BEIGUELMAN, 2003; NEVES, MANCINI FILHO, MENEZES, 2013).

4.2 Peso

Na tabela 1, a seguir, pode-se perceber que houve um aumento na média de peso em
todos os grupos no decorrer das avaliacdes.

Nota-se que o peso tem uma variancia entre grupos, sendo a menor média identificada
no Grupo 5 com 175,63+24,84 na primeira avaliacdo e atingindo 221,25+39,25, e a maior

média encontrada no Grupo 3, 241,50+54,62.

Tabela 1 — Média e Desvio Padrdo (DP) do peso dos ratos nas 6 medidas realizadas.

Variavel Grupo I Grupo I1 Grupo 111 Grupo IV Grupo V

Media/DP Media/DP Media/DP Media/DP Media/DP
Av. Peso 1 209,00£30,71  175,00+£33,74 185,50+44,74 187,50+41,58  175,63+24.,84
Av.Peso I  227,504£32,93  203,50+48,30 231,50+49,10 210,50+£51,23  202,50+£33,91
Av. Peso III  228,50+33,00  208,50+46,31 232,00+51,00 212,50+£53,03  201,25+34,71
Av.Peso IV  230,50+£34,91  214,00£47,30 236,50+51,26 217,00£59,21  211,25+39,88
Av.PesoV  239,504£35,78  223,50+51,21 241,50+54,62 226,50+62,85  220,00+41,14
Av.Peso VI  239,50437,74  226,50+51,91 240,50£53,30 232,00£63,86  221,25+39,25

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Conforme observado na tabela 1, houve uma variacdo de peso entre os grupos, essa
diferenca é decorrente dos arquétipos biolégicos com destaque ao género, sendo o masculino
com peso maior em relacdo ao feminino nessas racas de ratos, outra forma de variagdo no
peso € a influéncia nutricional que estd ligada diretamente a forma de alimentacdo dos
animais, no qual essa média foi entre 175,63+24,84 a 241,50+54,62.

De acordo com Manual de Cuidados e Procedimentos com Animais de Laboratério do
Biotério de Produgdo e Experimentacio da FCF-IQ/USP, o peso corporal médio do rato
adulto em 10 semanas é para Macho: 400 g; Fémea: 250 g (NEVES; MANCINE FILHO;
MENEZES, 2013).

Ja no estudo de Melo et. al. (2012) realizado no Biotério Central da Universidade
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Federal de Sergipe, no qual foram utilizados 65 animais, da linhagem Wistar, com idade entre
dois e trés meses de ambos os géneros, adultos, normais e sauddveis, pesavam entre 140-310
g., portanto, nota-se que esse peso pode variar de acordo com o biotério devido os padrdes
bioldgicos e ambientais dos animais.

A Pesagem do rato que € de suma importancia para o cédlculo da dose do anestésico a
ser aplicada, bem como para acompanhar a uniformidade nos pesos dos animais utilizados no

experimento (FERREIRA; OLIVEIRA; BARROS FILHO, 2005)

4.3 Comprimento

Na tabela 2, a seguir, pode-se perceber que houve um aumento na média de
comprimento em todos os grupos no decorrer das avaliagdes.

Pode-se destacar que o grupo 3 foi o que obteve maior comprimento com média de
22,70£1,33 e o grupo 2 com menor média 21,40+0,69, ambos com resultados no final da
intervencdo. O estado nutricional contribui para o crescimento dos animais, este deve conter

em sua dieta micronutrientes como aminoacidos, vitaminas e sais minerais.

Tabela 2 — Média e Desvio Padrdo (DP) do comprimento dos ratos nas 6 medidas realizadas.

Variavel Grupo I Grupo I1 Grupo 111 Grupo IV Grupo V

Media/DP  Media/DP Media/DP Media/DP Media/DP
Av. Comprimento I 21,39+£3,17  19,20+0,63  20,00£0,94  20,70£1,05  19,50+0,92
Av. Comprimento I1 21,60+1,07  20,50+0,97  21,20+1,13  21,00£1,33  20,88+1,12
Av. Comprimento III  22,00+1,05  21,30+0,82  21,90+1,28  21,60+£1,35  21,13+£1,45
Av. Comprimento IV~ 22.20+0,91  21,30+0,82  22,40+1,07  22,20+1,31  21,88+1,35
Av. Comprimento V 22,200,991  21,40+0,69  22,50+1,17  22,30+1,25  22,00+1,19
Av. Comprimento VI ~ 22.30+0,82 21,40+0,69 22,70+1,33  22,40+1,43  22,00+1,19

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

De acordo com Ferreira, Oliveira e Barros Filho (2005), o comprimento € realizado
no sentido cranio-caudal do animal, é medido entre a regido occipital e a base do inicio da
cauda. Este dado servird para comparar as laténcias observadas nos diferentes ratos. Animais
acima de 500g apresentam referéncia de comprimento de 17,80cm, porém como descrito
anteriormente os dados morfométricos variam de acordo com a populagcdo de animais para

cada biotério (NEVES; JORGE FILHO; MENEZES, 2013).

4.4 Temperatura
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Na tabela 3 a seguir, € possivel perceber que houve uma diminuicdo na média de

temperatura em todos os grupos no decorrer das avaliacdes maior média na temperatura de

29,66+0,94 € menor de 26,72+1,09.

Tabela 3 — Média e Desvio Padrao (DP) da temperatura dos ratos nas 6 medidas realizadas.

Variavel Grupo I Grupo 11 Grupo II1 Grupo IV Grupo V

Media/DP  Media/DP Media/DP Media/DP Media/DP
Av. Temperatura I 29,57£1,59  29,26+1,47  28,22+1,16  29,48+0,93 28,44+0,78
Av. Temperatura I1 27,6240,88  27,75+1,14  27,15%#1,12  27,70+0,56 27,69+0,50
Av. Temperatura III.  2845+0,29  28,29+0,36  27,65+1,07  28,16+0,33 27,84+1,48
Av. Temperatura IV~ 27,81+0,84  27,23+0,73  26,96£0,62  26,72+1,09 27,06+1,16
Av. Temperatura V 29,17+£0,65  29,66+0,94  26,79+1,45  28,61+1,07 27,20+£2,23
Av. Temperatura VI ~ 27,07+1,23  26,95+£1,08  26,34+£0,90  26,96+0,98 27,24+0,94

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Com base na temperatura, Ratos e camundongos sdo homeotérmicos, ou seja,
controlam a temperatura corporal, independentemente da variacdo térmica do ambiente,
variando sua taxa metabolica.

Os ratos nao tém glandulas sudoriparas, quando ocorre variacdoes de temperatura e
umidade o animal pode apresentar estresse, queda de resisténcia e maior sensibilidade a
infec¢des, acarretando problemas respiratérios quando mantidos em alta umidade e/ou baixas
temperaturas. A cauda tem papel na termorregulacio, na qual a vasodilatacdo difundi o calor e
a vasoconstricado (NEVES, MANCINE FILHO; MENEZES, 2013).

Em uma pesquisa realizada por Morais (2014) os ratos foram aclimados por sete dias e
abrigados em condi¢des controladas de umidade (45-65%), luz artificial em ciclos de 12 horas
claro/escuro, em um ambiente com temperatura controlada (23 £ 2°C).

J4 no estudo de Yamada et. al. (2019) observou-se que, a temperatura corporal
apresenta variacOes de acordo com a drea avaliada, a exemplo do escroto, focinho, perianal e
globo ocular, com uma temperatura de 24° atingindo até 33°, o que corrobora com a pesquisa

no qual encontramos temperaturas entre 27° a 29°

4.5 Edema

As proximas descrigcdes estdo relacionadas as tabelas 4 e 5 ligadas diretamente com
edema. Na tabela 4, pode-se perceber que houve um aumento na média da medida da
articulacdo em todos os grupos no decorrer das primeiras avaliagdes, destacando o grupo I

referente ao controle, no qual ndo passou por nenhuma intervencdo, com aumento de
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0,8740,04 na primeira avaliacdo para 1,174+0,06 na dltima avaliag@o.

Ja ap6s a indugdo nos demais grupos, observou-se na avaliacdo III, houve um aumento
na medida da articulagdo com maior evidéncia no grupo IV, numa média de 1,93+0,17 e apds
intervengdo com apitoxina uma redugdo para 1,14+0,2 e no grupo V com média de 2,04+0,10
na indugdo e em seguida em associacdo das condutas de exercicio com apitoxina houve uma
diminui¢do de 1,06+0,13.

Para verificar qual o grupo que apresentou melhores resultados apds a indugdo, foi
realizado um teste t pareado para verificar o antes e o depois, usando a comparac¢ao da medida
VI com a ultima medida VII.

Na varidvel edema, apresentada na tabela 5, percebe-se que em nenhum dos grupos
analisador houve uma diferenca significativa p>0,05, mostrando que as técnicas utilizadas
foram pouco eficazes nesse quesito. Por se tratar de um dos cinco sinais cardinais da
inflamacdo, o edema que é exsudado rico em proteinas, resultante também do aumento de
liquido pelos vasos sanguineos dilatados e infiltracao de células em regido do joelho, ainda se
apresentava positivo devido a presenca da inflamacgdo local para alguns ratos dos grupos de
estudo final da pesquisa, isso fez com que os resultados na varidvel ndo fossem tao

eXpressivos.

Tabela 4 — Média e Desvio Padrao (DP) da articulag@o dos ratos nas 7 medidas realizadas.

Variavel Grupo 1 Grupo 11 Grupo 111 Grupo IV Grupo V
Media/DP  Media/DP Media/DP Media/DP Media/DP
Av. Articulacgio I 0,87+£0,04  0,86+0,09 0,86+0,07 0,84+0,12 0,84+0,07
Av. Articulagao I1 1,03+0,09 1,11£0,03 1,20+0,10 1,16+0,14 1,20+0,07
Av. Articulacao III 1,07+0,08 1,61£0,18 1,90+0,23 1,93+0,17 2,04+0,10
Av. Articulacdo IV 1,13£0,04 1,54+0,12 1,48+0,07 1,48+0,18 1,56+0,18
Av. Articulaciao V 1,14£0,05 1,46£0,11 1,34+0,09 1,35+0,10 1,25+0,09
Av. Articulacdo VI 1,17+0,06 1,42+0,11 1,23+0,11 1,14+0,21 1,13+0,15
Av. Articulacdo VII 1,17+0,06 1,41+0,11 1,15+0,12 1,07+0,14 1,06+0,13
Fonte: Dados da pesquisa, 2020.
Tabela 5 — Resultado das medidas de edema nos diferentes grupos analisados.
Variavel Grupo I Grupo 11 Grupo II1 Grupo IV Grupo V
F % F % F % F % F %
Edema I
Presenca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Auséncia 10 100 10 100 10 100 10 100 08 100
Edema II
Presenca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Auséncia 10 100 10 100 10 100 10 100 08 100
Edema III
Presenca 0 0 10 100 10 100 10 100 08 100
Auséncia 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0

Edema IV
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Presenca 0 0 10 100 10 100 10 100 08 100

Auséncia 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0

Edema V

Presenca 0 0 10 100 10 100 10 100 08 100

Auséncia 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Edema VI

Presenca 0 0 10 100 10 100 10 100 08 100

Auséncia 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Edema VII

Presenca 0 0 10 100 07 70 07 70 07 87,5

Auséncia 10 100 0 0 03 30 03 30 01 12,5

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Em um estudo realizado Martignano et. al. (2013) com avaliacido do ultrassom sobre a
hiperalgesia e o edema em joelhos de rato Wistar, foi possivel quantificar o edema na regido
da lesdo experimental, utilizado paquimetro metalico, que foi posicionado na regido da
interlinha articular do joelho no sentido latero-medial. As coletas de dados foram realizadas
sempre pelo mesmo avaliador, para esta avaliacdo utilizou-se o lado esquerdo como
referéncia, visto que no mesmo ndo foi realizada nenhuma interven¢do. Na presente pesquisa
a mensuracdo foi realizada no mesmo sentido do estudo acima, com o instrumento paquimetro
e seguindo mensuracdo com um unico avaliador, porém houve comparativo do tamanho da
articulacdo com as dos animais do grupo controle.

De acordo com a pesquisa, nota-se que apds a indugio, ou seja, na terceira avaliacao,
houve um aumento considerado no tamanho das articulagdes nos grupos II, III, IV e V,
resultando no edema articular, confirmando assim a lesdo. O aparecimento do edema faz parte
do processo de inflamagdo que ocorreu apds a indu¢do com o CFA. Em um estudo realizado
por Gomes et. al. (2014) no qual padronizou um modelo experimental de monoartrite cronica
induzida por CFA Mycobacterium butyricum, verificou-se que a partir da segunda
estimulagdo promoveu aumento do tempo de elevagdo da pata (nocicepcao) e do edema.

Dado inicio a intervencdo com apitoxina, exercicio, ou associacdo das terapias,
ocorreu uma reducgdo gradativa do edema, com destaque para o grupo IV no qual apresentou
uma melhora significativa na medida da articulacdao 1,07£0,14. Essa redu¢do do edema esta
associada ao efeito da apitoxina que contém algumas substancias, a exemplo da melitina junta
com a apamina, que vao estimular a producdo de cortisol e outros esteroides naturais levando
a acdo anti-inflamatéria (MOREIRA, 2012).

Ja no grupo V, onde houve associagdes de terapias como a apitoxina e exercicio, como
ja citado sobre a acdo antiiflamatdria da apitoxina, o exercicio varidvel apresenta efetividade

em diminuir os parametros inflamatérios, bem como em reduzir a migracdo total de
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leucécitos. Em um estudo de Gomes (2014) no qual avaliou o efeito de dois protocolos de
exercicio na nocicep¢do, edema e migracdo celular em ratos com artrite induzida por CFA,
foram realizados dois protocolos de exercicio sendo um exercicio constante, realizando 1
minuto didrio de exercicio no cilindro (3 r.p.m.); e um exercicio varidvel, exercicio com
aumento de 1 minuto por dia, totalizando 10 minutos no dltimo dia, sendo observado o

exercicio varidvel mais efetivo em relacdo ao constante.

4.6 Rubor

Nas tabelas 6 e 7 a seguir, pode-se perceber que em todos os grupos a partir da
avaliacdo III, os ratos passaram a apresentar reacOes de inducdo aos sinais e sintomas
indicadores de inflamagdes (como calor representado pela temperatura e edema ainda com
pouca redugdo, porém houve melhora), permanecendo esses até a medida VI. Na avaliacao da
ultima medida VII, percebe-se que houve uma variagdo, indicando uma melhora nos sinais e
sintomas indicados.

Para verificar qual o grupo que apresentou melhores resultados apds a inducdo, foi
realizado um teste t pareado para verificar o antes e o depois, usando a comparacio da medida
VI com a ultima medida VII, onde para rubor apresentou diferenca significativa p< 0,05 nos
grupos 3, 4 e 5, mostrando a eficiéncia dos diferentes métodos nos trés grupos igualmente. A
positiva para melhora do rubor dar-se-4 pelo efeito da reducdo do fluxo sanguineo no local
resultante da dilatacdo dos vasos.

O farmaco utilizado com componente de melitina e apamina faz com que ocorra a
inibicdo da fosfolipase A2 e da COX-2 principal COX inflamatéria responsdvel pela dor,

rubor e edema.

Tabela 6 — Resultado das medidas de rubor nos diferentes grupos analisados.

Variavel Grupo I Grupo 11 Grupo III Grupo IV Grupo V
F Y0 F % F % F % F %0

Rubor I

Presenca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Auséncia 10 100 10 100 10 100 10 100 08 100

Rubor II

Presenca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Auséncia 10 100 10 100 10 100 10 100 08 100

Rubor III

Presenca 0 0 10 100 10 100 10 100 08 100

Auséncia 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
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Rubor IV
Presenca 0 0 10 100 10 100 10 100 08 100
Auséncia 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Rubor V
Presenca 0 0 10 100 10 100 10 100 08 100
Auséncia 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Rubor VI
Presenca 0 0 10 100 10 100 10 100 08 100
Auséncia 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Rubor VII
Presenca 0 0 08 80 01 10 01 10 0 0
Auséncia 10 100 02 20 09 90 09 90 08 100

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Sabe-se que na artrite ocorre a inflamacgdo, essa reacdo é uma resposta do tecido
vascularizado a estimulos lesivos sejam eles fisicos, quimicos ou mecanicos, cuja finalidade é
de eliminar o agente agressor e restaurar o tecido a sua forma e funcdo normais (LIANZA,
2004).

Essa resposta envolve fendmenos de ordem vascular, tecidual e linfatica, no qual
manifesta-se de maneira estereotipada, de modo que os sinais clinicos de inflamacdo sio:
rubor, calor, tumor, dor e perda da funcao (MORALIS, 2014). Durante a pesquisa, o rubor que
¢ representado pela hiperemia ou vermelhiddo da drea em virtude da dilatacdo dos vasos
sanguineos, mostrou-se presente desde a fase de inducdo, porém com uma reducdo da
quantidade (auséncia) na dltima avaliacdo nos grupos III, IV e V, grupos estes, que utilizaram
terapias como o exercicio, apitoxina e associagdo das condutas tendo assim eficicia na

melhora do sinal caracteristico da inflamacao (GOMES et. al., 2014; MOREIRA, 2012).

4.7 Calor

Dando continuidade ao t pareado verificou-se o antes e o depois, utilizando a
comparacdo da medida VI com a medida VII no varidvel calor, também se observou diferenca
significativa p< 0,05 nos grupos III, IV e V, porém ao analisar as frequéncias relativas e
absolutas percebe-se que o grupo III obteve melhores resultados nesse aspecto de calor. A
vasodilatacdo promovida pela inflamacdo no qual resulta no aumento da temperatura local
observada como varidvel no estudo, apresentou redu¢do nos grupos com uso de apitoxina e
exercicios devido a inducdo, a produgdo e a liberacdo do cortisol, que é um potente anti-

inflamatério endégeno.

Tabela 7 — Resultado das medidas de calor nos diferentes grupos analisados.

Variavel Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV Grupo V
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F % F % F % F % F %

Calor 1
Presenca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Auséncia 10 100 10 100 10 100 10 100 08 100
Calor I
Presenca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Auséncia 10 100 10 100 10 100 10 100 08 100
Calor III

Presenca 0 0 10 100 09 90 10 100 08 100
Auséncia 10 100 0 0 01 10 0 0 0 0
Calor IV

Presenca 0 0 10 100 10 100 10 100 08 100
Auséncia 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Calor V

Presenca 0 0 10 100 10 100 10 100 08 100
Auséncia 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Calor VI

Presenca 0 0 10 100 10 100 10 100 08 100
Auséncia 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Calor VII

Presenca 0 0 10 100 0 0 01 10 01 12,5
Auséncia 10 100 0 0 10 100 09 90 07 87,5

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Como j& mencionado anteriormente por Morais (2014), o calor faz parte do processo
inflamatério. Nota-se que seu aparecimento (presenca) na quarta avaliacdo, ou seja, apds a
induc¢do o que implica a confirmagdo da inflamacao. Apds inicio da conduta foi observado a
auséncia de calor em todos do grupo III na avaliagdo VII. Para os grupos IV e V apenas uma
amostra de cada grupo persistiu com o sinal.

Ainda de acordo com o autor acima citado, calor é uma resposta vascular, a
vasodilatacdo garante um abastecimento aumentado de nutrientes na regido que apresenta a
inflamacdo. A vasodilatacdo induz hiperemia representada através do rubor e calor. Sdo
poucos estudos que fazem avaliagdo da varidvel calor, em animais de laboratério ndo foi

encontrado nenhuma pesquisa, o que se torna limitado a discussao.

4.8 Medidas de dor e rigidez

Nas tabelas 8 e 9, pode-se perceber que ao decorrer das indugdes, os ratos foram
melhorando os sinais e sintomas referentes a varidvel dor com reducdo da claudicagdo,
observada durante as avaliacdo com realizacdo da marcha e da rigidez com melhora da
mobilidade articular, principalmente na diferenca entre a VI e VII avaliagdo, apontando

significancia de p< 0,05 nos grupos 3, 4 e 5, porém olhando as frequéncias absolutas e
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relativas percebe-se que na varidvel dor nos trés grupos apresentaram resultados bem
semelhantes, jd na varidvel rigidez os grupos 4 e 5 apresentam melhores resultados. Esse
resultado positivo das varidveis de dor e rigidez se deu através da apiterapia e do exercicio,
pela regulacdo da resposta imune, ou seja, pela acdo anti-inflamatdéria e antinociceptiva
devido os componentes presentes na apitoxina, como a melitina, apamina e peptideo MCD e o

exercicio minimizou o aumento das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-1p.

Tabela 8 — Resultado das medidas de dor nos diferentes grupos analisados (continua).

Variavel Grupo 1 Grupo 11 Grupo IIl  Grupo IV Grupo V
F % F %o F % F %o F %o
Dor I
Completo desuso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Intermitente desuso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Grave 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Normal 10 100 10 100 10 100 10 100 08 100
Dor 11
Completo desuso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Intermitente desuso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Grave 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Normal 10 100 10 100 10 100 10 100 08 100
Dor 111
Completo desuso 0 0 10 100 10 100 10 100 08 100
Intermitente desuso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Grave 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Normal 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Dor IV
Completo desuso 0 0 09 90 0 0 0 0 0 0
Intermitente desuso 0 0 01 10 08 80 02 20 02 25
Grave 0 0 0 0 02 20 08 80 06 75
Leve 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Normal 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Dor V
Completo desuso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Intermitente desuso 0 0 10 100 0 0 0 0 0 0
Grave 0 0 0 0 06 60 04 40 02 25
Leve 0 0 0 0 04 40 06 60 06 75
Normal 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Dor VI
Completo desuso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Intermitente desuso 0 0 04 40 01 10 0 0 0
Grave 0 0 06 60 0 0 0 0 01 12,5
Leve 0 0 0 0 09 90 08 80 7 87,5
Normal 10 100 0 0 0 0 02 20 0 0

Dor VII
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Completo desuso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Intermitente desuso 0 0 04 40 0 0 0 0 0 0
Grave 0 0 02 20 0 0 0 0 0 0

Leve 0 0 04 40 07 70 07 70 08 80
Normal 10 100 0 0 03 30 03 30 0 0

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Tabela 9 — Resultado das medidas de rigidez nos diferentes grupos analisados (continua).

Variavel Grupo I Grupo 11 Grupo 111 Grupo IV Grupo V

F % F % F % F % F %

Rigidez I
Ausente 10 100 10 100 10 100 10 100 08 100
Leve 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Moderada 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Grave 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rigidez 11
Ausente 10 100 10 100 10 100 10 100 08 100
Leve 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Moderada 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Grave 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rigidez II1
Ausente 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Moderada 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Grave 0 0 10 100 10 100 10 100 08 100
Rigidez IV
Ausente 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 0 02 20 04 40 0 0
Moderada 0 0 01 10 07 70 06 60 08 100
Grave 0 0 09 90 01 10 0 0 0 0
Rigidez V
Ausente 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 0 09 90 09 90 08 100
Moderada 0 0 09 90 01 10 01 10 0 0
Grave 0 0 01 10 0 0 0 0 0 0
Rigidez VI
Ausente 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Leve 0 0 06 60 10 100 10 100 08 100
Moderada 0 0 03 30 0 0 0 0 0 0
Grave 0 0 01 10 0 0 0 0 0 0
Rigidez VII
Ausente 10 100 0 0 01 10 03 30 01 12,5
Tabela 9 — Resultado das medidas de rigidez nos diferentes grupos analisados (continuacao).
Variavel Grupo I Grupo 11 Grupo III Grupo IV Grupo V
F % F % F % F % F %
Moderada 0 0 03 30 02 20

0 0 0 0
Grave 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) conceitua a dor como uma

“experiéncia sensorial e emocional desagradavel, estando relacionada a lesdes reais ou
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potenciais”. Ela, foi introduzida, em 1996 pela American Pain Society, como quinto sinal vital
(CIENA et al., 2008).

Na artrite, a dor tem origem em estruturas articulares e periarticulares devido a
cartilagem ndo apresentar raizes nervosas. Entre as estruturas articulares, o 0sso pode
apresentar dor em decorréncia do aumento da pressdo intramedular, ou pela lesdo do osso
subcondral, aumento do peridsteo pelos ostedfitos e fibrose na cépsula articular, e os tecidos
periarticulares como tenddes, ligamentos, bursas e outras estruturas de partes moles sdo
distendidos (LIANZA, 2004; DELISA, 2002).

Para avaliacdo da dor foi feito uma adaptacdo do teste Rotarod. Os animais foram
acomodados em um espaco livre para que fosse observado a presenca da claudicacdo durante
cinco minutos, sendo classificada como: 5- significa uso normal do membro; 4- claudicagdo
leve; 3- claudicacdo grave; 2- intermitente desuso da pata afetada e 1- completo desuso da
pata afetada (KALFF et al., 2010).

Durante a investigacdo da hiperalgesia, os grupos III, IV e V obtiveram posiciao de
destaque na reducdo do quadro dlgico, o que implica dizer que os tratamentos com exercicio,
apitoxina e associacdo das técnicas apresentaram melhores resultados. Em um estudo
realizado por Gomes (2014) onde foi observado os efeitos de um minuto e dez minutos de
deambulacdo em ratos com artrite induzida por adjuvante completo de Freund sobre o sintoma
de dor, verificou que o exercicio, principalmente a varidvel, realizado com aumento gradativo
do tempo apresentou efeito em diminuir a nocicepg¢ao nas articulagdes estudadas.

Em uma pesquisa desenvolvida por Buttler ef al. (1991), em animais com indugdo de
CFA contendo 300 mg de Micobacterium butyricum na articulagdo Tibio Tarsica de ratos, no
foi utilizado o protocolo de nado progressivo, aumentados de 5 a 15 minutos, com frequéncia
de trés vezes por semana, durante quatro semanas, houve alteracdes com relacio ao limiar de
dor em resposta ao teste de pressdo da pata, o que corrobora com o estudo.

Morsoleto (2005) mostrou em seu estudo a eficdcia da apitoxina e a da fonoforese
associado a apitoxina, onde ambas as terapéuticas demonstraram eficiente no reparo tecidual e
consequente regeneracdo dos contornos articulares quando comparados com a aplicagdo
apenas de ultrassom.

Outra caracteristica da artrite € a rigidez, definida como limitacdo do movimento, o
grau de mobilidade mostrar-se diminuido pela fibrose capsular, osteofitose, irregularidade das
superficies articulares (MORALIS, 2014).

No que tange a avaliagdo da rigidez intra-articular foi determinada por meio de

mobilizacdo manual da articulagdo baseado em Evans et al. (1960) em comparacdo com a da
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articulacdo contralateral, desta forma, verificou a resisténcia a flexdo ou extensdo, onde foi
classificada como auséncia na limitacdo de movimento, leve limitagdo, moderada limitacdo e
grave com limitacdo completa do movimento. Ao realizar avalia¢des, foi observado melhora
do quadro na primeira semana de interven¢do, com evolucdo significativa ja no final da
intervencdo (avaliagdo VII) para os grupos que IV e V.

Na pesquisa de Carlo er al. (2007), foi realizado a imobilizacdo prolongada e
remobilizacdo da articulagdo fémoro-tibio-patelar de ratos, com grupos divididos sem
imobilizacdo (G1), com imobiliza¢do do joelho direito por 45 dias (G2), com imobilizacdo e
remobilizacdo com atividade livre por cinco semanas (G3), imobilizacdo e remobilizacdo com
atividade livre e natacdo por cinco semanas (G4), onde conclui-se que tanto a atividade livre
quanto sua associacdo com a natacio (grupos 3 e 4) favoreceram o retorno das condi¢des

biomecéanicas e da capsula articular (rigidez), anteriores a imobilizagao.

4.9 Parametros hematologicos

Com base na tabela 10 por meio do hemograma obtiveram-se as médias e desvio
padrdo dos valores, correspondente com destaque a cada parametro por grupo. Os valores de
glébulos brancos relativos de leucdcitos (%): linfécitos 57,4+5,91 para o feminino e
55,044,00 para o masculino no grupo controle, se comparado, os demais grupos encontram-se
com valores reduzidos, isso quer dizer que existe alguma doenca autoimune, a exemplo da
artrite reumatoide; os eosinofilos no grupo controle para o feminino 2,14+0,69 e masculino
1,67£0,57, ao correlacionar com os demais grupos, os valores dos mesmos apresentam-se
alterados com aumento 2,50+1,22 no grupo IV, e reduzido 1,00+0,00 no grupo V, isso
justifica devido alteracdo do sistema imunoldgico ou processo alérgico; para os mondcitos no
grupo controle 5,71+1,38 em fémeas e 4,67+2,08 em machos, ao observar os grupos foram
identificados valores diversificados para mais e para menos, isso se deve ao estresse e
presenca de quadro inflamatério

Os bastonetes com 0,00+0,00 encontram-se dentro dos padrdes de normalidade se
comparado com literaturas e grupo controle para ambos os sexos. Os segmentos mostraram-se
alterados com valores altos em todos os grupos, comparados ao grupo controle, isso se deve
ao processo inflamatério. Das series vermelhas os valores das médias de leitura e grupo
controle da hemoglobina (Hb) 15,0+0,77 em fémeas e 15,7+0,20 em machos hematdcritos ou
volume globular (VG) 40,6+2,06 para o feminino e 43,1+0,62 no masculino, também

apresentam valores dentro dos padrdes de normalidade, descartando presenca de anemia.
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Em relacdo ao volume corpuscular médio (VCM) em feminino 49,8+1,30 e 47,6+1,60
para o masculino e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) com
36,9+0,38 para fémeas e 36,6+0,30 para macho, onde seus valores de referéncia baseado em
pesquisas e grupo controle estdo normais, j4 a hemoglobina corpuscular média (HCM)
encontra-se alterada nos grupos II, III, IV e V em fémeas com destaque para o maior valor no
grupo V 24,6£13,5 devido o processo inflamatério instalado. Os parametros clinicos
apresentados mostram valores baseados em alguns estudos, porém esses resultados podem
variar de acordo com cada biotério. No estudo foi observado valores com significado positivo
para inflamag¢@o em alguns grupos a exemplo do II, devido a inducdo e ndo tratamento, ou até
mesmo presenga de inflamagdo por meio de outros fatores extrinsecos e intrinsecos
destacados no grupo I e auséncia e/ou reducdo do quadro inflamatério em grupos L, III, IV e

V.

Tabela 10 — Resultado dos parAmetros clinicos dos ratos participantes do estudo (continua).

VCM (fL)

Parametros Grupo I Grupo II Grupo IIT Grupo IV Grupo V
Media/DP Media/DP Media/DP Media/DP Media/DP
Glébulos brancos
Feminino 2,27+1,36 4,5143,49 4,26+1,60 6,01+4,64 4,46+1,00
Masculino 5,96+1,25 5,10+1,99 5,12+1,42 5,00+1,10 5,85+0,35
Linfocitos
Feminino 57,4+5,91 55,148,32 55,545,08 50,0+6,38 51,3%+11,6
Masculino 55,044,00 51,7+6,94 51,0+2,44 52,0+£12,6 50,5+3,53
Eosinéfilos
Feminino 2,14+0,69 1,8340,75 1,50+0,83 2,50+1,22 1,83+0,75
Masculino 1,67+0,57 1,75%0,95 1,75+0,95 2,00+0,81 1,00+0,00
Monocitos
Feminino 5,71%1,38 5,67+1,21 6,50+1,37 7,50+3,78 4,6742,33
Masculino 4,67+2,08 5,50+1,00 5,25+0,50 5,5042,38 6,50+3,53
Bastonetes
Feminino 0,00+0,00 0,17+0,40 0,00+0,00 0,00+0,00 0,33+0,81
Masculino 0,00£0,00 0,25+0,50 0,00£0,00 0,25+0,50 0,50+0,70
Segmento
Feminino 34,7+6,67 37,0+8,67 36,54+6,25 40,0+3,34 42,5+14,2
Masculino 38,6+2,30 40,746,99 42,042,94 40,2+13.9 41,546,36
Globulos vermelhos
Feminino 8,17+0,46 7,61%0,55 7,89+0,32 7,54+0,86 7,8120,26
Masculino 9,07+0,26 8,41+0,40 8,69+0,29 8,69+0,30 8,93+0,11
Hemoglobina (g/dL)
Feminino 15,0+0,77 14,9+0,99 15,620,64 14,7+1,08 14,9+0,80
Masculino 15,7+0,20 15,240,36 16,2+0,53 15,2+0,36 15,7+0,35
Hematocrito (%)
Feminino 40,6%2,06 38,1+£2,56 40,242,01 38,744,28 40,1%1,77
Masculino 43,1+0,62 39,7+1,55 42,1+1,10 42,4+0,60 43,74+0,49
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Feminino 49,8+1,30 50,2+0,86 51,0+0,78 51,4+1,08 51,4+0,87

Masculino 47,6+1,60 47,3+0,82 48,5+0,71 48,9+2,08 49,0+0,07
HCM (g/dL)

Feminino 18,3+0,41 19,6+0,49 19,8+0,75 19,6+1,06 24,6+13,5

Masculino 17,4+0,65 18,1+0,54 18,6+0,33 17,5+0,93 17,6+0,14
CHCM (g/dL)

Feminino 36,9+40,38 39,2+1,11 38,9+1,24 38,2+1,79 34,3+7,60

Masculino 36,6+0,30 38,3+0,59 38,5+0,35 35,8+0,44 35,940,35

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Bem sabe-se que o hemograma, ¢ um exame pratico e econdmico, estd dividido em
duas partes: o eritrograma que inclui a contagem total de eritrdcitos, dosagem de hemoglobina
e hematdcrito e o leucograma. Este € solicitado para avaliacdo da saide do animal,
diagnosticos de diversas patologias, presenga de processo infeccioso e para avaliar a
progressdo de doencas (GONZALEZ; SILVA, 2008).

Os resultados obtidos no estudo foram comparados ao Grupo I, referente ao controle,
bem como as referéncias da literatura. Todos esses s@o essenciais para interpretacao,
discussdo dos valores e ligacdo com as possiveis complicagdes patologicas (MENEZES,
2013).

Com base nos Pardmetros hematoldgicos de ratos Wistar de ambos os géneros os
resultados das andlises hematoldgicas ndao demonstraram diferencas significativas em
comparagdo com as pesquisas de Branco et al. (2011) e Melo et al. (2012) exceto os valores
de glébulos brancos relativos de leucdcitos como os linfdcitos, eosindfilos e mondcitos que
estdo alterados em decorréncia a inducdo da artrite que provoca processo inflamatério, bem
como os sintomas levam o estresse em especial devido o quadro dlgico. A hemoglobina
corpuscular média (HCM) também apresenta alterada, supondo que seja devido o quadro
inflamatorio, porém essa alteracdo poderia estar associada a falta de calibragdo ou o
empilhamento/aglutinagdo das hemécias no processo inflamatério.

Nota-se em alguns estudos que os resultados hematolégicos ndo apresentaram
igualdade entre faixas de valores. Esta falta de similaridade decorre de varios fatores, entre
eles o equipamento e reagentes para dosagens, métodos de andlise seja ela manual ou
automatizada, falha de padronizacdo quanto a dieta, tempo de jejum e, por fim, o estresse com
os animais durante a coleta. Por isso, hoje cada laboratério ou biotério deve estabelecer um
conjunto de valores proprios (MELO et al., 2012). Ainda de acordo com o autor, os
parametros hematoldgicos evidenciaram que os valores de referéncia dos ratos Wistar sdo
parecidos aos valores de referéncia para humanos, porém com exce¢do da contagem de

hemidcias e de plaquetas, VCM, HCM e CHCM. Em ratos estes as hemadcias e plaquetas
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apresentam maior quantidade, levando uma maior viscosidade ao sangue e rdpida coagulacao.
4.10 Amostra com concentracao de Proteina C Reativa

No gréafico 1, os dados apontam que o uso da apitoxina no grupo IV se torna mais
efetivo na diminui¢do nos graus de inflamagdes referente ao exame de Proteina C Reativa,
quando comparados com a utilizacdo dos outros métodos de tratamento descritos nos

diferentes grupos.

Grifico 1 — Resultados da Proteina C Reativa por grupos analisados
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

A Proteina C Reativa é uma das Proteinas de Fase Aguda (PFA), no qual a
concentracdo sérica aumenta ou diminui pelo menos 25% durante estados inflamatérios. O
valor da PCR € determinado pela PFA e na presenca de quadros inflamatorios suas
concentragcdes séricas alteram-se mais rapidamente (AGUIARA, 2013). O método para
determinagdo qualitativa e semiquantitativa da PCR foi realizado através do kit de Biolatex
PCR do laboratério Bioclin®. O exame ocorre por reacio de aglutinacio de particulas de latex
recobertas com Gama-Globulina anti-PCR, especialmente tratadas para evitar aglutinagdes
inespecificas.

A aglutinacdo é visivel em amostra com concentracdo de PCR igual ou superior a 6
mg/L, de acordo com as referéncias estabelecidas pelos Padrdes Internacionais da OMS.
Valores menor de 6mg/L o resultado como negativo, ou seja, ndo reagente. Para aqueles com
dilui¢do de 1/2 o valor de concentragdo € 12 mg/L e por fim os com dilui¢do de 1/4 o valor é

24 mg/L, sendo esses reagentes, indicativo de processo inflamatério em atividade, quer seja
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de origem infecciosa (pneumonia, tuberculose) ou nao infecciosa (febre reumdtica em
atividade, artrite reumatéide, lupus eritematoso). O teste também ¢é eficaz no
acompanhamento de condutas terapéuticas e também para progndstico das inflamagdes
(RODRIGUES, 2015).

Sabe-se que a inflamacdo é uma caracteristica principal da artrite, o teste PCR é de
suma importancia para detectar a presenga ou auséncia desse sinal. Ao término do estudo foi
observado focos de inflamagdo presentes em grupos I e III, isso devido a possiveis problemas
de ordem imunoldgica, ocorrida no grupo I j4 que no mesmo ndo foi realizado inducdo da
inflamacdo e no grupo III em decorréncia a conduta aplicada, o exercicio.

Em alguns grupos da pesquisa ndo foi possivel observar resultados de PCR, como
ocorreu no estudo de Galletti ef al. (2012) onde ndo foi capaz de detectar esta proteina no soro
dos ratos avaliados. A justificativa é, que poderd estar relacionado com a sensibilidade do
método de coleta, ja que o kit utilizado € para ser humano e que € capaz de detectar niveis de
PCR apenas em concentracdes iguais ou superiores a 0,05 mg/L. sabe-se que a concentra¢io
de PCR em ratos € 100 vezes maior que em humanos com valores entre 30 e 60 mg/L (39,40).
Ainda para os autores o nao reconhecimento de PCR esteja associada ao fato de que os testes
laboratoriais para dosagem de PCR em humanos sdo imunoquimicos, com anticorpos
especificos para esta proteina. Como a PCR de ratos tem apenas 70% de homologia com a
PCR de humanos, é possivel que os anticorpos utilizados no método nio sejam capazes de
interagir com a PCR de ratos.

Utilizando o teste Qui-quadrado, pdde-se perceber na tabela 11, a seguir, que ha
relacdo direta entre as varidveis que indicam sinais e sintomas de inflamacao nos ratos, com a

proteina C reagente, tendo um p valor <0,05 em todas as varidveis cruzadas.

Tabela 11 — Sinais e sintomas da inflamagdo relacionadas com a proteina C reagente

(continua).
Variavel PROTEINA C REAGENTE
Sem resultado  Nao reagente  Reagente 1:2 Reagente 1:4 P
Rubor 0,00
Presente 02 07 01 0
Ausente 0 27 09 02
Calor 0,00
Presente 02 08 02 0
Ausente 0 26 08 02

Edema



Tabela 11 — Sinais e sintomas da inflamacdo relacionadas com a proteina C reagente

(continuagdo).
Variavel PROTEINA C REAGENTE
Sem resultado Nao reagente Reagente 1:2 Reagente 1:4 P
Presente 02 24 04 01 0,00
Ausente 0 10 06 01
Dor 0,01
Intermitente D. 01 02 01 0
Grave 0 02 0 0
Leve 01 21 03 01
Normal 0 09 06 01
Rigidez 0,02
Ausente 0 08 06 01
Leve 02 22 03 01
Moderada 0 04 01 0

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

De acordo com Woolf (2003) os sinais clinicos da inflamacgao sdo dor, edema e rigidez
que caracteriza pela limitacio dos movimentos das articulagdes acometidas. Ele ainda
complementa que o realizar o exame fisico, observa-se derrame intra-articular, calor e,
eventualmente. Segundo as diretrizes para diagnéstico da artrite reumatoide. Quando
identificados esses sinais de forma precoce, € necessdrio a solicitagbes de exames
complementares com os de imagem, entre eles podemos eleger as radiografias e
ultrassonografia, bem como exames laboratoriais como a proteina C-reativa, para avaliar a

elevacao de provas de atividade inflamatéria (MOTA, et al., 2013).
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5 CONCLUSAO

Durante toda a pesquisa foi seguido as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), prezando pela utilizacdo humanitiria de animais.
Através das condutas utilizando o tratamento opoterdpico com apitoxina grupo IV e
associacdo com exercicios progressivos através da natagdo e apitoxina grupo V, obtiveram
resultados significativos anti-inflamatdrios e anti-nociceptivos na artrite induzida.

Na avaliacdo ap6s a intervengdo, no varidvel edema foi observado pouca redugdo em
todos os grupos, porém o grupo IV apresentou destaque, com média de 1,14+0,2 em
comparacdo com a avaliacdo inicial 1,93+0,17, nos demais indicadores de inflamag¢do como
rubor 90% dos animais apresentaram auséncia.

No que tange a varidvel calor, o grupo III representado pela intervencao com exercicio
obteve melhor resultado 100% em comparacdo ao grupo IV com 90% de auséncia da
hipertermia, porém ainda é positivo o resultado. Com base nas medidas de dor e rigidez os
grupos III, IV e V obtiveram melhores resultados com destaque para os grupos IV e V com
dor leve em 70% e normal 30%, j4 na rigidez ausente ficou presente em 30% no grupo IV e
12,5% no grupo V. E, por fim, com relacio ao exame laboratorial, mais precisamente a
Proteina C Reativa, o grupo IV apresentou maior efeito na diminuicdo da inflamac¢do em
comparacao aos demais.

Diante de varios desafios, conseguimos evidenciar que o método alternativo foi de
suma importancia para elucida¢do de fendmenos fisiopatoldgicos da doencga.

Portanto, conclui-se que apesar dos resultados positivos, é recomenddvel novas
pesquisas com condutas (exercicios e formulagdes variadas) para resolutividade da dor ou
aflicdo, ou dano passageiro da patologia, gerando assim melhora na funcionalidade e

qualidade de vida.
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FICHA DE ACOMPANHAMENTO

IDENTIFICACAO DO ANIMAL: N° do animal — C1 Grupo- I

*Q
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Data

Peso

Temp.

Med.

Medicao
da
articulacao

Dor
(+) ou

Rubor
(+) ou

Calor
(+) ou

Edema
(+) ou

Exame
(PCR)

Informacdes adicionais
AV./TTO./REAV.
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FICHA DE ACOMPANHAMENTO

IDENTIFICACAO DO ANIMAL: N° do animal — A2 Grupo- II

9,/
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Peso

Temp.

Med.

Medicao
da
articulacao

Dor
(+) ou

Rubor
(+) ou

Calor
(+) ou

Edema
(+) ou

Exame
(PCR)

Informacdes adicionais
AV./TTO./REAV.
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IDENTIFICACAO DO ANIMAL: N° do animal — X3 Grupo- III
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(PCR)
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IDENTIFICACAO DO ANIMAL: N° do animal — Y4 Grupo- IV
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(PCR)
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Certiddo de Aprovagio do Comité em Pesquisa (Comissdo de Etica no Uso Animal)




