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A iontoforese ¢ uma técnica de transferéncia de drogas mediadas por um fluxo elétrico. Os
beneficios terapéuticos da introducdo de medicamentos pela iontoforese incluem a
diminui¢do de efeitos colaterais sistémicos aos quais o paciente apresenta intolerancia e a
acdo localizada do medicamento podendo este estar em maior concentragdo na area alvo,
onde sua acdo ¢ mais efetiva e prolongada. No caso da hemofilia, efeito adicional ¢
observado, pois o paciente ¢ poupado de um procedimento invasivo, como pungao venosa
ou aplicagdo intra-articular, que depende da reposi¢do dos concentrados de fator. O
emprego da iontoforese corrobora a idéia de intervengdo direta nos quadros agudos de

hemartrose e na sinovite cronica, de maneira ndo invasiva.

Primeiramente, elaboramos um protocolo em conjunto com o Departamento de Medicina
Nuclear do Hospital das Clinicas da Unicamp com o objetivo de comprovarmos, através de
experimentos cintilograficos em humanos o transporte transdérmico dindmico pela

iontoforese.

Uma vez comprovado o mecanismo iontoforético, avaliamos através de modelo
experimental suino o comportamento dos farmacos com potencial uso na hemofilia, seja
nos episddios agudos de hemartrose (acido e-aminocaproico - EACA) ou tratamento da
sinovite cronica (4cido hialurénico e cloridrato de oxitetraciclina). O uso de farmacos com
poder hemostatico durante os episddios agudos de hemartrose, além do tratamento da
sinovite crdnica, permitem a longo e curto prazo uma recuperacdo mais rapida da
articulacdo, além de otimizar o consumo final de hemoderivados ou qualquer outra forma

de reposi¢do de fator.

Neste protocolo suino foi possivel confirmar que o acido e-aminocaproico e o cloridrato de
oxitetraciclina sdo drogas que efetivamente poderiam ser utllizadas em protocolos
iontoforéticos. A determinag@o da concentracdo do 4cido hialurénico neste experimento foi
prejudicada por se tratar de um complexo polissacarideo. Assim, acreditamos que estudos
complementares utilizando outras técnicas mais sensiveis de quantificacdo de farmacos

devem ser realizadas com este intuito no futuro.
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A avaliacdo do efeito da aplicagao iontoforética do EACA, écido hialurénico e cloridrato de
oxitetraciclina em modelo experimental murino (camundongos portadores de hemofilia A),
foi realizada através de avaliagdo histoldgica que avaliou a area de lesdo proliferativa

correspondente a articulacdo tratada e ndo tratada.

Embora em nenhum dos grupos estudados os resultados entre os animais tratados e nao
tratados tenha evidenciado uma diferenga estatisticamente significativa, foi possivel notar
uma tendéncia de melhora sempre que as medicagdes foram administradas através da

iontoforese.

Desta forma, o principio da aplicacdo assim como as questdes praticas da terapéutica
iontoforética foram reconhecidas como uma possivel via de administracdo em condigdes
clinicas apresentadas pelos pacientes hemofilicos. Novos estudos precisam ser realizados a
fim de que sejam observados o comportamento farmacoldgico e as doses terapéuticas ideais

das drogas utilizadas para o uso através de iontoforese.
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Iontophoresis is technique of transferring drugs by an electric flow. The therapeutic
benefits of introducing drugs by iontophoresis include lowering of systematic side effects
and the local action of medication with a larger concentration into the damage area, where
its action is more effective and prolonged. Besides that, the hemophilic patients are avoided
to get venous puncture or an injection into their joint. The use of iontophoresis takes the
idea of direct intervention in acute hemarthroses and chronic synovitis in one non

aggressive way.

First of all we created a protocol in association with Nuclear Medicine Department of the
Clinical Hospital of UNICAMP and we standardize cintilographic experiments in humans
to evaluate the transdermal dynamics delivered by iontophoresis, confirming

iontophoretics mechanism.

Once it proved the iontophoretic mechanism, we evaluate in a swine experimental model
the behavior of drugs with potential use in hemophilia (e-aminocaproic acid during the
acute episodes of hemarthroses; hyaluronic acid and oxitetracycline clorhydrate to treat

chronic cases) by electrospray ionization mass spectrometry.

The use of haemostatic drugs during the acute treatment of hemarthroses, besides the
treatment of chronic synovitis, allows in long and short period of time, once recover faster

of the joints also reduce the final consumption of replacement products.

In swine protocol, we observed that e-aminocaproic acid and oxitetracycline clorhydrate are
drugs which may actually cause and be used in iontophoretics’s protocols. However new
complementary studies are necessary to make possible the use of hyaluronic acid, once it’s
a large polissacaride. We believe that others studies using different methods more sensitive

of drug quantifications should be used with this purpose of accomplishment in the future.

The evaluation of the iontoforetic application’s effect of these drugs in murino’s
experimental models (knockout mice with hemophilia A) was performed by the histologic
analysis, showing that in both groups (EACA and OTC) iontophoretic treatment resulted in

a lower average of damage when comparing the treated limb and the one not treated.

Abstract
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Although in none of the groups studied the results among animals treated and non-treated
has shown a meaningful statistic difference, was possible to notice one improvement trend

always when medications were delivered by iontophoresis.

Thus the application’s principle as other practical questions from therapeutic, were
recognized as a possible option of treatment of the clinical conditions in hemophilic
patients. New researches are necessary to observe drugs behavior and the ideal therapeutic

doses in iontophoresis.
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A hemofilia ¢ um distirbio hemorragico hereditario, decorrente da deficiéncia
ou anormalidade da atividade coagulante do fator VIII (hemofilia A) ou do fator IX
(hemofilia B). Os genes que codificam a produgdo dos fatores VIII e IX estdo localizados
no cromossomo X. Assim manifesta-se quase exclusivamente em homens, enquanto que as

mulheres portadoras sao habitualmente assintomaticas (Lorenzi, 1999).

A hemofilia ¢ presente em individuos de diversos grupos étnicos, com
prevaléncia de 1:10.000 e 1:30.000 nascimentos de homens para a hemofilia A e B,
respectivamente. No Brasil, de acordo com o Registro de Coagulopatias Hereditarias do

Ministério da Satde (http://portal.saude.gov.br/saude) o nimero de hemofilicos atualmente

registrados sdo de 6937 pacientes cadastrados com hemofilia A e 1316 pacientes com

hemofilia B.

A apresentacdo clinica ¢ semelhante para a hemofilia A ou B, sendo
caracterizada por sangramentos intra-articulares (hemartroses), hemorragias musculares ou
em outros tecidos ou cavidades. Observa-se uma correlacao entre a atividade residual dos
fatores VIII ou IX com a freqiiéncia e tipo de sangramento. Assim pacientes com niveis de
fator menor que 0.01 IU/ml (< 1% do normal) sdo classificados como graves, e
freqiientemente apresentam sangramentos espontaneos. Quando a atividade residual esta
entre 0.01 — 0.05 IU/ml (1% a 5% do normal); os pacientes sdo classificados como
moderados e apenas esporadicamente apresentam sangramentos espontaneos. Com niveis
0.05 a 0.40 IU/ml (5% a 40% do normal) ndo se observam sangramentos espontaneos € sao

classificados como leve (White ef al., 2002).

Mais de 90% dos episodios de sangramento em hemofilicos ocorrem no sistema
musculo-esquelético sendo que 80% destes sdo em articulagdes. Os hematomas
intramusculares sdo, portanto, menos comuns que as hemartroses. Apesar de serem
freqlientemente reabsorvidos, eventualmente podem provocar sindrome compartimental,
tornarem-se infectados ou até transformarem-se em pseudotumor (Caviglia, 2006;

Rodriguez Merchan, 2002).
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1.1- Artropatia hemofilica

A hemartrose ¢ a manifestacdo mais comum e dolorosa com implicagdes
econOmicas, fisicas e psicologicas que caracterizam o quadro debilitante da hemofilia.
Sucessivas hemartroses resultam em uma patologia inflamatdria e proliferativa denominada
sinovite hemofilica. Com o tempo instala-se uma progressiva e incapacitante debilidade em

funcdo da progressdo da destrui¢do articular o que chamamos de artropatia hemofilica

cronica. Esta por sua vez, ¢ a causa mais importante de morbidade em pacientes
hemofilicos adultos jovens (Bithell, 1998). As articulagdes mais acometidas sdo
respectivamente:  joelhos, cotovelos, tornozelos, quadris, ombros e punhos

(Roberts e Hoffman, 1995).

A sinovite hemofilica pode ser classificada em aguda e cronica. A sinovite
aguda ¢ reconhecida pela presenca de hiperplasia e infiltracdo celular perivascular. A
fibrose ndo estd presente neste estagio. A forma cronica ¢ definida pela sinovite que
persiste por mais de seis meses. Por sua vez a sinovite cronica pode ser dividida em duas
formas: ativa e inativa. Na forma ativa, observa-se hiperplasia das vilosidades da membrana
sinovial além de algumas éreas fibroticas. J& na forma inativa, as mudangas fibroticas sdo

vistas em primeiro plano (Eickhoff ez al.,1998).

Apesar da seqiiéncia de eventos clinicos do ciclo: hemartrose «»> sinovite
cronica <> hemartrose serem bem documentados (figura 1), os componentes no sangue e as
mudan¢as moleculares responsaveis pela sinovite cronica hemofilica ainda ndo foram

totalmente elucidados (Hakobyan et al., 2005).
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Hemorragia - Inflamacgao sinovial

Irppaqto Hemartrose
sinovial recorrente

‘I Hipertrofia
sinovial

Invasao sinovial direta Artropatia
Degradacao enzimatica terminal

Figura 1- Esquema do ciclo vicioso hemartrose-sinovite-hemartrose (Adaptado de Silva

etal.,2004).

1.1.1- Articulagdo sinovial

As articulagdes sinoviais sdo aquelas, onde os ossos sdo articulados em uma
cavidade preenchida por liquido sinovial. As diartroses sao articulagdes dotadas de grande
mobilidade, geralmente unindo ossos longos. Nas diartroses existe uma capsula que liga as
extremidades oOsseas, delimitando uma cavidade fechada, a cavidade articular.
Esta cavidade contém um liquido incolor, transparente e viscoso; o liquido sinovial.
O liquido sinovial ¢ um dialisado do plasma sanguineo contendo elevado teor de acido
hialurdnico, sintetizado pelas células da camada sinovial. O deslizamento das superficies
articulares que sao revestidas por cartilagem hialina, ¢ facilitado pelo efeito lubrificante do

acido hialurénico (Junqueira e Carneiro, 2004).

Os principais componentes da articulagdo sinovial sdo: a) capsula
articular: composta por uma por¢do externa ou capsula fibrosa, revestida internamente
pela membrana sinovial; b) cartilagem articular hialina: que reveste o0s 0ssos;
c¢) cavidade articular: preenchida por liquido sinovial; d) ligamentos: que reforcam a

articulagdo, permitindo sua sustentagdo durante os movimentos (figura 2).
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periosteo
ligamento

cavidade articular
(contém liquido
sinovial)

cartilagem
articular hialina

capsula
fibrosa capsula

articular
membrana

sinovial

Figura 2- Componentes das articulagdes sinoviais.

A membrana sinovial ¢ um componente essencial das articulagdes sinoviais e
reveste a superficie interna da capsula articular, recobrindo todas as estruturas
intra-articulares, exceto a cartilagem articular. Esta membrana ¢ dividida em duas partes:
uma camada de revestimento adjacente ao espago articular, chamada camada de
revestimento ou camada intima e a camada de suporte ou tecido subsinovial
(ROOSENDAAL et al., 1998). As principais células da camada de revestimento sinovial ou
camada intima s3ao do tipo A, tipo B e tipo AB, de morfologia intermedidria.
Todas produzem dentre outros, o acido hialurénico, um dos principais componentes do
liquido sinovial. A camada de revestimento sinovial ¢ composta normalmente por duas a

trés camadas de células e suportadas por tecido fibrogorduroso (Roosendaal et al., 1998).
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A membrana sinovial desempenha importante funcdo na manutencdo do
balango entre o processo fisiologico e as mudangas patoldgicas que ocorrem na articulagdo
durante sangramentos recorrentes. E responsavel pela lubrificacdo e nutricio dos tecidos
articulares, além de regular o volume do fluido sinovial e a composicdo de suas

macromoléculas (Roosendaal et al., 1998).

A cartilagem articular ¢ um dos componentes da articulagdo que estad
diretamente envolvida aos efeitos deletérios do sangue dentro do processo de dano
articular. A cartilagem ¢ formada principalmente por fibras de coldgeno e moléculas
grandes (agregantes proteoglicanos) além de um numero relativamente pequeno de
condrocitos. A cartilagem contribui com as extraordinarias propriedades da articulagao,
permitindo a distribui¢do de altas cargas compressivas e a estabilizacdo do movimento da
articulagdo com baixo nivel de friccdo. Nao existem dados indicativos que a cartilagem de
pacientes com hemofilia (prévio ao dano articular) seja diferente de pessoas saudaveis

(Roosendaal, 1998).

1.1.2- Fisiopatologia da artropatia hemofilica

Durante o quadro agudo de hemartrose, os neutrdfilos presentes na cavidade
articular liberam enzimas proteoliticas e simultaneamente os macréfagos fagocitam o ferro
da hemoglobina, levando a producdo de substancias oxidativas toxicas. Apos os episodios
hemorréagicos, ha deposi¢do de hemosiderina nas camadas superficiais e profundas da
membrana sinovial com proliferagdo de células fibroblasticas e neoformagdo vascular
(Hakobyan et al., 2004). Em resposta a esses fatores, a membrana sinovial se prolifera
(hiperplasia), torna-se mais espessa (hipertrofia) e hd a formacdo de vilosidades que se
projetam no espaco articular. Essas vilosidades sdo fridveis e rompem-se facilmente ao
menor traumatismo, o que por sua vez, ocasiona novo ciclo de hemorragia. Altera¢des
sinoviais e destruicdo da cartilagem articular sdo os eventos mais proeminentes da

artropatia hemofilica (Arnold e Hilgartner, 1977).
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A degradagdo da matriz cartilaginosa ¢ um processo complexo e varios
mediadores (enzimas, citocinas e metabolitos oxidativos) sdo produzidos pelos condrocitos

em resposta direta ao sangue na articulagdo (figura 3).

heméce‘
\1) macrofago

- ativagao
2)
-1 B

apoptose IL
Fe

U H.0; ativagdo

J condrécito

Figura 3- Representacdo esquematica dos mecanismos que levam ao dano articular
induzido pelo sangue. (1) Apds o sangramento intra-articular, ocorre uma
interagdo entre os mondcitos e as células vermelhas sanguineas (heméaceas). (2)
Os macrofagos localizados no espago sinovial tornam-se ativados e secretam
IL-1p (interleucina 1) e outras citocinas pro-inflamatorias, como o TNFa (fator
de necrose tumoral a). (3) A IL-1p estimula os condrdcitos a produzirem
hidrogenoperoxide (4), a qual ¢ derivada da redugdo do ferro da hemoglobina,
vinda das hemaceas processadas por macréfagos ou liberadas como resultado do
dano da propria hemacea. O resultado ¢ a formagdo de radicais hidroxil nas
areas vizinhas aos condrocitos, levando ao aumento da atividade oxidativa,
resultando em apoptose condrocitaria. Este processo leva a diminuigdo da
atividade reparadora da cartilagem. Quando existem mudangas adversas na
matriz cartilaginosa, pode ocorrer degeneragdo da cartilagem por reparacao
insuficiente. Em conseqiiéncia, mas secundariamente a estas mudangas, havera o

desenvolvimento de inflamagdo sinovial, contribuindo para a artropatia

(Adaptado de Hooiveld, 2003).
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A experiéncia clinica no tratamento das hemartroses com a reposi¢ao do
concentrado de fator resulta em uma diminui¢do da prevaléncia da artropatia cronica
(Dimichele e Neufeld, 1998). Todavia, isto ndo ¢ capaz de conter a progressdo do dano
cartilaginoso. Hooiveld (2003), propde uma intervengdo adicional na prevengdo da
artropatia cronica hemofilica através da agdo da interleucina 10 (IL-10). Através de estudos
experimentais o autor relata que a IL-10 tem demonstrado desempenhar propriedades
antiinflamatdrias podendo controlar o quadro de sinovite, além de prevenir a produ¢do de

citocinas proé-inflamatorias dos monocitos/macrofagos (figura 4).

heméce.
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Figura 4- Representacio esquematica de possivel intervencao no mecanismo de dano
articular induzido pelo sangue. Interleucina-10 (IL-10 ) inibe a ativagdo dos
macrofagos e a produgdo de interleucina 18 (IL-1PB). Por outro lado, IL-10
também pode proteger diretamente os condrocitos pela preven¢ao do aumento
da producdo de hidrogenioperoxidase. O receptor antagonista da interleucina-1
(IL-1ra), pode neutralizar diretamente o efeito estimulatério da IL-1B nos
condrocitos, deste modo prevenindo o aumento da producdo de

hidrogenioperoxidase (Adaptado de Hooiveld, 2003).
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A agdo de substancias toxicas sobre a cartilagem articular determina a formacao
de lesdes inflamatorias com erosdo progressiva do tecido cartilaginoso e do tecido dsseo
subcondral. A conseqiiéncia ¢ a progressiva diminui¢do do espago articular e dos

movimentos articulares.

Assim que a hemartrose ocorre, a articulagdo adquire posi¢ao antélgica e
instala-se uma contratura muscular. Se esse episodio ndo for corretamente tratado, a
contratura torna-se fixa e outros fatores sdo observados. Esta posicdo anormal leva a
alteracdes mecanicas, sangramentos recorrentes e progressiva destrui¢do da articulacio
(Fernandez-Palazzi et al., 2002), freqlientemente necessitando de substitui¢do articular em

idade relativamente jovem (Roosendaal et al., 1999).

Devido ao comprometimento das articulagcdes na artropatia hemofilica, com
restricdo dos movimentos dos membros acometidos, os musculos proximais atrofiam-se,
facilitando traumatismos mecanicos que causam novas hemorragias. A inflamagdo cronica
da membrana sinovial pode levar a fibrose e, eventualmente, ao completo desaparecimento
das células sinoviais produtoras do liquido lubrificante. No estagio final de evolugdo, pode

ocorrer a fusdo da articulagao (Roosendaal, 2006).

Os achados radiologicos mais caracteristicos da artropatia hemofilica cronica
sdo: cistos subcondrais, osteoporose, epifises alargadas, superficie subcondral irregular,
diminuicdo do espaco articular, erosdes na margem articular, total incongruéncia ossea,
levando a deformidade articular. Também pode ocorrer fibrose ou anquilose Ossea
(Rodriguez-Merchan, 2000). O conjunto destas alteracdes levou Pettersson e cols
estabelecerem em 1980, uma classificacdo puramente radioldgica sobre a evolugdo da
artropatia hemofilica (tabela 1). Na Escala de Pettersson e cols, a pontuacdo final oscila
entre zero (0), auséncia de artropatia, e 13 pontos, em casos de pacientes mais afetados.
Posteriormente, publicaram outra classificacdo que correlaciona as manifestagdes clinicas

com as alteracdes radiologicas (tabela 2) (Pettersson et al., 1980).
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Tabela 1- Escala de Pettersson e cols. para a classificagdo da artropatia hemofilica

baseada nos achados radioldgicos.

Variagdo Radiologica Achado Radiolégico Pontos
Osteoporose Ausente 0
Presente 1
Alargamento da epifise Ausente 0
Presente 1
Irregularidade da superficie subcondral Ausente 0
Leve 1
Pronunciada 2
Estreitamento do espago articular Ausente 0
<50% 1
> 50% 2
Formacao de cistos subcondrais Ausente 0
1 cisto 1
> 1 cisto 2
Erosdes na margem articular Ausente 0
Presente 1
Incongruéncia entre superficies articulares Ausente 0
Leve 1
Pronunciada 2
Deformidade (angulagdo e/ou deslocamento das Ausente 0
articulacdes Osseas) Leve |
Pronunciada 2

Pontos possiveis: 0-13 pontos.
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Tabela 2- Correlagao clinico-radiografica segundo Pettersson e cols.

Pontuagao articular Historia de hemorragias Redugao da fungdo articular
0 Presente em alguns casos Nenhuma
2 Presente quase sempre Ausente ou moderada
3-4 Sempre presente Sempre presente
>4 Sempre presente Correlagao entre aumento da pontuagao e

diminuicdo da funcdo.

1.2- Tratamento dos episédios hemorragicos na hemofilia

O principal tratamento utilizado na hemofilia ¢ a terapia de reposigao, isto ¢, a
administracdo intravenosa do fator requerido sob demanda (ap6s episddio hemorragico) ou
profilaticamente. O objetivo da terapia de reposi¢do ¢ obter uma concentragdo do fator
necessario, no sitio de sangramento, tal que a coagulagdo possa tornar-se hemostaticamente
efetiva. No entanto a terapia de reposi¢do, principalmente quando baseada no uso de
produtos seguros contra as infec¢des transfusionais (concentrados derivados de plasma
humano tratados por processos de inativagdo viral e concentrados de fator recombinantes) ¢
um tratamento de alto custo e ainda escassos na maioria dos paises, sobretudo paises em

desenvolvimento.

Uma importante complicacdo decorrente do tratamento de reposi¢do na
hemofilia ¢ a formagdo de anticorpos neutralizadores da funcdo coagulante do fator VIII ou
IX, em hemofilicos A ou B, respectivamente. Clinicamente a presenga desses anticorpos
denominados inibidores, dificulta a indugao da hemostasia terapéutica com concentrados de
fatores de coagula¢do. Em alguns casos, somente uso de altas doses do concentrado de fator
pode ser suficiente, mas na maioria das vezes ¢ necessdrio o uso de produtos que tém a
capacidade de gerar trombina independente da via do fator VIII ou IX (produtos bypass);
recentemente tem sido utilizado o fator VII ativado. A prevaléncia de inibidores varia de
1% a 5% entre pacientes com hemofilia B e 15% a 20% entre os hemofilicos A

(Brettler e Levine, 2001).
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Como forma de terapéutica auxiliar, dispomos dos inibidores da fibrindlise, tais
como o 4cido épsilon-aminocaproéico (EACA) e o acido tranexanico (AMCA); que podem
diminuir o sangramento em pacientes com disturbios da coagulacdo (Bithell, 1998). Estes
agentes antifibrinoliticos t€ém se mostrado tuteis em varias condigdes clinicas, sobretudo
para o controle do sangramento durante extracdes dentarias ou outros sangramentos de

mucosas em portadores de distirbios hemorragicos (Villar et al., 2002 e Mannucci, 1998).

De acordo com Sherry e Marder (1996), existem trés situagdes clinicas
diferentes onde a terapia antifibrinolitica pode ser racionalmente aplicada: a) tratamento de
estados de hiperfibrindlise sistémica; b) terapéutica auxiliar em pacientes que t€ém uma
potencial diminui¢cdo na formacgdo de coagulos hemostaticos, como ¢ o caso da hemofilia;
¢) em sangramentos localizados, como nas erosdes gastricas, mesmo quando o paciente nao

apresenta alteracdes da coagulagdo nem aumento da fibrinolise sistémica.

1.3- O tratamento da sinovite cronica e da artropatia hemofilica

Desde a década de 60, quando a terapia de reposicdo tornou-se uma realidade,
tem sido enfatizada a importancia da fisioterapia na prevengao e tratamento das seqiielas de

recorrentes hemartroses.

Para o tratamento da sinovite cronica algumas medidas ja foram bem
estabelecidas, como a sinovidrtese quimica e radiotiva (Silva et al., 2004; Heim, 2002;
Rodriguez-Merchan e Wiedel, 2001; Fernandez-Palazzi e Caviglia, 2001; Gilbert e
Cornwall, 2001). A sinovidrtese ¢ um procedimento invasivo que utiliza inje¢des intra-
articulares com farmacos (quimica) ou radio-farmacos (radioativa) cujo objetivo ¢
“estabilizar” (Ortese) a membrana sinovial, através da fibrose da membrana e plexo
sinovial, pela agdo fibrotica dos farmacos empregados. Na sinovidrtese quimica, as drogas
mais utilizadas sdo: acido 6smico (Ayral, 2001), rifampicina (Caviglia et al., 2001) e
metilpredinisolona (Fernandez-Palazzi, 2002; Ayral, 2001), na sinoviortese radioativa sao:
ouro - au 198 (Pettersson, 2001), fosforo - p 32 (Silva et al., 2001) itrio - yttrium 90
(Rodriguez-Merchan et al., 2001) e rhenium - r 186 (Heim, 2002).
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A sinoviortese € uma opg¢ao de tratamento que retarda o desenvolvimento da
artropatia hemofilica e estd indicada em quadros de sinovite cronica associada a
hemartroses recorrentes. Todavia ¢ um método invasivo e requer na maioria das vezes,
varias pungoes, necessitando da reposi¢do de fator em média de duas a trés doses por

procedimento, além de ser um procedimento doloroso, dependendo do farmaco utilizado.

Viérios centros utilizam diferentes classificagdes para a indicagdo da
sinoviortese. Fernandez-Palazzi (1998), classifica a artropatia hemofilica em quatro

estagios dependentes da severidade clinica (tabela 3).

Tabela 3- Classificacdo da artropatia hemofilica e indicagdo de sinoviortese, segundo

Fernandez-Palazzi (1998).

Grau de acometimento Alteragdes articulares Recomendagdo para

sinovidrtese

Grau I: sinovite transitoria articulagdo volta ao estagio pré sangramento ap6s indicada se houver > 3

sem seqiiela pds sangramento a hemartrose ter cessado hemartroses em 6 meses

Grau II: sinovite permanente  ha alargamento articular, espessamento sinovial e indicada

limitagdo de movimento.

Grau III: artropatia cronica além dos sinais do grau II existem deformidades  pode ser um recurso

axiais e atrofia muscular.

Grau IV: artropatia severa Fibrose ou anquilose dssea ndo ¢ recomendada

Embora os melhores resultados relacionados a sinovidrtese no tratamento da
sinovite cronica para pacientes com hemofilia tenham sido obtidos com uso de radio-
famacos, este procedimento apresenta alguns inconvenientes, como a dificuldade e os
cuidados relacionados a manipulacdo dos produtos radioativos, seu alto custo e baixa
disponibilidade em diversos locais, além dos riscos potenciais da utilizagdo destes produtos,
sobretudo na faixa etaria pediatrica, onde se encontram a maioria dos pacientes que podem
se beneficiar com este procedimento. Assim, embora este procedimento tenha consideraveis

beneficios, diversas questdes de seguranga e factibilidade ainda sdo considerados.
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Neste contexto acreditamos que a sinoviortese quimica pode ser ainda uma boa
alternativa no controle da sinovite cronica em pacientes hemofilicos, sobretudo se for
possivel o controle dos principais inconvenientes relacionados a sua baixa efetividade,

como a necessidade de multiplas pungdes dolorosas.

J4

Para a sinoviortese quimica, ¢ essencial considerar a acdo de cada farmaco
utilizado, de acordo com o tipo de lesdo articular presente. Assim a utilizacdo de
corticoesterdides apresenta resultados mais satisfatérios em quadros inflamatorios agudos,
levando na maioria das vezes apenas a beneficios passageiros e com efeitos deletérios na

cartilagem articular (Shupak et al., 1998; Rodriguez-Merchan et al., 1994).

Na década de 80, baseado em experiéncia anterior realizada em pacientes com
artrite reumatoide, uma nova alternativa foi introduzida para uso em artropatia hemofilica, a
sinoviortese com rifampicina (Caviglia et al., 2001). A rifampicina ¢ um antibidtico que
apresenta efeito antimitdtico, impedindo a sintese de RNA ¢ DNA polimerase em células
imunocompetentes. Nas articulagdes, sua agdo proteolitica e antifibrinolitica favorece a
fibrose e esclerose da membrana sinovial, diminuindo assim os episddios de sangramento
local e interrompendo o ciclo: hemartrose <« sinovite cronica <> hemartrose
(Fernandez-Palazzi e Caviglia, 2001). Os resultados obtidos parecem ter sido satisfatorios,
sobretudo em articulacdes menores (cotovelos e tornozelos) e quando o tratamento foi
iniciado precocemente, isto ¢, em articulagdes com grau I de acometimento
(Caviglia et al., 2001). Além disso, alguns grupos observaram uma melhora significativa da
dor articular cronica e na amplitude dos movimentos articulares (Radossi et al., 2003).
Atualmente a rifampicina nao ¢ facilmente encontrada em nosso meio, no entanto outros
farmacos, como o cloridrato de oxitretaciclina, que ¢ um antibiotico da familia das
tetraciclinas, parece ser também uma alternativa no tratamento da sinovite cronica

hemofilica.

r

O cloridrato de oxitetraciclina é um antibidtico, com a¢do bacteriostatica
derivado da tetraciclina (obtida a partir da Streptomyces rimosus). O cloridrato de
oxitetraciclina quando utilizado intra-articular causa um efeito semelhante a rifampicina,
com fibrose da membrana sinovial. O efeito in vivo do cloridrato de oxitetraciclina foi

recentemente observado em estudo experimental com coelhos submetidos a hemartrose
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induzida pela injecdo de sangue autdlogo intra-articular (2vezes/semana por 2 semanas).
Apo6s duas semanas, 8 animais passaram a receber injecdes intra-articulares de solugdo
salina (grupo A) e 16 animais receberam aplica¢des intra-articular de 50 mg de cloridrato
de oxitetraciclina uma vez por semana por 4 semanas. Ao término, os animais foram
sacrificados e foi possivel observar que o grupo tratado com oxitetraciclina apresentava
histologicamente regeneragdo do tecido sinovial com menor formagdo de vasos locais que o
grupo tratado com salina, que apresentou tecido reparado de forma distinta que o tecido
normal (Rojas et al., 2004). Recentemente alguns grupos da América Latina, liderados por
Fernandez-Palazzi da Venezuela, tém descrito sua experiéncia com uso de cloridrato de

oxitetraciclina em substitui¢ao a rifampicina (Fernandez-Palazzi et al., 2004).

Como recurso para o tratamento da artropatia hemofilica, encontramos o 4cido
hialurénico (Fernandez-Palazzi et al., 2002, Rodriguez-Merchan, 2003). Embora
amplamente utilizado em individuos com osteoartrite desde 1989, também tem mostrado
resultados promissores na artropatia hemofilica (Wallny et al., 2000); todavia, os dados
publicados sdo limitados e restritos a pacientes adultos (Athanassiou-metaxa et al., 2002).
Os primeiros dados do uso do acido hialurénico no tratamento da artropatia foram
registrados em 1994 (Fernandez-Palazzi, 1994). O acido hialurénico ¢ um polimero natural
da familia dos glicosaminoglicanos (4cido mucopolissacaride), constituinte importante da
matriz extracelular e que estd presente em concentragdes particularmente elevadas nas
cartilagens e no liquido sinovial. O 4cido hialurénico demonstra apresentar propriedades
analgésicas e antiinflamatoérias, além de induzir a normalizagdo da fluidez ou
viscoelasticidade do liquido sinovial e ativacdo da regeneracdo tecidual na cartilagem

comprometida, restabelecendo o equilibrio funcional da articulagdo (Wallny et al., 2000).

1.4- Iontoforese

A iontoforese ¢ uma técnica de administragao de farmacos, através do uso de
corrente elétrica que permite a introducdo a partir da pele e das mucosas, de ions
medicamentosos para o interior dos tecidos, utilizando-se para tanto, das propriedades da

corrente galvanica (Guirro e Guirro, 1996).
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A corrente Galvanica € uma corrente continua que caracteriza-se por criar um
campo eletrostatico unidirecional constante entre os eletrodos para permitir transmissao

ininterrupta da medicagdo (figura 5) (Ciccone, 2001).

anodo catodo
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Figura 5- Representacdo esquematica do fluxo idnico na iontoforese.

A primeira proposta para o uso de corrente elétrica com o intuito de
transferéncia de drogas, data a partir de meados do século XVIII. Antes do comego do
século XX, a transferéncia de drogas mediadas por fluxo elétrico era conhecida como
“cataforese”, sendo que Frankenhduser introduziu o termo iontoforese antes de 1908. Uma
recente defini¢ao diz que a iontoforese ou transferéncia ionica € a introdugdo de ions livres
aplicados de maneira ndo invasiva usando uma corrente direta. Um termo recentemente
introduzido denomina-se “electrically-assisted transdermal drug delivery” — E.A.T.D.D.

(Helmstaddter, 2001).

O principio da aplicagdo assim como as questdes praticas da terap€utica foram
reconhecidos em virtude do célebre experimento realizado por Leduc, que no comego do

século XX, conduziu vigorosamente esse tipo de pesquisa antes da classe médica
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(Singh, 1993). Seu experimento fundamental consistiu na tentativa de aplicagdo
iontoforética de estricnina em dois coelhos. Em um dos coelhos a droga foi contida no
eletrodo negativo e no outro, no eletrodo positivo de um sistema elétrico gerador de
corrente continua. Apds um certo tempo de aplicacdo, o coelho cuja solucao de estricnina
estava contida no eletrodo positivo sofreu espasmos convulsivantes que o levaram a morte,
enquanto que o outro coelho nada sofreu. As alteragdes ocorridas em apenas um dos
coelhos demonstraram que a droga ¢ transportada para o interior dos tecidos de acordo com
as suas caracteristicas polares, responsaveis pela determina¢do do sentido do fluxo idnico
ativado pela corrente continua. Assim os ions positivos sdo introduzidos no organismo a

partir do anodo e os ions negativos a partir do catodo (figura 6) (Guirro e Guirro, 1996).

ions positivos .repelidos para ions negativos repelidos para
den!r_o dos tecidos pela carga dentro dos tecidos pela carga
positiva negativa

eletrodo eletrodo
positivo negativo

Figura 6- Movimento de ions durante a iontoforese.

Desde o final da década de 30, a administracdo de diversas substancias através
da iontoforese ja foi relatada. Ciccone (2001), cita algumas aplica¢des clinicas, com
medicagdes primarias administradas atualmente pela iontoforese como: acido acético para
tendinite calcificante e miosite ossificante; cloreto de célcio e sulfato de magnésio nos

espasmos musculoesqueléticos; dexametasona para inflamacao; iodo para capsulite adesiva,
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outras adesdes dos tecidos moles e infecgdes microbianas; lidocaina para dor e inflamagao
dos tecidos moles (como bursite e tenossinovite); hialuronidase no tratamento de edema
local (estdgio sub-agudo e cronico); salicilatos e 6xido de zinco para dor muscular e
articular em condi¢des agudas e cronicas (como lesdes por uso excessivo e artrite

reumatoéide), além de uso para tlceras de pele e outras doengas dermatologicas.

De acordo com Guirro e Guirro (1996), os beneficios terapéuticos da introdugao
de medicamentos pela iontoforese sdo: auséncia de efeitos colaterais sistémicos aos quais o
paciente apresenta intolerancia; ac¢do localizada do medicamento podendo este estar em

maior concentragdo na area lesada, onde sua agdo ¢ mais efetiva e prolongada.

Acredita-se que o amplo uso clinico, combinado com pesquisa adicional,
possam permitir que a iontoforese assuma um papel proeminente na pratica clinica

contemporanea (Ciccone, 2001).

Os principios basicos de aplicagdo iontoforética dependem: da eletricidade
como veiculo de administracdo da droga; da transferéncia de ions (que ¢ de acordo com a
polaridade da substancia); do tipo, amplitude, duracdo e dosagem da corrente empregada

(Hawan Su et al., 1994).

1.5- Utilizacao da iontoforese como terapia complementar nas hemartroses e na

sinovite cronica

As alteracdes articulares que ocorrem nos pacientes hemofilicos podem ser
consideradas de duas maneiras: o sangramento agudo intra-articular (hemartrose) e a

sinovite cronica decorrente dos episddios hemorragicos recorrentes.

Durante o episddio hemorragico agudo ¢ essencial o tratamento com reposi¢ao
de fatores da coagulagdo para controle do sangramento. No entanto outras medidas e
medicagdes coadjuvantes podem auxiliar no controle das hemorragias, no tratamento da

sinovite cronica bem como na artropatia.
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Os antifibrinoliticos sdo drogas amplamente utilizadas no controle de

hemorragias por sua acdo hemostatica sist€émica e, sobretudo local.

A administracdo via iontoforética de antifibrinoliticos e das medicagdes
utilizadas na sinoviortese quimica nao ¢ descrita na literatura. De fato, embora sabemos da
utiliza¢ao por alguns grupos multiprofissionais da iontoforese como via de administragao
de farmacos como corticosterdide, drogas anestésicas e vasodilatadoras (histamina), para
tratamento das alteracdes articulares em individuos hemofilicos, estes procedimentos ainda
sdo pouco divulgados, sendo escassa a bibliografia deste tema para hemofilia. Assim
optamos por desenvolver e padronizar métodos que pudessem viabilizar a aplicacio
iontoforética de famacos com potencial beneficio ao tratamento das complicagdes
articulares hemofilicas agudas (hemartroses)), com o wuso de antifibrinolitico
(acido e-aminocaproico) e cronicas, utilizando o acido hialurdnico e o cloridrato de

oxitetraciclina.
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2- OBJETIVOS
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Do exposto anteriormente sdo objetivos deste estudo:

1. Avaliagao do transporte transdérmico via iontoforese, através da analise
dindmica da aplicagdo iontoforética de radiofarmacos em joelho de

individuos sadios.

2. Padronizagdo e analise, através de modelo experimental suino, da aplicagao
iontoforética de farmacos com potencial uso durante episddios agudos de
hemartrose em pacientes hemofilicos (4cido &-aminocaprdico) ou para
tratamento da sinovite cronica (cloridrato de oxitetraciclina e 4acido
hialurdnico), com posterior analise da presengca e concentracdo destes
farmacos no soro e no liquido sinovial pelo método de espectrometria de

massa.

3. Avaliacdo em modelo experimental murino (camundongos knockout
portadores de hemofilia A) do efeito da aplicagdo iontoforética dos
farmacos: acido e-aminocaproico em hemartrose aguda, acido hialurénico e
cloridrato de oxitetraciclina na sinovite cronica, através da analise

histologica das articulacdes afetadas.
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3- MATERIAIS E
METODOS
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3.1- Avaliacao do transporte transdérmico via iontoforese

Com a colaboragao dos profissionais do Departamento da Medicina Nuclear do
Hospital das Clinicas da Unicamp, desenvolvemos e padronizamos dois experimentos

cintilograficos, para a avaliagdo dindmica do transporte transdérmico pela iontoforese.

Para a avaliacdo dinamica do transporte transdérmico pela iontoforese, foram
selecionados para cada experimento 05 voluntarios entre alunos e/ou funciondrios da

UNICAMP que atenderam aos seguintes critérios:
o faixa etaria entre 20 e 40 anos (ambos 0s sexo0s),
e nao estivessem usando qualquer tipo de medicamento nos tltimos 10 dias,

e ndo apresentassem doencas articulares degenerativas, neoplasias, alteragdes
vasculares ou quaisquer outras patologias de base com qualquer

comprometimento sistémico.

e nunca tivessem sido submetidos a intervengdes cirirgicas na regido a ser

tratada (articulag@o dos joelhos).

Os voluntarios foram submetidos previamente ao procedimento a avaliagdo

fisica e radioldgica, para descartar qualquer comprometimento articular prévio.

99m

3.1.1- Aplicacdo iontoforética de =~ TcO4  em articulacdo do joelho de voluntarios

sadios

Para a realizagdo do experimento foi utilizado o radiois6topo pertecnetato de
tecnécio (*"TcO4), que além de ser considerado livre de efeitos colaterais, possibilita a
realizagdo de imagens em camera de cintilagdo. O procedimento foi realizado em duas
etapas, com a aplicagdo de *”™TcO4 no eletrodo negativo colocado em contato com a pele
na porg¢ao lateral do joelho direito do individuo. Os voluntarios permaneceram em decubito

dorsal, com a articulacio do joelho direito em posicao neutra. Os eletrodos foram
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posicionados medial e lateralmente a articulagdo do joelho. Na primeira etapa os
voluntarios foram monitorados simultaneamente com captura de imagens pela camera de
cintilagdo por cerca de 20 minutos com o aparelho de iontoforese desligado. Na segunda
etapa o aparelho de iontoforese foi ligado e os voluntdrios permaneceram cerca de 20
minutos, com intensidade em rampa ascendente de 1,0 a 8,0 mA. Os individuos foram
monitorados simultaneamente a realizagdo do procedimento iontoforético, através da

captura de imagens pela camera de cintilacao.

3.1.2- Aplicagao da iontoforese em articulagdo do joelho de voluntarios sadios, apos a

administracao endovenosa de Tc99m Sestamibi.

Este segundo experimento foi realizado para analisar o mecanismo inverso ao
da iontoforese. Outros 05 voluntarios seguindo os mesmos critérios de inclusdo e exclusao

foram selecionados.

No experimento elaborado, o voluntario permaneceu em decubito dorsal, com a
articulacdo do joelho em posi¢cdo neutra. O mesmo recebeu a substancia radioativa por via
endovenosa. O Tc99m Sestamibi, ¢ um complexo catidnico que tem a capacidade de
acumular-se nos musculos. Os eletrodos foram posicionados medial e lateralmente a
articulagdo do joelho. O voluntario foi monitorado simultaneamente com a captura de
imagens pela camera de cintilagdo, para que fosse possivel avaliar se haveria maior
concentragdo do radioisotopo injetado, na area onde os eletrodos foram posicionados
(articulacdo do joelho), com o aparelho de iontoforese ligado. A aplicagdo iontoforética

durou cerca de 30 minutos, com intensidade em rampa ascendente de 1,0 a 8,0 mA.

3.2- Métodos para analise dos farmacos: acido g-aminocapréico (EACA), acido

hialuronico (HA) e oxitetraciclina (OTC).

Com o objetivo de avaliarmos a presenga e a concentragdo no liquido sinovial
dos farmacos administrados por via iontoforética, foi desenvolvido um modelo
experimental suino para realizacdo da iontoforese na articulagdo do tornozelo e posterior

analise da presenca dos farmacos (em soro e liquido sinovial) por espectrometria de massas.
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3.2.1- Avaliagdo da iontoforese no modelo animal suino in vivo.

Os experimentos no modelo animal in vivo utilizaram a articulagdao do tornozelo
de suinos. Os animais utilizados eram porcos da linhagem Large-White, com procedéncia
de suinocultor em Holambra, SP. Os animais tinham aproximadamente 10 semanas de vida

e 40 Kg de peso.

O procedimento foi realizado através do Protocolo de aplicacao iontoforética

em suinos e estd demonstrado na figura 7. Essas medidas foram necesséarias para que os
sinais vitais do animal pudessem ser acompanhados antes, durante e depois do
procedimento. Este protocolo analisou a utilizacdo das drogas: acido e-aminocaprdico
(EACA), acido hialurdénico (HA) e cloridrato de oxitetraciclina (OTC) através da aplicagao

iontoforética em suinos para posterior emprego destas drogas em protocolo murino.

Protocolo de aplicacido iontoforética em suinos:

e Anestesia: o animal recebeu um pré-anestésico (ketamina 250mg)
administrado por via intramuscular e posteriormente foi mantido anestesiado
por cerca de 2 horas com dose Unica intra-venosa de tiopental 25mg/kg

associado a fentanil 0,25ml/kg.
e Posicionamento do animal em decubito dorsal.

e Intubagdo orotraqueal do animal com ventilagdo mecanica e monitoramento

da freqiiéncia respiratoria (aproximadamente 16 rpm).

e Controle da pressdo arterial central: foi realizado incisdo de
aproximadamente 6 cm na regido proximal interna do membro posterior
contralateral para acesso da artéria femoral e monitoramento da pressao

arterial central.

e Monitoramento cardiaco através de quatro eletrodos colocados em cada

membro do animal.
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e A regido a ser submetida a aplicacdo foi a articulacdo do tornozelo. O local

foi tricotomizado e higienizado com alcool isopropil. Os eletrodos foram

colocados medial ¢ lateralmente a articulagao.

Figura 7- Demonstragdo da aplicagdo iontoforética em suinos. A. Posicionamento do
animal em decubito dorsal apds sedacdo e intubagdo orotraqueal.
B. Posicionamento dos eletrodos em membro posterior direito (articulagdo do
joelho D). Uma incisdo de aproximadamente 6 cm foi realizada para
monitoramento da pressdo arterial central, através da artéria femoral

contralateral.

3.2.2- Espectrometria de massas em fluidos bioldgicos

Nesta fase contamos com a colaboragdo do Instituto de Quimica da UNICAMP,
mais especificamente do Laboratorio Thompson de Espectrometria de Massas

(MS: mass spectrometry).

A espectometria de massa ou MS ¢ uma técnica amplamente divulgada que
permite entre outras caracteristicas, a analise de biomoléculas encontradas em fluidos
bioldgicos. Entre as tecnologias utilizadas para esta finalidade ha a técnica de ionizagao por

“electrospray” (ESI) e por “matrix-assisted laser desorption ionization” (MALDI).
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Na ionizag¢do por eletrospray no modo positivo, uma solugdo contendo a substancia de
interesse ¢ acidificada, formando moléculas protonadas e os seus respectivos contra-anions.
Esta solucdo ¢ nebulizada através de um tubo capilar onde se aplica uma alta voltagem,

como mostra a figura 8.

Gotas

ions
Dessolvatados
Tubo Capilar

! /7

+2 KV to +5 KV Regiao de_ Entrada do
Dessolvatacéao Espectrometo

Aquecida de Massas

Figura 8- Ionizacdo por eletrospray: solucdo contendo moléculas protonadas ¢ nebulizada
através de um capilar onde ¢ aplicado uma alta voltagem, formando goticulas
carregadas. O solvente dessas goticulas carregadas ¢ evaporado formando a

molécula protonada na fase gasosa.

Desse modo, os anions presentes na solug¢do serdo neutralizados pelo capilar e
as gotas formadas pela nebulizacdo conterdo excesso de cargas positivas
(moléculas protonadas). O solvente presente nas goticulas ¢ evaporado restando assim a
molécula protonada na fase gasosa. Analogamente, pode se utilizar uma solugdo basica e
um potencial negativo no capilar para se produzir ions negativos. Entre as caracteristicas da
ionizacao por eletrospray, pode-se citar a baixa energia dos ions formados e a possibilidade

da formacao de ions multicarregados (multiprotonados) (Eberlin et al., 2002).
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Neste estudo, utilizamos a técnica de ESI-MS, particularmente no modo
negativo (ESI(—)-MS modo negativo) para caracterizacdo do acido hialuronico, ESI(+)-MS
modo positivo para o acido g-aminocaproico e ESI(+)-MS modo positivo para o cloridrato
de oxitetraciclina. Para o desenvolvimento desta técnica foi utilizado o equipamento

Q-TOF mass spectrometer (Micromass, Manchester, UK).

Para a analise da presenca dos farmacos em amostras de soro e liquido sinovial
de suinos foi utilizada a técnica de fingerprinting, que se caracteriza pela analise direta de

insercdo de misturas complexas.

3.3- Avaliacio da a¢ao do acido e-aminocaprdico, do acido hialuronico e do cloridrato
de oxitetraciclina na artropatia hemofilica em modelo animal

(camundongos portadores de hemofilia A)

Para a avaliacdo in vivo da agdo do antifibrinolitico, do acido hialurénico e do
cloridrato de oxitetraciclina foi optado pela realizacdo do modelo experimental, induzindo a
ocorréncia de hemartroses e conseqliente sinovite cronica em camundongos portadores de

hemofilia, conforme anteriormente descrito por Valentino et al., 2004.

Os animais estudados sdo camundongos knockout hemofilicos A
(linhagem C57/BL6, deficientes dos fatores VIII da coagulagdo), que foram doados pela
Dra Katherine High, The Children’s Hospital of Philadelphia. Estes animais foram
recebidos e foi iniciada a formagdo das colonias. Atualmente o CEMIB
(Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica), fornece os animais para a realizagao
dos experimentos e mantém as matrizes. Os animais em experimentacdo sdo mantidos no
biotério do Hemocentro da Unicamp (Certificado de Bioseguranga do Hemocentro:
CQB 0072/98, com data de publicacao em 30 de setembro de 1998), onde permaneceram
com dieta ad libitum; ragdo para roedores: purina e agua esterilizada até 8 semanas de

idade.
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3.3.1- Genotipagem dos camundongos knockout deficientes do fator VIII

(hemofilicos A).

Todos os camundongos deficientes do FVIII (hemofilicos A) utilizados neste
estudo foram genotipados para confirmagdo da utilizagdo de animais onde o fendtipo fosse
relacionado a hemofilia. Neste estudo selecionamos apenas animais machos, portanto

hemizigotos para o gene deficiente do FVIII.

3.3.1.1- Genotipagem para os alelos do gene do FVIII (Bi et al, 1996)

A reagdo para genotipagem dos animais hemofilicos A foi realizada utilizando
para cada reacdo com volume final de 25ul: 1,0 mM de cada deoxinucleotideo trifosfato
(dATP, dGTP, dTTP, dCTP); tampao da enzima polimerase (10 mM Tris-HCI pH 8,5; 1,5
mM MgCly; 50 mM KCI); MgCI2: 0,8ul e 2 U de Taq DNA polimerase. A identificagao do
gene do FVIII murino normal ou mutante foi realizada a partir de 1,5ul do DNA gendmico,

utilizando-se os oligonucleotideos:

— MC-19: 5’TgCAAggCCTgggCTTATTT3’ extremidade 5’do éxon 16

(sense)
— NEO: 5’TgTgTCCCgCCCCTTCCTTT 3’ neo éxon 17 (sense).
— MC-18: 5’gAgCAAATTCCTgTACTgAC 3° éxon 17 (antisense)

Usando a combina¢ao dos produtos destes PCRs (MC-18 ¢ MC-19 e MC-18 ¢
NEO), ¢ feita a distingdo entre os genoétipos. O fragmento de 680 pb representa o
cromossomo X normal, e o fragmento com 420 pb representa a amplificagdo dos éxons 16 e
17 contendo a neo seqiiéncia utilizada nos animais deficientes de FVIII. Os produtos da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) s3o submetidos a corrida eletroforética em gel de

agarose 1,5% (figura 9).
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M 1a 1b 2a 2b 3a 3b

680 pb
5420 pb

Figura 9- Representacao da genotipagem dos animais hemofilicos A. Eletroforese em
gel de agarose (1,5%), onde nas linhas 1a, 2a, 3a estdo os produtos de PCRs
utilizando os oligonucletideos referentes ao alelo normal (MC-18 e MC-19).
Nas linhas 1b, 2b, 3b, estdo os produtos de PCR utilizando oligonucletideos da
neo sequiéncia (MC-18 e NEO). As reagdes 1 e 2 sao de animais hemofilicos A,
que ndo tém amplificagdo de fragmento na primeira linha (la e 2a), apenas o
fragmento de 420pb na segunda linha (1b e 2b), relativo ao neo gene inserido.
A reacdo 3, ¢ de um animal hemofilico B, utilizado como controle, que s6
amplifica o fragmento com 680pb (3a), do cromossomo X normal. M: marcador

(100pb DNA Ladder, Gibco BRL).

3.3.2- Inducao de hemartrose nos camundongos hemofilicos

Para a inducdo de hemartrose nas articulagdes dos camundongos hemofilicos A
machos, foi necessaria a elaboracao de dispositivos que causassem o sangramento
intra-articular de maneira controlada e padronizada nos animais. Assim, era imprescindivel
que a forga do impacto pudesse ser mensurada e reproduzida em todos os procedimentos.
Foram desenvolvidos dois dispositivos diferentes com o intuito de induzir hemartrose em
modelo experimental murino: a) dispositivo com sistema de molas; b) dispositivo com

sistema de pesos.
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Para a indugdo do trauma e durante os experimentos, os animais foram sedados
através de via inalatéria (figura 10); indug¢do da anestesia a 3% de halotano; 3 litros de
oxigénio/minuto, manuten¢do da anestesia a 2% de halotano; 3 litros de oxigénio/minuto

(Wixson e Smiler, 1997).

A B C

Figura 10- Sedacdo inalatoria. A: Equipamento utilizado, B: cadmara para indugdo da

anestesia, C: manuten¢ao da anestesia.

3.3.2.1- Dispositivo para indu¢do de hemartrose pelo sistema de molas

Um dispositivo com sistema de molas foi construido com o intuito de provocar
trauma articular levando a ocorréncia de hemartrose em camundongos hemofilicos. Este
dispositivo era constituido por uma mola de 60mm, com didmetro de 0,6mm, posicionada

no interior de um tubo (figura 11).
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Figura 11- Dispositivo para indu¢do de hemartrose através de um sistema de mola.

Antes e ap6s o trauma, 0S animais passaram por perimetria articular, com o
auxilio de um paquimetro (figura 12). A avaliacdo foi feita através da mensuragdo da
articulagdo por 3 vezes e a média desses valores foram anotados como o padrio da
perimetria articular. A articulagdo contralateral foi o controle para comparacio da evolugao

do trauma.

Figura 12- Paquimetro utilizado para avaliagdo articular do camundongo.
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3.3.2.2- Dispositivo para indug¢ao de hemartrose pelo sistema de pesos

Um outro dispositivo foi desenvolvido para a indugdo de hemartrose em
camundongos, desta vez baseado em uma forca “traumdtica”, através de pecas
(de diferentes tamanhos e pesos) atiradas de maneira direta na articulacdo (figura 13).
Este dispositivo foi desenvolvido a partir de uma haste de aco medindo 30 cm de altura

(h=30cm).

A B

Figura 13- Dispositivo para indu¢do de hemartrose através de um sistema de pesos.

A: Demonstracao do sistema montado. B: Haste medindo 30 cm, onde os pesos

sdo posicionados e soltos em queda livre sobre a articulagao.

3.3.3- Adequagdo do equipamento de iontoforese para tratamento iontoforético em

camundongos

A proposta de realizagdo do procedimento iontoforético em areas muito
pequenas (tal como a articulagdo do tornozelo do camundongo, figura 14 A) tornou-se um
desafio. Para tanto, foi necessaria a adequagdo do equipamento comumente utilizado em

humanos.
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O aparelho selecionado para a realizagdo da iontoforese foi um gerador de
pulsos digital, modelo NEURODYN-10 canais, Ibramed (figura 15 A). O mesmo opera

com tecnologia microcontrolada com visor de cristal liquido a-numérico.

A B

Figura 14- A: Regido do tornozelo tricotomizada para aplicagdo iontoforética.

B: Posicionamento do animal durante aplicagdo iontoforética.

Figura 15- Adequagdo dos equipamentos utilizados na realizacdo da iontoforese no
camundongo. A: aparelho utilizado acoplado ao par de eletrodos. B: Par de
eletrodos (cabo preto, polaridade negativa; cabo vermelho, polaridade

positiva) confeccionados para a utilizagdo em camundongos.
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Vale lembrar que para o emprego da iontoforese, alguns fatores devem ser
considerados, tais como: intensidade da corrente, tempo de aplicagdo e tamanho do
eletrodo. O equipamento utilizado opera com dois canais isolados de dosimetria. A
intensidade varia de 01 a 25 mA. O diametro dos eletrodos confeccionados varia de 03 a 05
milimetros, dependendo da area do tornozelo do camundongo (figura 15. B). Os eletrodos
comumente utilizados tém aproximadamente 15 cm. Portanto, além da adequagdo dos
eletrodos, também foi necessdria uma adaptacdo no software do equipamento para que o

mesmo pudesse operar com intensidade de correntes menores.

Apoés contatos com o engenheiro responsavel pelo equipamento, o0 mesmo foi
encaminhado para o fabricante que, neste caso, reduziu a dose da corrente utilizada em 10
vezes (1:10). Desta forma, pudemos operar com intensidades entre 0,1 a 2,5 mA, sedo

possivel a utilizagdo nos camundongos.

3.3.4- Esquema para avaliagdo da aplicacdo iontoforética de farmacos apods indugdo de

hematrose em modelo experimental murino

No fluxograma 1 estdo relacionados os diferentes grupos formados para a

realizacdo desta fase do estudo.

Vinte e quatro camundongos machos hemofilicos A foram submetidos a
indugdo de hemartrose no tornozelo de ambas as patas posteriores (dia 0). Estes animais
foram divididos em trés grupos: Grupo A — 08 camundongos recebem aplicacdo
iontoforética com EACA no tornozelo da pata posterior direita (2 horas apods a inducao da
hemartrose, repetido 24 horas e 48 horas apds), Grupo B - 08 camundongos ndo sdo
tratados e Grupo C — 08 camundongos que também nao sao tratados. No 7° dia todos os 24
animais sdo submetidos ao segundo episdédio de hemartrose no tornozelo posterior
bilateralmente. Novamente o grupo previamente tratado com EACA recebe aplicacdo
iontoforética no tornozelo posterior direito nos mesmos momentos apos hemartrose. No 14°
dia, todos os 24 animais sdo submetidos ao terceiro episodio de hemartrose no tornozelo
posterior bilateralmente. Neste momento € provavel que estes animais apresentem sinovite
cronica. Enquanto o grupo tratado com EACA (Grupo A) recebe o terceiro ciclo de

aplicagdes, o grupo B, com 08 camundongos inicia o tratamento com aplicacdo
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iontoforética de cloridrato de oxitetraciclina e o grupo C, com 08 camundongos, inicia o
tratamento com o &cido hialur6nico, ambos no tornozelo da pata posterior direita
(total de 10 aplicacdes realizadas diariamente entre o 15° ao 24°dia). Todos os vinte e
quatro animais sdo sacrificados no 40° dia e posteriormente sdo realizadas as avaliagdes

histologicas de ambos os tornozelos posteriores de cada animal.
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Fluxograma 1-

24 camundongos hemofilicos A

|

Indugédo do 1° episddio de hematrose nos

joelhos das patas posteriores

08 camundongos - Grupo A
tratados com EACA no joelho
da pata posterior esquerda

16 camundongos
ndo tratados com EACA

'

Hemartrose aguda
Inicio da iontoforese com EACA, apos:
2 horas; 24 horas e 48 horas

'

v

Indugdo do 2° episddio de hematrose nas mesmas articulagdes

|

Hemartrose recorrente (sinovite aguda)
Inicio da iontoforese com EACA, ap0s:
2 horas; 24 horas e 48 horas

}

\

Indugdo do 3° episddio de hematrose nas mesmas articulagdes

v

T~

Hemartrose cronica
(sinovite cronica)
Inicio da iontoforese com
EACA, ap6s:

2 horas; 24 horas e 48 horas

Hemartrose cronica
(sinovite cronica)

Grupo B: 08 camundongos: Inicio da
iontoforese com oxitetraciclina na pata
posterior esquerda:

10 aplicacdes realizadas diariamente

Hemartrose cronica
(sinovite cronica)

Grupo C: 08 camundongos: Inicio
da iontoforese com acido
hialur6nico na pata posterior
esquerda:

10 aplicagdes realizadas diariamente

Artropatia cronica

¢

Analise histologica dos joelhos das patas posteriores.
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3.3.5- Analise histoldégica da articulagdo do tornozelo nos camundongos hemofilicos

apos aplicacao iontoforética.

Apbs o 40° dia a partir do primeiro dia quando foi realizada a indugdo da
hemartrose, todos os camundongos hemofilicos foram sacrificados, através do

aprofundamento da anestesia com halotano.

Foram retirados ambos os tornozelos posteriores de cada animal, onde os
tornozelos da pata posterior direita nos animais do grupo A, correspondia a articulacdo que
recebeu aplicagdo iontoforética de EACA; no grupo B, foram tratados com cloridrato de
oxitetraciclina e no grupo C. com acido hialurénico Os tornozelos posteriores esquerdo de

cada animal foram considerados a articulagcdo controle (local de hemartrose nao “tratada’).

A articulagdo do tornozelo do camundongo foi isolada através de um corte no
terco distal da fibula e tibia. O material passou pelas seguintes etapas: descalcificagdo,
tratamento do tecido (diafanizagdo), inclusdo ou incrustagdo, confeccdo das laminas e

coloragdo.

A descalcificagao foi realizada por um periodo de 8 horas de imersao do
material no descalcificador (EDTA tetrasodio: 0,7g, tartarato de sddio e potassio: 8g,

tartarato de sodio: 0,14g, acido cloridrico: 120ml, diluido em 900ml de 4gua destilada).

O tratamento do tecido (diafanizagdo) foi realizado pelo equipamento Shandon
Citadil 1000. O material passou por 12 banhos de 1 hora cada. A seqiiéncia da diafanizagao
foi realizada por 6 banhos de alcool absoluto (99,5%), 4 banhos de xilol histoldgico, 2

banhos de parafina liquida a 60°. O tempo total do tratamento foi de 12 horas.

Apoés o tratamento, o material foi repousado em parafina derretida a 65°C por
aproximadamente 20 minutos. A inclusdo ou incrustagdo foi feita em formas, com

impregnacao do material na parafina liquida a 63°C.

Os blocos de parafina com a inclusdo do material foram repousados em gelo e
posteriormente cortados a 4 micras (“820” Spencer Microtome American Optical
Corporation). Em seguida passaram pelo banho histolégico (dgua aquecida a 56°C) para
esticamento uniforme do corte. Apos, as laminas foram lavadas em detergente neutro —

Extran e levadas para estufa histologica (Fabbe Primar) a 55°C por 24 horas.
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A coloragdo das laminas foi realizada por dois métodos: a) corantes

hematoxilina-de-Harris e eosina e b) tricomico de Mansson.

O método de hematoxilina-de-Harris e eosina seguiu os seguintes

procedimentos: com as laminas em temperatura ambiente, foram realizados 2 banhos de
xilol — 5 minutos cada, 2 passagens de alcool absoluto (99,5%), lavagem em agua corrente
por 5 minutos. Apés, coloragdo em hematoxilina-de-Harris por 25 segundos, lavando em
seguida com 4gua corrente por 5 minutos. Colora¢do em eosina por 20 segundos seguida de
lavagem em agua corrente. Foram realizadas 4 passagens em alcool absoluto (99,5%), 2
passagens em xilol, sendo a ultima aproveitada para imersdo das ldminas. Apos, as laminas

foram montadas em resina (Entellan) e laminulas 24x40mm.

O método do tricomico de Mansson seguiu os seguintes procedimentos:

desparafinagdo e hidratacdo, lavagem em agua corrente por 5 minutos, imersdao em solugdo
de Bouin (soluc¢do saturada de acido picrico — 75ml; formaldeido puro — 25ml; acido
acético glacial — Sml) por 1 hora na estufa a 60°C ou preferencialmente era deixado por
uma noite em temperatura ambiente. Apos, o material era lavado em agua corrente até
desaparecer o amarelo deixado pela solucdo de Bouin seguido de passagem em agua
destilada. Coloragdo pela solugdo de hematoxilina férrica de Weigert - A ¢ B
(solucdo A: hematoxilina po- 1g, alcool 95% - 100ml; solucdo B: solucdo aquosa de cloreto
férrico a 29% - 4ml, 4dgua destilada — 95ml, &cido cloridrico concentrado — 1ml) por 10
minutos. Lavagem em 4gua corrente por 10 minutos e uma passagem de dgua destilada.
Coloragao pela solucdo escarlate de Briebrich (solucio aquosa de escarlate de Biebrich 1%
- 90ml, solucdo aquosa de fucsina acida 1% - 10ml, adido acético glacial — 1ml) por 5
minutos e passagem em agua destilada. Diferenciar pela solucdo de acido
fosfotungstico-fosfomolibidico (4cido fosfotungstico — 2,5g, 4cido fosfomolibilico — 2,5g,
agua destilada — 100ml) durante 10 a 15 minutos e passagem por agua destilada. Coloracao
pela solug¢do de azul de anilina (azul de anilina — 2,5g, acido acético glacial — 2ml, agua
destilada — 100ml) durante 5 a 10 minutos e passagem em agua destilada. Passar pela
solucdo de acido acético glacial 1% (4gua destilada — 100ml, &cido acético glacial — Iml)
por 3 a 5 minutos e passagem em agua destilada. O procedimento foi seguido de

desidratagdo, diafanizacdo e montagem em resina.
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A visualizacdo das laminas foi realizada através do microscopio Axiophot
ZEISS (West Germany) e a digitalizacao das imagens através do equipamento fotografico:
Power Shot G5 (Canon, 5 mega pixels). A digitalizagdo das imagens foi realizada de
maneira dirigida, isto ¢, escolhemos a 4rea onde detectamos as alteragdes mais exuberantes.
Um minimo de 2 fotos de cada lamina foram digitalizadas para analise em programa

(Image J ® 1.36) dos valores médios de lesao encontrados.

A avaliacdo histoldgica foi realizada através de dois examinadores, onde apenas
um deles tinha conhecimento do grupo e de qual articulagdo correspondia cada ladmina

avaliada (articulacao tratada ou controle).

3.3.6- Métodos estatisticos

Os achados histoldgicos obtidos entre as articulagdes do tornozelo, nos
camundongos hemofilicos tratados ou ndo tratados com aplicagdo iontoforética dos
farmacos estudados, foram avaliados através das médias e desvios padroes (DP) das areas
que apresentavam lesoes. Foi utilizado método nao paramétrico (teste de Mann-Whitney)
para a avaliacdo da significancia estatistica. Esta analise foi realizada através do programa

GraphPad InSta® para Windows versdo 3.05 (GraphPad Software, Inc., 2000). As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando valor de P < 0,05.
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4.1- Avaliacao do transporte transdérmico via iontoforese

O transporte transdérmico em articulagdes através da iontoforese pode ser

comprovado através de dois experimentos cintilograficos.

No primeiro experimento (com duas etapas), foi utilizado o radiois6topo
99mTcO4-, que habitualmente acumula-se em diversos 6rgdos, dentre eles, na glandula
tiredide. Assim nosso objetivo foi avaliar a presenca desta substancia na tiredide em duas

situacoes distintas:

a) Simulagdo da aplicacdo iontoforética, porém com o aparelho iontoforético

desligado. O *™TcO4  foi aplicado no eletrodo e apds colocado em contato
com a pele do joelho em posicao neutra. Os eletrodos foram posicionados
medial e lateralmente a articulagdo do joelho direito. Foram observados
critérios tais como: local de aplicagdo e tempo, para que pudessem ser
posteriormente  reproduzidos. Os voluntdrios foram monitorados
simultaneamente com captura de imagens pela camera de cintilagdo por
cerca de 20 minutos. Nao se observou em nenhum dos voluntarios alguma
imagem que indicasse a presenga da substincia radioativa na tiredide,

excluindo a penetragdo passiva da substancia.

b) Aplicacdo iontoforética propriamente dita. O **™TcO4™ foi aplicado no

eletrodo negativo e apo6s, colocado em contato com a pele do joelho direito
em posi¢ao neutra. Os eletrodos foram posicionados medial e lateralmente a
articulacdo do joelho. O aparelho de iontoforese foi ligado e os voluntarios
permaneceram cerca de 20 minutos, com intensidade baseada em uma rampa
ascendente de 1,0 a &80 mA. Os mesmos foram monitorados
simultaneamente, com a captura de imagens pela cdmera de cintilagdo, e em
todos observamos a presenga do radiofarmaco ndo s6 na tiredide, como
também nas paredes do estomago e da bexiga, comprovando que houve

absor¢ao do material via iontoforese.
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Desta forma, pudemos concluir que a iontoforese é uma técnica que viabiliza a

penetracao por meio da corrente galvanica, de substancias no organismo através da pele.

Um outro experimento foi realizado para analisar o mecanismo inverso ao da
iontoforese. Na iontoforese, os ions medicamentosos sdo colocados nos eletrodos, para que,
a partir da pele e das mucosas, através do estimulo da corrente continua, sejam introduzidos
no interior dos tecidos, pela criagdo de um campo eletrostatico unidirecional constante entre
os eletrodos, o que permite a transmissdo ininterrupta da medicagdo. Ja o que analisamos
neste experimento, foi a possibilidade de uma substincia aplicada via endovenosa,
concentrar-se na area de colocagdo dos eletrodos, com a aplicagdo simultdnea da corrente

galvanica.

Neste experimento com outros cinco voluntarios, foram realizadas
administracdes endovenosas de uma substancia radioativa (Tc99m Sestamibi) que tem a
capacidade de acumular-se nos musculos. Os eletrodos foram posicionados medial e
lateralmente a articulacdo do joelho direito. O voluntario foi monitorado simultaneamente
com a captura de imagens pela camera de cintilagdo, para que pudéssemos avaliar a
possibilidade de que com o aparelho de iontoforese ligado, houvesse uma concentragao
maior da substincia injetada na area onde os eletrodos foram posicionados. A aplicagdo
iontoforética durou cerca de 30 minutos, com intensidade em rampa ascendente de 1,0 a 8,0
mA, e nao foi observada nenhuma alteracdo no campo de imagens referentes a area dos

eletrodos em nenhum dos voluntarios.

4.2- Determinacao das concentracdes no liquido sinovial e no soro dos farmacos
administrados por via iontoforética em articulacio do modelo experimental

suino.

Com o objetivo de avaliarmos a presen¢a e a concentragdo no liquido sinovial
dos farmacos administrados nas articulagcdes por via iontoforética, foi desenvolvido neste
estudo um modelo experimental suino. Estes animais foram escolhidos por apresentarem a

articulagdo do tornozelo favoravel a obtengcdo de amostras de liquido sinovial suficientes
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para a analise posterior da presenca das drogas através da técnica de espectrometria de
massa. Além disso, a utilizagdo de suinos em protocolos iontoforéticos ¢ aceita como
modelo, pois em geral os porcos tém caracteristicas de absor¢ao semelhantes aos humanos
(Monteiro-Riviere et al., 1994, Pannus et al., 1997, Pannus et al.,1999; Riviere ¢

Papich, 2001).

Para tanto, este experimento necessitou de varias etapas, incluindo a
caracterizagdo das drogas isoladamente (substancia padrdo), a determinacdo da polaridade e
apos estabelecido estes parametros, a realizagdo do experimento propriamente dito, para a
obtencdo das amostras de liquido sinovial e soro para a realizagdo das analises
comparativas (presenga ou nao do farmaco baseado em um padrao purificado da

substancia).

4.2.1- Caracterizacao e padronizagdo do método de quantificacdo das drogas

A caracterizacdo das drogas foi realizada através da analise pela espectrometria
de massa da droga isolada (substancia padrdao) para determinar o pico de intensidade

correspondente a cada droga quando identificada pela técnica de espectrometria de massa.

Outro parametro avaliado foi a determinacdo da polaridade das drogas
utilizadas na aplicagcdo iontoforética. Esta é uma varidvel essencial para a realizacdo da
técnica de iontoforese, no entanto nem sempre este parametro ¢ facilmente obtido apenas
pela avaliagcdo da composi¢do quimica do medicamento. Portanto com a caracterizagdo do
padrao do EACA, do cloridrato de oxitetraciclina e do 4cido hialurénico por espectrometria
de massas, foi possivel também determinar a polaridade das drogas através dos
experimentos de aplicacdo iontoforética no modelo animal in vivo, na articulagdo do
tornozelo de suinos. Com este intuito, foram analisadas amostras do soro do porco, apds o
mesmo ter sido submetido a aplica¢do iontoforética na articulacdo do tornozelo, de acordo
com o protocolo anteriormente descrito. Esta andlise consistiu em duas fases: a) colocando
o medicamento no eletrodo positivo e b) repetindo o experimento com o medicamento no

eletrodo negativo. A densidade de corrente foi 160mA x minuto (4mA durante 40 minutos),
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ndo ultrapassando 0.28mA/cm? Ao término da aplicagdo iontoforética por 40 minutos,
foram coletados 5 ml de sangue arterial através da artéria femoral contralateral ao
tratamento iontoforético (j4 previamente puncionada para monitoramento da pressdo

arterial central, conforme descrito no “Protocolo de aplicagcdo iontoforética em suinos”).

Estas amostras foram centrifugadas a 850 x g, 25°C, durante 5 minutos para separacao das
amostras de soro. As mesmas foram posteriormente analisadas para determinagdo da
presenca de cada droga através da técnica de espectrometria de massa. Este experimento foi

repetido separadamente para cada droga analisada.

Com a determinagdo da polaridade de cada droga, foi possivel a realizagao do
experimento propriamente dito, tendo sido realizado cerca de 45 experimentos
(total de 8 animais). Cada experimento consistiu da aplicagdo iontoforética dos fdrmacos
seguida da coleta de 2 amostras de liquido sinovial coletadas da articulacdo do tornozelo

tratado e 2 amostras de sangue total coletadas da artéria femoral contralateral.

A coleta das amostras de sangue periférico do protocolo suino foi realizada em
4 tempos distintos. A primeira amostra foi obtida antes do inicio do procedimento. A
segunda e a terceira amostra foram coletadas em 20 + 1 minuto e 40 = 1 minuto,
respectivamente. A amostra final foi obtida 30 + 1 minuto ap6s o término do procedimento.
Estas amostras foram armazenadas no gelo por aproximadamente 30 minutos e apos,
centrifugadas a 850 x g, 25°C, durante 5 minutos (Panus et al., 1999). O soro foi separado e
armazenado (-80°C). Antes da andlise através da espectrometria de massa, as amostras
foram centrifugadas de 2500 a 3000 g, a 4°C, durante 10 minutos. As amostras de liquido

sinovial foram coletadas em 20 &+ 1 minuto e 40 + 1 minuto e armazenadas em -80°C.

4.2.1.1- Acido e-aminocaproico (EACA)

4.2.1.1.1- Caracterizagdo do acido e-aminocaproico (EACA) pela

técnica de ESI-MS

A caracterizagdo do EACA foi possivel através da utilizacdo de um padrdo
comercial do EACA com 99% de pureza (6-aminohexanoic acid, SigmaUltra, 99% -

Sigma-Aldric, Inc., Japao). Para a realizacdo da analise foi obtida uma amostra de EACA
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99% na concentracdo de Ing/ml, utilizando como diluente dgua destilada e metanol na
propor¢ao 1:100 e posterior analise através da técnica de espectrometria de massas
(grafico 1). Foram realizadas dilui¢cdes seriadas desta solugdo (1:10; 1:100 e 1:1000) que
foram posteriormente analisadas através do equipamento Q-TOF mass spectrometer

(Micromass, Manchester, UK) para a obten¢ao de uma curva de calibragao.

injecao direta Thomson MS Lab
amostra 1 3 (0.109) Cm (1:7) TOF MS ES+
100 132.0936 1.22e4

\

%

173.1156

83.0524 I

i; 1551097

| 1 |
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 280 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Griafico 1- Caracterizacdo do acido aminocapréico (EACA) por espectrometria de
massa. Andlise do EACA 99% diluido em 4gua e metanol (1:100) na
concentragdo final de Ing/ml. Os sinais de maior intensidade: m/z 132.09

(seta), correspondem a presenca do EACA.
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4.2.1.1.2- Determinagdo da polaridade do acido &-aminocaproico

(EACA)

Para a determinagdo da polaridade do EACA foi realizada a administragao
iontoforética no tornozelo de porco previamente sedado e monitorizado conforme protocolo
previamente descrito para esta finalidade. Um total de Sml do EACA na concentragdo de 50
mg/ml foi colocado no eletrodo do pdlo positivo e realizado a aplicagdo iontoforética por
40 minutos, seguida da coleta de 5 ml de sangue arterial da artéria femoral contralateral.
Apo6s o minimo de 48hs do término do experimento, o mesmo foi repetido em outra
articulagcdo do tornozelo no mesmo animal, no entanto desta vez o EACA foi colocado no

eletrodo do pdélo negativo.

As amostras de soro obtidas em cada um destes experimentos revelaram a
presenga do EACA apenas quando o mesmo foi aplicado a partir do eletrodo no pdélo
positivo. Outras amostras obtidas durante a execucdo da iontoforese com a colocacdo da
droga no eletrodo negativo ndo revelaram a presenca do dacido e-aminocaproico.
Vale lembrar que a auséncia da substancia foi observada em todas as amostras analisadas
(20 £ 1 minuto e 40 + 1 minuto, durante o procedimento e 30 + 1 minuto apds o

procedimento).

Contudo, pudemos observar através do conjunto de resultados obtidos, que o
acido aminocaproico (EACA) ¢ uma substancia de polaridade positiva (a droga foi
colocada no eletrodo positivo e foi encontrada na amostra) e que € possivel a sua utilizacao

e emprego pela via iontoforética.

4.2.1.1.3- Andlise quantitativa do acido g-aminocapréico (EACA)

Ao inicio da andlise quantitativa do EACA foram realizadas cinco leituras
consecutivas da substancia padrio em uma mesma concentracdo conhecida (1ng/ml). A
area de cada amostra foi observada e os resultados obtidos foram: 1* amostra: 776 m/z, 2*
amostra: 885 m/z, 3* amostra: 806 m/z, 4* amostra 772 m/z, 5* amostra 626 m/z. A média
da area da substincia padrdo foi de 773 m/z, portanto correspondente a concentracdo do

EACA de Ing/ml.
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Ap6s, foram analisadas as amostras de soro e liquido sinovial coletadas em
40 + 1 minuto apos o inicio da aplicagao iontoforética. Os resultados referentes as areas das
amostras de soro aos 40 = 1 minuto durante o procedimento foram: 1* amostra: 5 m/z
(0,006 ng/ml), 2* amostra: 17 m/z (0,021 ng/ml), 3* amostra: 47 m/z (0,060 ng/ml),
4* amostra: 63 m/z (0,081 ng/ml). As areas observadas nas amostras obtidas
simultaneamente do liquido sinovial foram: 1* amostra: 70 m/z (0,090 ng/ml), 2* amostra:
59 m/z (0,076 ng/ml), 3* amostra: 50 m/z (0,064 ng/ml), 4* amostra 71 m/z (0,091 ng/ml)
(tabela 4).

Comparando-se os dados referentes as amostras simultaneamente obtidas da
circulacao sistémica (soro) e do liquido sinovial observamos que as areas correspondentes
ao liquido sinovial foram sempre maiores que as observadas na circulagdo sistémica.
Portanto podemos concluir que a concentragdo da droga no liquido sinovial € maior do que
a concentragdo desta no soro, fato que justificaria a pratica clinica da iontoforese com o

EACA.

Tabela 4- Comparacao dos resultados do EACA obtido no soro e no liquido sinovial.

Amostra Soro Liquido sinovial

Area Concentracao Area Concentracao
(m/z) (ng/ml) (m/z) (ng/ml)

1 5 0,006 70 0,090

2 17 0,021 59 0,076

3 47 0,060 50 0,064

4 63 0,081 71 0,091

Média ( + DP) 0,04 £ 0,03 0,08 £0,01 *

* Mann-Whitney test: P=0.1
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4.2.1.2- Cloridrato de oxitetraciclina

4.2.1.2.1- Caracterizagado do cloridrato de oxitetraciclina pela técnica de

ESI-MS

A caracterizagdo da oxitetraciclina utilizando a técnica de espectrometria de
massas seguiu o mesmo padrio realizado anteriormente. Utilizamos para analise uma
amostra da oxitetraciclina (oxytetracicline dihydrate 998mcg/mg, INC Biomedical Inc —
USA) na concentra¢do de 50ug/ml e diluida em 4gua destilada e metanol na proporc¢ao

1:100. Ao final 0,1 pg/ml foi analisado resultando em um pico de maior intensidade de
460.9 m/z (grafico 2).
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Grifico 2- Caracterizacdo da oxitetraciclina por espectrometria de massa. Analise do
farmaco diluido em agua e metanol (1:100) na concentracao final de 0,1 pg/ml.

O pico de maior intensidade 460.9 m/z corresponde a oxitetraciclina.

Resultados
96



4.2.1.2.2- Determinagdo da polaridade do cloridrato de oxitetraciclina

Para a determinagdo da polaridade do cloridrato de oxitetraciclina foi realizada
a administracdo io\ntoforética no tornozelo de porco previamente sedado e monitorizado
conforme protocolo previamente descrito. Um total de 4,0 ml do cloridrato de

oxitetraciclina na concentracao de 50mg/ml foi colocado no eletrodo do pdlo positivo.

A aplicagdo iontoforética foi realizada por 40 minutos, seguida da coleta de 5
ml de sangue arterial da artéria femoral contralateral. Ap6s o minimo de 48hs do término
do experimento, o0 mesmo foi repetido em outra articulagdo com a droga colocada no

eletrodo do pélo negativo.

As amostras de soro obtidas em cada um destes experimentos revelaram a
presenca do cloridrato de oxitetraciclina apenas quando a mesma foi aplicada a partir do
eletrodo no polo positivo. Outras amostras obtidas durante a execucao da iontoforese com a
colocacdo da droga no eletrodo negativo ndo revelaram a presengca do farmaco. Vale
lembrar que a auséncia da substancia foi observada em todas as amostras analisadas (20 + 1
minuto ¢ 40 £ 1 minuto, durante o procedimento e 30 = 1 minuto apds o procedimento).

Portanto, o cloridrato de oxitetraciclina ¢ uma substincia de polaridade positiva.

4.2.1.2.3- Andlise quantitativa da oxitetraciclina

A andlise quantitativa da oxitetraciclina foi realizada através de cinco leituras
consecutivas da substancia padrdo em uma mesma concentragdo (0,1pug/ml). A area de cada
amostra foi observada. Os resultados obtidos foram: 1* amostra: 24 m/z, 2* amostra: 32 m/z,
3% amostra: 46 m/z, 4* amostra: 37 m/z, 5* amostra 33 m/z. A média da area da substincia

padrao foi de 34,4 m/z.

Ap0s, foram analisados dados referentes as amostras de sangue obtidas da
circulagdo sistémica através da artéria femoral contralateral ao tratamento iontoforético e
também do liquido sinovial retirado da articulacdo ipsilateral. Ambas amostras foram

coletadas em 40 £ 1 minuto durante o procedimento.
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Os resultados referentes as arcas das amostras obtidas da circulagdo sistémica
aos 40 £ 1 minuto durante o procedimento foram: 1% amostra: 212 (6,162 pg/ml),
2* amostra: 197 (5,726 pg/ml), 3* amostra: 199 (5,784 pg/ml), 4* amostra 201
(5,843 pg/ml). As areas observadas nas amostras obtidas simultaneamente do liquido
sinovial foram: 1* amostra: 83 (2,412 pg/ml), 2* amostra: 125 (3,633 pg/ml), 3* amostra:
91(2,645 pg/ml), 4* amostra 171(4,970 pg/ml) (tabela 5).

Comparando-se os dados referentes as amostras simultaneamente obtidas da
circulagdo sistémica e do liquido sinovial observamos que as areas correspondentes a
circulagdo sistémica foram maiores em todas as amostras. Tal fato ndo impede o uso do
cloridrato de oxitetraciclina via iontoforese, pois o uso conjunto de substancias
potencializadoras da iontoforese devem ser exploradas em outras pesquisas a fim de
maximizar o nivel de penetragdo da droga, e com isso aumentar sua concentragdo em locais

mais profundos, tal como o liquido sinovial.

Tabela 5- Comparacao dos resultados do cloridrato de oxitetraciclina obtido no soro e no

liquido sinovial.

Amostras Soro Liquido sinovial

Area Concentracao Area Concentracao
(m/z) (ng/ml) (m/z) (ng/ml)

1 212 6,162 83 2,412

2 197 5,726 125 3,633

3 199 5,789 91 2,645

4 201 5,843 171 4,970

Média ( + DP) 5,88£0,19 341£1.16*

* Mann-Whitney test: P=0.02
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4.2.1.3- Acido hialurénico.
4.2.1.3.1- Caracterizagao do acido hialurdénico pela técnica de ESI-MS

A caracterizacdo do acido hialurdnico utilizando a técnica de espectrometria de
massas seguiu 0 mesmo padrdo realizado para o EACA. Utilizamos uma amostra do 4cido
hialurdnico (fabricado pela Nikkol, origem China e distribuido pela Galena Quimica e
Farmacéutica Ltda.) na concentragao de 0,1ug/ml, utilizando como diluente agua destilada

e metanol na propor¢do 1:100 (grafico 3).

I b | ... I‘:“'iﬁl,._,_ | |

Grifico 3- Caracterizacio do acido hialurénico por espectrometria de massa. Analise
do HA diluido em 4gua e metanol (1:100) na concentragdo final de 0,1pg/ml.
Os picos de maior intensidade sio o hexdmero do HA (1136.1m/z) e seu

fragmento (933.5m/z).

O 4cido hialurénico (HA) ¢ um polissacarideo que contém de 4 a 12
unidades/acucar. Para cada unidade, existe uma identificacdo através da espectrometria de
massa (Kuhn, 2003). A por¢ao deste polissacarideo que identificamos pela espectrometria

de massa, apds varias tentativas de calibracdo do aparelho a fim de buscar otimizagdo do
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método, foi o hexamero do HA (1136.1m/z). Este hexamero por sua vez, dissocia-se em um
outro ion, que ¢ um fragmento do hexamero do HA. O fragmento ¢ identificado através da
leitura 933.5m/z. Para que a avaliagcdo das analises ndo apontasse resultados falso-positivos,

analisamos os ions 1136.1 m/z e 933.5 m/z.

4.2.1.3.2- Determinagao da polaridade do &cido hialurénico

Para a determina¢do da polaridade do &cido hialurénico foi realizada a
administracdo iontoforética no tornozelo de porco previamente sedado e monitorizado
conforme protocolo previamente descrito. Um total de 2,5 ml de acido hialurdnico na

concentracdo de 10 mg/ml foi colocado no eletrodo do pdlo positivo.

A aplicacdo iontoforética foi realizada por 40 minutos, seguida da coleta de Sml
de sangue arterial da artéria femoral contralateral. Apés o minimo de 48hs do término do
experimento, o0 mesmo foi repetido em outra articulagdo do tornozelo no mesmo animal, no
entanto desta vez, um total de 2,5 ml de acido hialurénico (10mg/ml) foi colocado no

eletrodo do polo negativo.

As amostras de soro obtidas em cada um destes experimentos revelaram a
presenga do HA apenas quando o mesmo foi aplicado a partir do eletrodo no pdlo negativo.
Outras amostras obtidas durante a execu¢ao da iontoforese com a coloca¢do da droga no
eletrodo positivo nao revelaram a presenca do acido hialuronico. Vale lembrar que a
auséncia da substincia foi observada em todas as amostras analisadas (20 £ 1 minuto e
40 £ 1 minuto, durante o procedimento e 30 + 1 minuto ap6s o procedimento). Portanto, o
acido hialurénico é uma substancia de polaridade negativa (a droga foi colocada no
eletrodo negativo e foi encontrada na amostra) e que € possivel a sua utilizacdo e emprego

pela via iontoforética.
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4.2.1.3.3- Anadlise semi quantitativa do acido hialurdnico

Nesta etapa foram desenvolvidos métodos para a analise do acido hialurdnico.
Nao foi possivel a andlise quantitativa do acido hialurdnico utilizando a espectrometria de
massas, devido a inexisténcia de métodos na literatura para determinagdo quantitativa de tal
analito, visto que existem vdrios ions que compde este grande molécula e a identificacdo e
analise isolada de apenas um ion nas amostras do experimento pode induzir a resultados
falso-positivos, uma vez que o fendmeno de supressao idnica altera e mimetiza a leitura dos

compostos.

Desta forma, a andlise semi quantitativa foi realizada de acordo com a
interpretagdo dos maiores picos observados no espectro de massa apds a iontoforese
(transformados e representados em pontos percentuais), em relacdo aos maiores picos de

m/z observados no composto do medicamento em sua forma pura.

Em um primeiro momento, foram analisados os graficos da substancia isolada
correspondente ao 4cido hialurdnico diluido em agua e metanol, em uma concentragao final
de 0,1ug/ml e as amostras do soro e do liquido sinovial obtidos no experimento in vivo
durante aplicagdo iontoforética do acido hialurénico no eletrodo negativo posicionado na

articulacdo do tornozelo do porco.

A andlise quantitativa de Iul da substincia isolada do acido hialurénico
0,1pg/ml revelou que quando o ion 933.5 m/z atinge 291 de intensidade, corresponde a
100% da presenga da droga na amostra. O resultado das porcentagens relativas revelou
20,96% da substancia presente na amostra do soro e 25,08% da substancia presente na

amostra do liquido sinovial.

4.3- Resultados da avaliacao da administracao dos farmacos por via iontoforética apds

inducio de hemartrose na articulacao do tornozelo em camundongos hemofilicos.

Uma vez confirmada a presenca dos farmacos EACA, cloridrato de
oxitetraciclina e &cido hialuronico no liquido sinovial, quando as mesmas foram
administradas por via iontoforética na articulagdo de suinos, decidimos avaliar a acdo
destas drogas em modelo experimental de hemartrose aguda e artropatia hemofilica,

utilizando camundongos hemofilicos.
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4.3.1- Indugdo de hemartrose nos camundongos hemofilicos

O primeiro desafio nesta fase do estudo foi estabelecer e padronizar um
dispositivo capaz de provocar trauma articular levando a ocorréncia de hemartrose em
camundongos hemofilicos. Foram desenvolvidos dois dispositivos, um deles baseado em
um sistema de molas, conforme descrito por Valentino et al. (2004) e posteriormente outro
dispositivo foi construido para a inducdo de hemartrose baseado em uma forca

“traumatica”.

4.3.1.1- Dispositivo para indugdo de hemartrose pelo sistema de molas

O dispositivo com sistema de molas foi constituido por uma mola de 60mm,

com didmetro de 0,6mm, posicionada no interior de um tubo.

Foi necessario estabelecer o controle e padronizagdo da forga aplicada durante a
inducdo da hemartrose utilizando este dispositivo desenvolvido. Para este calculo foi
utilizada a férmula onde: K = 0,014 Kg/mm (K ¢ a constante da mola) e X = a
distancia em milimetros aplicado na mola (indicados pela régua acoplada) e representa a
carga aplicada. Com isto foi possivel estabelecer que a distancia entre uma volta da mola e

outra (p) era de 2,7mm.

Inicialmente, a articulagdo eleita para a execugdo do trauma foi o joelho. Os
animais foram posicionados abaixo do aparato com a mola de modo que a articulagdo do

joelho ficasse exposta durante a execu¢do do trauma.

A aplicagdo do trauma foi pontual, obedecendo sempre a mesma area articular.
Foram feitos varios grupos para otimizacdo do trauma, onde diversas for¢as foram

utilizadas para a inducdo da hemartrose, conforme representado na tabela 6.
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Tabela 6- Demonstrativo dos grupos de animais para otimizagao do trauma.

Dispositivo de mola Carga utilizada Forca do trauma
Grupo M1 X =10 mm 0,14kg / 140g
Grupo M2 X =20 mm 0,28kg / 280g
Grupo M3 X =30 mm 0,42kg / 480¢g
Grupo M4 X =40 mm 0,56kg / 560g

Antes e apds o trauma, os animais passaram por perimetria articular, com o
auxilio de um paquimetro. A avaliagdo foi feita através da mensuracdo da articulagdo. As
medidas foram realizadas trés vezes e a média desses valores foram anotados como o
padrio da perimetria articular. A articulagdo eleita contralateral foi o controle para

comparacao da evolugdo do trauma.

Nos grupos M1 e M2 nao foi observado nenhuma alteragdo, tanto na avaliagao
visual: hematomas, analise da deambulag¢do do animal; quanto na mensuragdo da perimetria
articular. No grupo M3, observamos hematomas esporadicos, auséncia de edema e nenhum
sinal de debilidade do animal. No grupo M4 notou-se a presencga de pequenos hematomas,

edema minimo e hemartoses eventuais.

A constante de forca maxima do equipamento foi utilizada, porém, os animais
nem sempre desenvolviam a hemartrose. O que nos chamou ateng¢do foi o fato de serem
utilizadas cargas com forga de trauma superior a aproximadamente 20 vezes o peso do
animal (os camundongos pesavam em média 25 g e utilizamos cargas de até 0,56kg / 560g)
que nem sempre desencadeavam o processo de hemartrose. Os resultados observados nao

foram homogéneos.

Desta forma, a hipotese levantada foi que a forga empregada neste dispositivo
de molas, isto ¢, uma forca “compressiva”, embora tenha sido o0 mesmo mecanismo descrito
por Valentino et al. (2004), ndo seja a forma ideal de indugdo de hemartrose para nosso

modelo.
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4.3.2- Dispositivo para indu¢ao de hemartrose pelo sistema de pesos

Considerando a dificuldade em reproduzir de forma sistematica as lesdes que
desencadeassem o processo de hemartrose, elaboramos outro dispositivo baseado em uma
forca “traumatica”, através de pecas (de diferentes tamanhos e pesos) atiradas de maneira

direta na articulagao.

O dispositivo foi desenvolvido a partir de uma haste de aco medindo 30 cm de
altura. (h=30cm). Para calcular a for¢a de trauma que o animal recebe, temos que calcular o
impulso, que sdo quantos quilogramas de massa sdo deslocados na unidade metros por
segundo. Para calcular o impulso, ¢ necessario sabermos a massa e a velocidade, pois
impulso (1) = massa x velocidade. Para chegarmos na velocidade, precisamos do conceito

de que a energia potencial (m g h) se transforma em energia cinética (m v?/2) e a formula @

g h = m v?/2| precisa ser empregada, onde g = gravidade (9,8 m/s?).

Foram feitos varios grupos com a utilizagdo de pesos distintos para otimizacao

do trauma, conforme tabela 7.

Tabela 7- Demonstrativo de dados do dispositivo de pesos.

Dispositivo de pesos Tamanho e peso das pegas Forca do trauma
mgh=mv?
2
Grupo P1 10 mm/ 5.3281g 1=0,013 kg . m/s
Grupo P2 20mm / 11.3504g 1=0,027 kg . m/s
Grupo P3 30mm/ 17.2823¢g 1=0,042 kg . m/s
Grupo P4 40mm / 22.0457g 1=0,053 kg . m/s
Grupo P5 50mm / 28.6390g 1=0,069 kg . m/s
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Apoés sedagdo, os animais foram posicionados abaixo da haste do novo
dispositivo por sistema de pesos, de modo que a articulagdo do joelho ficasse exposta

durante a execu¢ao do trauma.

No entanto, observamos que o trauma aplicado na articulacdo do joelho era
acompanhado pelo desenvolvimento de sangramentos musculares importantes, com

complicagdes que na maioria das vezes levaram o animal ao dbito.

Foram realizadas andlises histologicas destes animais e observamos que a
inducdo do trauma na articulagdo do joelho nem sempre desencadeava o desenvolvimento
da hemartrose (que € o nosso objetivo principal) e sim, severos sangramentos musculares
em musculatura adjacente. Em virtude disso, optamos pela indugdo de hemartrose na

articulagdo do tornozelo (figuras 16 e 17).
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Figura 16- Membro inferior e pelve do camundongo: vista lateral. (Adaptado de Rowett,

1957)
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Figura 17- pé do camundongo: vista superior. (Adaptado de Rowett, 1957)

Assim novamente seguindo o mesmo padrao de intensidade de for¢a do trauma
conforme descrito na tabela 5, foi realizada indu¢ao do trauma, desta vez na articulagdao do
tornozelo murino. Antes e apds o trauma, os animais passaram por perimetria articular, com
o auxilio de um paquimetro da mesma forma descrita anteriormente. A aplicacdo do trauma

foi pontual, obedecendo sempre a mesma area articular (figura 18).

B
—

Figura 18- A e B: Demonstragdo do posicionamento do animal para indu¢ao da hemartrose

no tornozelo utilizando o dispositivo por sistema de pesos.
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Realizando a indu¢do de trauma no tornozelo dos camundongos, observamos
que nos grupos P1 (0,013 kg x m/s) e P2 (0.027 kg x m/s) nao houve sinais e sintomas
compativeis com a indug@o de hemartrose. No grupo P3 (0,042 kg x m/s) os camundongos
apresentaram edema imediato apds o trauma e pequena restricdo ao movimento, isto €, apos
terem sido submetidos ao trauma, procuravam ficar isolados na gaiola, com discreta
diminui¢do da deambulacdo. J4 no grupo P4 (0,053 kg x m/s) os animais observados
demonstraram edema imediato apds o trauma, hematoma e restricdo significativa do
movimento. Os mesmos ficaram menos ativos na gaiola e tendiam a permanecer nos cantos
da mesma, movendo-se esporadicamente. Os camundongos do grupo P5 (0,069 kg x m/s)
desenvolveram severo quadro de edema acompanhado de hematomas, abrangendo nao s6 a
regido articular como também toda extensdo do membro inferior do lado onde foi
desencadeado o trauma. Os sinais de restricdo ao movimento foram mais intensos, muitos

animais faleceram apds o trauma.

A intengdo do trauma, em todos os grupos, foi desencadear um quadro agudo de
hemartrose sem que, no entanto houvesse dano a estrutura Ossea e cartilaginosa
agudamente. Portanto, de acordo com os dados obtidos nos diferentes grupos, o grupo P4
apresentou os resultados mais proximos ao esperado, isto ¢, o desenvolvimento de quadro

agudo de hemartrose sem dano dsseo ou cartilaginoso imediato.

4.3.3- Parametros da iontoforese para tratamento iontoforético em camundongos

O uso da iontoforese na pratica clinica depende da padronizagdo e elucidagao
de algumas variaveis fundamentadas em principios fisicos que sdo imprescindiveis para a
fundamentagao da técnica, pois possibilitam o célculo da quantidade tedrica de massa do

principio ativo a ser introduzida nos tecidos.

Para o calculo de todas varidveis de cada droga a ser utilizada nos
experimentos, foi levado em conta: peso dos animais média 30 g (0,03 kg), area da
circunferéncia de 3 mm (compativel com a articulagdo do tornozelo do camundongo) do

eletrodo utilizado = 7,7013 mm*>  (0,77013 cm?). O calculo da area do eletrodo foi
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necessario para calcular a intensidade méaxima de corrente a ser empregada durante a
aplicacdo iontoforética (a fim de ndo lesar a pele) e o tempo de exposigdo a corrente elétrica
que o animal seria submetido. A padroniza¢do do protocolo iontoforético foi realizada para
a administracdo do EACA e do cloridrato de oxitetraciclina (tabela 6). Esta padronizacao
nao foi realizada com o 4cido hialurdnico, pois a valéncia do elemento ndo pode ser
identificada. Desta forma, o ndo conhecimento de uma das variaveis do calculo teoérico do
protocolo iontoforético prejudicou a padronizacdo para uso do 4acido hialurdénico no

protocolo murino.

Tabela 8- Padronizagido do protocolo iontoforético.

Substancia Massa molar  Valéncia do Dose terapéutica Massa introduzida ~ Tempo de aplicagdo
(kg/mol) elemento (ml)
EACA 131.2 2 6mg/0,006Kg 0,12ml T, —-22,78s

T, — Iminuto

OTC 496.5 6 0,75mg/0,00000075Kg 0,02ml T, - 230,055  (3.855)

T, — 4minutos

EACA: acido e-aminocaproico; OTC: oxitetraciclina

A intensidade da corrente ndo pode ultrapassar 0,28 mA/cm? (Singh e Maibach,
1993) de area de eletrodo ativo, pois isso poderia causar queimaduras no local da aplicagao.
Da mesma forma locais com escoriagdes ou ulceras ndo permitem o uso da iontoforese,
pois podem concentrar fluxo i6nico e causar aumento da lesdo. Desta forma, a intensidade
de corrente utilizada foi 0,2 mA/cm? e o tempo de aplica¢do oscilou de acordo com a droga
utilizada pois para este calculo os valores de massa molar e a valéncia de cada substancia

variam.
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4.4- Resultados da analise histologica da articulacdo do tornozelo nos camundongos

hemofilicos.

Para a verificacdo concreta do nivel de lesdo articular provocada pelo trauma
através do dispositivo de pesos padronizado conforme descrito anteriormente, foi realizado
inicialmente um grupo piloto previamente ao estudo. Para este grupo, o peso utilizado para
provocar o trauma foi o de 40 mm, com 22.0457g, o que corresponde a uma forca de
impacto de 1 = 0,053 kg x m/s, capaz de desencadear uma hemartrose sem dano 6sseo ou

cartilaginoso imediato.

A avaliagdo através de analise histologica da articulagdo do tornozelo de
camundongos hemofilicos A deste grupo piloto, ou seja, com lesdo articular, mas que nao

receberam tratamento iontoforético, foi realizada em animais que foram sacrificados apds

10 dias da primeira entre trés inducdes de hemartrose (figuras 19 e 20).

Figura 19- Articulagdo do tornozelo de camundongo do grupo piloto, apds 10 dias da
primeira indug¢do de hemartrose por trauma. A: lesdo proliferativa nos espacos
articulares (aumento:16x). B: Tecido osteocartilaginoso jovem exuberante,

areas de células mesenquimatosas imaturas (aumento: 64x).
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Figura 20- Articula¢dao do tornozelo do camundongo apds 10 dias da primeira inducao de
hemartrose por trauma. A: Proliferagdo do tecido sinovial (aumento: 64x).

B: Infiltragdo de neutréfilos (aumento: 128x).

A avaliagdo do grupo piloto foi imprescindivel para a padronizagdo do
mecanismo de inducdo da hemartrose e através deste grupo foi possivel comprovar a

ocorréncia de lesao proliferativa 10 dias apos a primeira das trés lesdes traumaticas.

Apoés esta etapa foi possivel iniciar a avaliagdo dos grupos submetidos ao
tratamento ionfoforético conforme proposto no fluxograma deste estudo. No grupo A os
animais receberam aplicagdo iontoforética com EACA no tornozelo da pata posterior
direita (total 08 animais), no grupo B os animais foram tratados com o cloridrato de
oxitetraciclina (08 animais), e no grupo C com 4acido hialurénico (08 animais), ambos
também no tornozelo da pata posterior direita. Todos os camundongos (grupos A, B e C)

foram sacrificados no 40° dia (fluxograma 1).

Os animais do grupo A receberam um total de 09 aplicagdes iontoforéticas com
EACA no tornozelo da pata posterior direita, realizadas 2 horas, 24 horas e 48 horas apds
cada um dos 3 episddios de inducdo de hemartrose. O grupo B recebeu um total de 10

aplicagdes iontoforéticas com cloridrato de oxitetraciclina e o grupo C recebeu 10
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aplicagdes iontoforéticas com dacido hialuronico, ambos no tornozelo da pata posterior
direita realizadas diariamente (inicio do tratamento apos o terceiro episdédio de hemartrose)

entre o 15° ao 24° dia do protocolo.

No 40° dia, cinco animais do grupo A, ou seja, EACA, cinco animais do grupo
B tratados com cloridrato de oxitetraciclina, e oito animais do grupo C tratados com acido
hialurénico foram sacrificados para avaliacdo do tratamento empregado através de analise
histologica da pata posterior direita (articulacdo da indu¢do do trauma) e da pata posterior
esquerda (articulagdo controle do préprio animal). Trés animais dos oito animais do grupo
A e C nao puderam ser avaliados neste momento pois faleceram antes do periodo previsto

por causa ndo determinada.

A avaliacdo histoldgica foi realizada através de dois examinadores, onde apenas
um deles tinha conhecimento do grupo ao qual pertencia cada articulagdo analisada.
Além disto foi realizada a digitalizagdo das imagens de cada lamina analisada, realizada de
maneira dirigida, isto ¢, escolhemos a drea onde detectamos as alteragdes mais exuberantes.
Um minimo de duas fotos de cada lamina foram digitalizadas para analise
(programa: Image J ® 1.36 b, National Institutes of Health, USA) dos valores médios de

lesdo encontrados.

No grupo A os valores médios encontrados da area de lesdo proliferativa em
cada uma das laminas analisadas demonstraram que no animal 1, a 4rea de lesdo na
articulagdo tratada com EACA foi de 88.372 pixels2 ¢ na articulagdao nao tratada a area foi
de 105.444 pixels’, no animal 2 observamos 121.171 e 125.324 pixels’, no animal
3: 128.672 ¢ 116.458 pixels®, animal 4: 101.982 e 131.160 pixels® (figura 21), animal
5: 107.213 e 128.882 pixels® respectivamente (tabela 9). Observamos que apenas um
camundongo (animal 3) apresentou maior area de lesdo correspondente a articulacdo tratada
do que na articulagdo controle. A analise estatistica das médias das areas de lesdo
proliferativa avaliadas histologicamente entre os grupos: tratado com EACA e nao tratado,
nao evidenciou diferenga estatisticamente significativa, embora a area de lesdo tenha sido
maior no grupo néo tratado (109,48 pixels’+ 15.9 v 121,45 pixels’+ 10.5, média + DP entre

grupo tratado e ndo tratado respectivamente; P = 0,22) (grafico 4).
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Figura 21- Laminas do animal 4 do grupo submetido a iontoforese com 4cido
aminocaproico na articulagdo do tornozelo (aumento:16x). A: tornozelo do
camundongo do grupo ndo tratado (area total de lesdo. 131.160 pixels?)
B: camundongo tratado (4rea total de lesdo: 101.982 pixels®). As setas sdo

referentes as areas de maior lesao.

Tabela 9- Grupo A: camundongos tratados com EACA

Animal Tratado (pixels?) Nio tratado (pixels®)
Média + DP* 109,48 +15.9 121,45+ 10.5 P=0,22
1 88,372 105,444
2 121,171 125,324
3 128,672 116,458
4 101,982 131,160
5 107,213 128,882

*Meédia da area proliferativa dos 5 animais analisados. DP: desvio padrao
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Grafico 4- Analise das médias e desvio padrdo correspondentes as areas de lesdo

proliferativas entre os animais tratados e ndo tratados com EACA.

No grupo B foi possivel analisar as articulagdes de todos os oito animais
inicialmente incluidos neste grupo. Na figura 22 estdo demonstradas as lesdes encontradas
em um dos animais pertencente a este grupo. Os valores médios encontrados da éarea de
lesdo proliferativa em cada uma das laminas analisadas entre as articulacdes tratadas e nao
tratadas com cloridrato de oxitetraciclina estd demonstrado na tabela 10. Entre os oito
animais analisados, dois deles (animal 2 e 8) apresentaram a area de lesdo proliferativa
correspondente a articulagdo tratada maior do a area de lesdo da articulagdo ndo tratada
(tabela 10). Os outros seis animais apresentaram lesdo menor quando a lesdo foi tratada
com cloridrato de oxitetraciclina. No entanto, as médias das areas de lesdo proliferativa
avaliadas histologicamente das patas tratadas e ndo tratadas com cloridrato de
oxitetraciclina ndo evidenciou diferenca (131,74 pixels® + 8,1 v 134,33 pixels® + 8.8; média

+ DP entre grupo tratado e ndo tratado respectivamente; P = 0,57) (grafico 5).
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Figura 22- Laminas do animal 5 do grupo submetido a iontoforese com cloridrato de

oxitetraciclina (aumento:16x). A: Lamina referente ao tornozelo do
camundongo do grupo ndo tratado (area total de lesio 143.919 (pixels’)
B: camundongo tratado (4rea total de lesdo: 125.852 (pixels?). As setas sido

referentes as areas de maior lesdo.

Tabela 10- Grupo B: camundongos tratados com cloridrato de oxitetraciclina

Animal Tratado (pixels?) Nio tratado (pixels®)
Média + DP* 131,74 £ 8,1 134,33 £ 8,8 P=0,57
1 130.429 145.478
2 147.831 119.214
3 127.926 135.679
4 131.235 132.473
5 125.852 143.919
6 132.820 135.850
7 120.830 136.639
8 136.977 125.371

*Média da area proliferativa dos 8 animais analisados. DP: desvio padrdao
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Grafico 5- Analise das médias e desvio padrdo correspondentes as areas de lesdo
proliferativas entre os animais tratados e ndo tratados com cloridrato de

oxitetracilina (OTC).

No grupo C foi possivel analisar cinco dos oito animais inicialmente incluidos
neste grupo. Na figura 23 estdo demonstradas as lesdes encontradas em um dos animais
pertencente a este grupo. Os valores médios encontrados da area de lesao proliferativa em
cada uma das laminas analisadas entre as articulacOes tratadas e nao tratadas com o acido

hialuronico, estdo demonstrados na tabela 11.

Entre os cinco animais analisados, apenas um deles (animal 2) apresentou a
area de lesdo proliferativa correspondente a articulagdo tratada maior do a area de lesdo da
articulagdo ndo tratada (tabela 11). Os outros quatro animais apresentaram lesdo menor
quando esta foi tratada com o acido hialurénico. No entanto, quando avaliadas as médias
das areas de lesdo proliferativa das patas tratadas e ndo tratadas com acido hialurénico nao
houve diferenca (121,71 pixels® + 15.1 v 130,48 pixels® + 8.1; média + DP entre grupo

tratado e ndo tratado respectivamente; P = 0,15) (grafico 6).
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Figura 23- Laminas do animal 3 do grupo submetido a iontoforese com acido hialurénico

(aumento:16x). A: Lamina referente ao tornozelo do camundongo do grupo nao
tratado (area total de lesdo 132,408 (pixelsz) B: camundongo tratado
(4rea total de lesdo: 105,436 (pixels®). As setas sdo referentes as areas de maior

lesdo.

Tabela 11- Grupo C: camundongos tratados com acido hialurdnico

Animal Tratado (pixels?) Nio tratado (pixels®)
Média + DP* 121,71 £ 15.1 130.48 £ 8.1 P=0,15
1 122,755 127,457
2 146,128 143,732
3 105,436 132,408
4 114,619 122,793
5 119,609 126,014

*Média da area proliferativa dos 5 animais analisados. DP: desvio padrao
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Grafico 6- Analise das médias e desvio padrdo correspondentes as areas de lesdo
proliferativas entre os animais tratados e ndo tratados com acido hialurénico

(HA).
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A hemofilia ¢ um disturbio da coagulacdo resultante de uma deficiéncia
congénita do FVIII (hemofilia A) ou do FIX (hemofilia B). As manifestagdes hemorragicas
mais freqiiente na hemofilia sdo os episddios de sangramentos articulares, também
chamados hemartroses. As articulagdes freqiientemente acometidas sdo os joelhos,

tornozelos e cotovelos (Rodriguez-Merchan, 2002).

Os episodios recorrentes de hemartroses nesses pacientes levam
progressivamente a degeneracdo da cartilagem articular e lesdo proliferativa da sindvia,
resultando em dor e disfun¢do da articulagdo, situacdo que € conhecida clinicamente como

artropatia hemofilica (Caviglia ef al., 2006).

A fisiopatologia da artropatia hemofilica ¢ considerada multifatorial e inclui
além da degeneragdo da cartilagem articular a reacdo inflamatoria sinovial. A presenca de
sangue intra-articular causa uma altera¢do direta na cartilagem como resultado de uma
reacdo catalitica devido a deposicdo de ferro, levando a apoptose dos condrocitos.
Simultaneamente, a presenca da hemossiderina promove uma reagdo sinovial, resultando
uma lesdo proliferativa (hipertrofia e hiperplasia) da sindvia e neovascularizacdo local
(Roosendaal e Lafeber, 2006). Portanto, de certa forma a artropatia hemofilica apresenta o
mesmo conceito de destrui¢do degenerativa articular da osteoartrite, assim como o processo

de reacdo inflamatoria presente na artrite reumatoide.

Os episddios recorrentes de hemartroses levam a um ciclo vicioso: hemartrose
<> sinovite cronica <> hemartrose. Como conseqiiéncia hd o desenvolvimento de uma

patologia articular progressiva e incapacitante conhecida como artropatia hemofilica

crénica (Valentino et al., 2004). A artropatia ¢ a causa mais importante de morbidade em

pacientes hemofilicos (Rodriguez-Merchan, 2000).

Embora o tratamento principal utilizado na hemofilia seja a terapia de
reposicao, sabemos que ¢ um tratamento de alto custo e que ¢ ainda escasso na maioria dos
paises, sobretudo nos paises em desenvolvimento. Qualquer intervencdo adotada nesse
sentido, isto ¢, através da terapia de reposi¢ao do concentrado de fator resulta em uma
diminui¢do da prevaléncia da artropatia cronica (Fischer et al., 2002). Todavia, isto ndo ¢

capaz de conter a progressao do dano cartilaginoso (Hooiveld, 2003).
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Em paralelo ao desenvolvimento de concentrados de fatores mais seguros e
efetivos tem-se observado nas ultimas décadas uma melhora sensivel nas condi¢des clinicas
e na qualidade de vida dos pacientes hemofilicos. No entanto, estima-se que cerca de 80%
desses pacientes ndo tenham acesso adequado ao tratamento (Rodriguez-Merchan et al.,
2000). Os cuidados ortopédicos especializados ainda sdo restritos a um pequeno numero de
hemofilicos, assim como a terapia de reposi¢cdo profildtica ¢ uma realidade em apenas

alguns paises desenvolvidos.

Além da terapia de reposicdo, os procedimentos fisioterapéuticos tém sido
imprescindiveis no tratamento e prevencao das lesdes articulares em hemofilicos. Embora
ndo seja possivel determinar um procedimento fisioterapéutico unico capaz de trabalhar
esses aspectos. Ha diversos protocolos que podem ajudar, como: indicagdo do uso de
orteses (Stephensen, 2000; Querol-Fuentes et al, 2000), crioterapia (Querol-fuentes e
Lucea, 2002), hidroterapia (Tiktinsky e Barmatz, 2000), cinesioterapia (Hilberg et al.,
2001) e alguns recursos da eletroterapia (iontoforese, ondas curtas pulsado, ultra-som e
estimulagdo nervosa transcutanea) (Higginbottom e Leckie, 2000). Todos esses
procedimentos sdo extremamente Uteis no controle e na prevencao das seqiielas articulares
em hemofilicos, especialmente considerando o alto custo do tratamento de reposicdo

(de demanda ou profilatico).

Entretanto, as opgdes de tratamento disponiveis para o controle do grau de
comprometimento articular na sua grande maioria sdo invasivas, isto ¢, muito agressivas,

sobretudo quando falamos de condutas associadas a um bom progndstico em hemofilia.

A sinoviortese quimica ou radioativa ¢ a principal opgao de tratamento para a
sinovite cronica associada a hemartroses recorrentes. No entanto, existem varias limitagdes

envolvendo esse tipo de procedimento.

Embora os melhores resultados relacionados a sinovidrtese no tratamento da
sinovite cronica para pacientes com hemofilia tenham sido obtidos com uso de
radiofarmacos (Rodrigues-Merchan, 2003), esse procedimento apresenta alguns
inconvenientes, como a dificuldade e os cuidados relacionados a manipulagdo dos produtos

radioativos, seu alto custo e baixa disponibilidade em diversos locais. Além disso, ha riscos
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potenciais da utilizacdo desses produtos, sobretudo na faixa etaria pediatrica, na qual se
encontra a maioria dos pacientes com maior potencial de melhora com esse procedimento.
Recentemente foram relatados dois casos de leucemia observados em criangas hemofilicas
que haviam recebido tratamento de radiosinoviortese com fosforo, P32 (Dunn, 2005).
Assim, embora esse procedimento tenha consideraveis beneficios, diversas questdes de

seguranca e factibilidade ainda devem ser consideradas.

A sinoviortese quimica por sua vez representa um tratamento mais seguro e
disponivel. No entanto, seus efeitos benéficos apenas sdo observados apos varias aplicagdes
intra-articulares, além de ser um procedimento extremamente doloroso e necessitar de

reposicao de fator devido seu carater invasivo.

Nesse contexto acreditamos que a sinovidrtese quimica pode ser ainda uma boa
alternativa no controle da sinovite cronica em pacientes hemofilicos, sobretudo se for
possivel o controle dos principais inconvenientes relacionados a sua baixa efetividade,

como a necessidade de multiplas pungdes dolorosas.

O objetivo desse estudo foi avaliar e discutir outras modalidades terapéuticas na
hemofilia que permitissem uma intervencdo direta no quadro agudo de hemartrose e na
sinovite cronica através de métodos ndo invasivos. Para tanto elegemos a iontoforese como

terapéutica coadjuvante no transporte intra-articular de firmacos.

Entre os procedimentos fisioterapéuticos, a iontoforese destaca-se como opcao
de tratamento por promover a indu¢do medicamentosa de maneira ndo invasiva, utilizando-
se para tanto, as propriedades da corrente galvanica. A corrente galvanica caracteriza-se por
criar um campo eletrostatico unidirecional constante entre os eletrodos, permitindo dessa

forma transmissao ininterrupta da medicagao (Ciccone, 2001).

O emprego da iontoforese corrobora a idéia de interven¢do direta nos quadros
agudos de hemartrose e na sinovite cronica, na medida em que propde diminuicdo de
efeitos colaterais sistémicos; permitindo a acdo localizada dos medicamentos
administrados, de forma mais efetiva e prolongada (Guirro e Guirro, 1996). O uso de

farmacos com poder hemostatico durante os episddios agudos de hemartrose, além do
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tratamento da sinovite cronica, permitem a longo e curto prazo uma recuperacao mais
rapida da articulacdo, além de otimizar o consumo final de hemoderivados ou qualquer

outra forma de reposi¢do de fator.

Embora a iontoforese seja um método amplamente descrito na literatura, seu
uso clinico ainda encontra-se limitado. Tal fato pode ser justificado pelo ndo conhecimento
das caracteristicas fisico-quimicas das drogas passiveis de serem utilizadas por via
iontoforética, bem como a necessidade de padronizacdo do método ao modelo de estudo

escolhido.

Com o intuito de avaliarmos a aplicabilidade da iontoforese através da
comprovagao do seu mecanismo de agdo, desenvolvemos e padronizamos em colaboragao
com os profissionais do Departamento da Medicina Nuclear do Hospital das Clinicas da
Unicamp alguns experimentos cintilograficos que avaliaram dinamicamente a capacidade
do transporte transdérmico pela iontoforese. O protocolo foi realizado com voluntérios
sadios, que apos avaliagdo fisica e radiolégica mostraram-se aptos para o estudo. Os
experimentos demonstraram através da captura de imagens em tempo real, pela camera de
cintilagdo, a absor¢do do material aplicado por via iontoforética (que foi detectado na
tiredide, paredes do estdmago e bexiga), comprovando o mecanismo que viabiliza a
penetragdo de drogas por meio da corrente galvanica através da pele e demonstrando da

mesma forma que nao ha penetragdo passiva do farmaco utilizado.

Comprovado o mecanismo de transmissdo transdérmica de drogas através da
iontoforese, a etapa seguinte consistiu na escolha das drogas utilizadas no estudo. A mesma
baseou-se na facilidade e disponibilidade dos farmacos para uso rotineiro em planos de

tratamento.

Existem poucas alternativas, além da terapia de reposicdo do fator, para o
controle dos quadros agudos de hemartrose em pacientes hemofilicos. Nesse estudo, nossa
sugestdo foi avaliar o uso adjuvante dos antifibrinoliticos administrados com essa
finalidade. Embora haja poucos relatos na literatura sobre o beneficio desses farmacos
quando administrados para o controle das hemartroses, esse grupo de medicamentos sdo

potencialmente uteis, uma vez que sua acdo hemostatica local ¢ amplamente observada em
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diversas situagdes. Tais medicamentos sdo utilizados na maioria das vezes como terapéutica
adjuvante, sua a¢ao local ¢ observada em especial nas mucosas, em situacdes associadas ou

ndo a distirbios hemorragicos.

Em hemofilicos o uso combinado dos agentes antifibrinoliticos e dos
concentrados de fator VIII ou IX parece apresentar riscos minimos de complicagdes
tromboticas. No entanto, o uso sist€émico de antifibrinoliticos associado aos produtos
bypass, como os concentrados protrombinicos (CP) e concentrados protrombinicos
parcialmente ativados (CPPa), utilizados, sobretudo em hemofilicos com inibidor, ¢
desaconselhado pelo risco aumentado de complicagdes tromboéticas € mesmo do

desenvolvimento de coagulagao intravascular disseminada (CIvD) (Green, 1999).

Para o tratamento da sinovite crOnica optamos por drogas utilizadas na
sinovidrtese quimica que tivessem caracteristicas que possibilitassem o protocolo

iontoforético (facilidade de aquisi¢@o e disponibilidade de apresentagdo na forma liquida).

O cloridrato de oxitetraciclina conforme descrito anteriormente ¢ um antibidtico
derivado da tetraciclina com agdo bacteriostatica (Goodman e Gilman, 2003). O cloridrato
de oxitetraciclina quando utilizado intra-articular causa um efeito fibrotico da membrana

sinovial com menor formagao de vasos locais (Fernandez-Palazzi et al., 2004).

O 4cido hialurénico induz a melhora da fluidez e da viscoelasticidade do
liquido sinovial por meio da ativagao da regeneracao tecidual na cartilagem comprometida
(Fernadez-Palazzi et al., 2002). Como conseqiiéncia, o 4cido hialuronico leva indiretamente
a efeitos analgésicos e antiinflamatorios em pacientes com comprometimento articular,
como acontece nos casos das osteoartrites e em algumas lesdes encontradas em pacientes

hemofilicos (Athanassiou-Metaxa et al., 2002; Roosendaal et al., 1999).

Posteriormente a escolha das drogas que pudessem ser administradas por via
iontoforética, foi necessario estabelecer e padronizar métodos que permitissem avaliar os
parametros necessarios para sua aplicagdo (como dose e polaridade), além de avaliar a
eficacia desses famacos quando aplicados por iontoforese durante episdédios de hemartrose

aguda e para tratamento da sinovite cronica hemofilica.
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Além disso, a forma de apresentacdo da substincia ¢ um pré-requisito essencial
para viabilizar a administracdo de drogas por via iontoforética. A apresentacdo das
substancias refere-se ao estado como a droga estd disponivel, ou seja, apenas quando os
farmacos estdo em estado liquido ¢ possivel haver interacdo e dissociacdo idnica
(drogas disponiveis em capsulas ou comprimidos, ndo poderiam em um primeiro momento,

serem aplicadas por essa via).

Para a determinacdo da polaridade das drogas utilizadas em nosso estudo, assim
como para avaliar a presenca e concentracao das drogas no liquido sinovial e no soro apds
sua aplicagdo iontoforética, foi necessario a padronizagdo de um protocolo experimental,
tendo sido escolhido o modelo utilizando suinos. Essa escolha foi baseada em dados da
literatura, uma vez que, estudos anteriores utilizaram esse modelo em protocolos de
aplicacgdo transdérmica, sobretudo por caracteristicas da pele desses animais (Pannus et al.,
1999; Riviere e Papich, 2001). Além disso, devido ao padrao anatomico e fisiologico desses
animais, € possivel a coleta de liquido sinovial que permita a analise necessaria apos a

realiza¢ao do procedimento iontoforético articular.

Os primeiros experimentos foram realizados com suinos pesando
aproximadamente 20 kg. Mas devido a dificuldade para obtencdo de quantidade suficiente
de liquido sinovial coletado no mesmo experimento em tempos diferentes (aos 20 minutos
durante o experimento e ao término do experimento, aos 40 minutos) passamos a utilizar

porcos maiores, com cerca de 40 kg.

Outra questdo avaliada para a padronizacdo do protocolo de aplicagdo
iontoforética em suinos foi em relagdo a articulagdo escolhida. Considerando que o joelho
representa uma das maiores articulagdes sinoviais do corpo humano, inicialmente o local
das aplicacdes iontoforéticas no protocolo suino foi a articulagdo do joelho. No entanto,
apesar de trabalharmos com animais maiores, continudvamos com dificuldade de obter
volumes adequados de liquido sinovial dessa articulagdo. Entretanto, analisando a
biomecanica articular de suinos, observamos que a articulagdo que o animal mais usa
durante sua deambulacdo ¢ a articulagdo do tornozelo, isto ¢, as maiores amplitudes de
flexao e extensdo necessarias durante a marcha sao realizadas nesse animal pela articulagao

do tornozelo e como o movimento articular desempenha fungdo primordial na lubrificacao
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da articulacdo, o tornozelo por sua vez, tem nesses casos, quantidade maior do liquido
sinovial. Conseqiientemente, o protocolo de aplicagdo iontoforética em suinos foi
padronizado na articulagdo do tornozelo. Além disso, cuidado especial foi dado ao risco de
contaminagdo do liquido sinovial com sangue. Este fato ocorreu em algumas ocasides em
decorréncia das repetidas pungdes. Havendo contaminacao do liquido sinovial com sangue,

as amostras foram desprezadas e o experimento foi repetido.

As andlises para a determinagdo da presenca e concentracdo de fAirmacos em
amostras de soro e liquido sinovial, foram realizadas por meio da técnica de espectrometria
de massas. Essa analise dependeu da padronizacdo prévia de cada farmaco individualmente,
através da leitura de picos de intensidade (m/z). Além disso, através de diluicdes seriadas
de uma amostra padrdo conhecida, foi possivel realizar a determinagdo posterior da

concentragdo dessas drogas nas amostras analisadas.

A determina¢do da polaridade das drogas ¢ uma varidvel essencial para sua
administracdo por via iontoforética (Riviere e Papich, 2001; Panchagnula et al., 2000;
Helmstadter, 2001; Wang et al., 2003; Prausnitz et al., 2004). Entretanto, a polaridade das
drogas ndo ¢ uma informa¢do facilmente obtida, visto que geralmente a farmacopéia
descreve tais caracteristicas apenas do principio ativo da droga e ndo de forma global
associando todos os componentes da féormula, tais como solventes e diluentes. Nesse estudo
a determinagdo da polaridade das drogas foi realizada a partir da analise da presenga desses
farmacos em amostras de soro através da técnica de espectrometria de massas, apos

aplicacdo iontoforética das mesmas quando aplicadas no pélo positivo ou negativo.

Apoés a elucidagdo da polaridade de cada farmaco (positivo para EACA e
cloridrato de oxitetraciclina e negativo para acido hialuronico), foi possivel a administragao
dessas drogas por via iontoforética. Esses experimentos demonstraram a concentra¢do das

drogas utilizadas no soro e no liquido sinovial.

No protocolo de aplicagdao iontoforética do EACA em suinos, a média das
concentragdes obtidas no soro foi de 0,04 + 0,03 ng/ml e no liquido sinovial: 0,08 + 0,01
ng/ml (P=0,1). Dessa maneira, podemos observar que, conforme esperado, as

concentragdes obtidas no soro suino foram inferiores as obtidas no liquido sinovial desses
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animais apds sua aplicagdo iontoforética. Portanto, na aplicagdo iontoforética articular
dessa droga seus efeitos sist€émicos estardo diminuidos, o que pode representar uma

vantagem evitando possiveis eventos adversos da droga.

Dados na literatura revelam que a concentragdo terapéutica de EACA
necessaria para inibi¢do da fibrindlise sist€émica varia entre 100 e 400 pg/ml da droga no
plasma (Moffat et al., 1986). No entanto, a dose terapéutica determinada ¢ referente a
concentragdo plasmadtica e ndo a dose necessaria para acao local (no caso a concentragdo da
droga no liquido sinovial). Embora nesse estudo a concentragdo de EACA encontrada no
soro dos suinos durante protocolo de aplica¢do iontoforética tenha sido inferior ao descrito
como dose terapéutica, ¢ possivel que haja beneficios devido a maior concentragao

observada no local de agdo desejado, ou seja, intra-articular.

Embora ndo tenha sido objetivo do presente estudo analisar a dose terapéutica
necessaria (via iontoforese) de EACA, realizamos um experimento utilizando camundongos
hemofilicos submetidos a lesdo articular (hemartrose) e posterior tratamento iontoforético

com EACA para avaliar a resposta terapéutica articular.

No protocolo de aplicagdo iontoforética de cloridrato de oxitetraciclina em
suinos, observamos que a média da concentracdo da droga no liquido sinovial foi menor
quando comparada as amostras de soro (3,41 + 1,16 pg/ml e 5,88 + 0,19 pg/ml
respectivamente, P=0,02). Concentragdes semelhantes foram observadas em estudos com

aplicacdo endovenosa e intramuscular em suinos (El Korchi et al., 2001).

Na literatura ¢ descrita uma ampla faixa de concentracdo plasmatica em
humanos, observada em diversos individuos quando o cloridrato de oxitetraciclina é
administrado por via oral (Goodman e Gilman, 2003). Apos 2 a 3 horas da administragao
oral de uma dose tnica de 500 mg do cloridrato de oxitetraciclina as concentracdes
plasmaticas observadas foram de 1,2 a 3,4 pg/ml (média de 2,1 pg/ml) (Moffat et al.,
1986). Além disso, foi descrito que as concentragdes do cloridrato de oxitetraciclina no
liquido sinovial e na mucosa do seio maxilar assemelham-se as observadas no plasma
humano (Goodman e Gilman, 2003). E importante salientar que essas concentragdes

referem-se ao efeito antibacteriostatico da droga. No nosso estudo, o efeito desejado da
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oxitetraciclina ¢ a fibrose do plexo sinovial hipertréfico encontrada na artropatia
hemofilica. Os estudos clinicos que utilizaram este farmaco intra-articular mostraram
vantagens tais como: baixo custo, efeito terapéutico imediato e curto periodo de tratamento
(Fernandez-Palazzi et al., 2004). Em nenhum desses estudos ¢ relatado a quantificacio

simultanea do fArmaco em plasma para avaliar efeitos colaterais sist€émicos.

O protocolo de aplicagao iontoforética em suinos utilizando o acido hialurdnico
foi realizado, porém nao foi possivel a analise quantitativa da droga nas amostras de soro e
liquido sinovial devido a inexisténcia de métodos na literatura para determinagao

quantitativa de tal analito, visto que existem vdrios ions que compde esse grande molécula.

O 4cido hialurénico ¢ um polissacarideo que contém de quatro a doze
unidades/actcar (Kuhn et al., 2003). A identificacdo e a andlise isolada de apenas um ion
nas amostras do experimento poderia induzir a resultados falso-positivos, uma vez que o
fendmeno de supressdo idnica altera e mimetiza a leitura dos compostos. Dificuldade
adicional foi observada na tentativa de encontrar nas amostras, os mesmos picos de
identificacdo da droga encontrados na leitura dos ions previamente identificados na
caracterizagdo da droga. Mesmo apds métodos de purificacdo das amostras, pois as mesmas
apresentavam excessiva quantidade de sais, o que faz com que os sinais sejam suprimidos
no espectrometro de massas, ndo foi possivel o estabelecimento de parametros
comparativos. Tal fato pode ser justificado pelo fenomeno de supressao idnica, que faz com
que cada substancia apresente uma resposta diferencial quando determinada, isto €, como o
acido hialurénico ¢ um grande mucopolissacarideo, a supressio idnica entre os varios ions
da substancia quando analisada nas amostras, mascarou a identificag¢ao isolada de tais ions.

Para a quantificacdo das amostras, novas metodologias de estudo precisam ser elaboradas.

Mesmo com as dificuldades encontradas no protocolo suino, os dados obtidos
foram favoraveis a continuidade da avaliagdo do comportamento das drogas. Em virtude
disso, elaboramos um desenho de estudo para analise da resposta terapéutica das drogas
anteriormente descritas, em protocolo murino. Esses camundongos hemofilicos obtidos por
técnicas de engenharia genética e gentilmente doados ao nosso laboratério de Hemostasia
do Hemocentro da UNICAMP pela Profa Dra Katherine High (The Children’s Hospital
of Philadelphia) abriram perspectivas de estudo possibilitando a realizacdo de grupos de

pesquisa no Brasil com esse tipo de animal.
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Para analisar a resposta terapéutica em decorréncia da hemartrose ¢ nos quadros
de sinovite cronica em camundongos hemofilicos foi necessaria a inducao de trauma que
mimetizasse a situagao clinica correspondente. Com esse objetivo elaboramos inicialmente
um sistema composto de um aparato com molas capaz de induzir quadros traumaticos que
causassem sangramento articular no joelho desses camundongos hemofilicos. Apesar da
literatura descrever esse tipo de trauma articular (Valentino et al., 2004; Hakobyan et al.,
2005), ndo foi possivel em nosso grupo piloto reproduzir a hemartrose de forma sistemética
através desse sistema. Durante o uso do sistema de molas, observamos que mesmo com a
aplicacdo de forga compressiva na articulagao superior ao peso corpoéreo do proprio animal,

nao era suficiente para desencadear a hemartrose.

Para tanto, foi desenvolvido outro aparato mecanico através de um sistema de
pesos cuja funcdo foi a inducdo de hemartrose na articulagcdo do joelho em modelo murino
de forma controlada e padronizada. Todavia, observamos que o trauma aplicado na
articulagdo do joelho era acompanhado pelo desenvolvimento de sangramentos musculares
importantes, com complicagdes que na maioria das vezes levaram o animal ao 6bito. O
quadro de sangramento na musculatura adjacente a articulagao do joelho era mais evidente
e incapacitante do que a propria hemartrose. Em virtude disso, optamos pela indugdo de
hemartrose na articulagdo do tornozelo dos camundongos hemofilicos. Foram entdo
formados novos grupos pilotos para a otimizagdo e padronizacdo do trauma ideal para a
articulacdo proposta. Dessa forma, o comprometimento articular foi sempre mais
importante que possiveis sangramentos musculares simultaneos, quando o trauma foi

aplicado na articulagdo do tornozelo.

Posteriormente, elaboramos um desenho de estudo formado por 24
camundongos hemofilicos divididos ao longo do processo em trés grupos que passaram por
trés episodios de indugdo de hemartrose, sendo: grupo A: 08 camundongos que receberam
aplicacao iontoforética com EACA apos cada episddio de inducdo de hemartrose; grupo B:
08 camundongos que foram tratados com cloridrato de oxitetraciclina, apds o
estabelecimento da lesdo cronica resultante dos trés episddios de hemartrose; grupo C: 08
animais que receberam aplicacdo iontoforética com 4acido hialurénico, também apos

ocorréncia da lesdo cronica. Portanto, esses grupos simularam diferentes situagdes clinicas,
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isto é: o grupo A foi um modelo de tratamento para o quadro agudo de hemartrose e os
grupos B e C para o tratamento da sinovite cronica. Dessa maneira foi possivel estabelecer
um modelo para a avaliagdo da resposta terapéutica articular apos a aplicagdo iontoforética

das drogas propostas nesse estudo.

Embora em nenhum dos grupos estudados, os resultados observados entre os
animais tratados e ndo tratados tenham evidenciado uma diferenga estatisticamente
significativa, foi possivel notar uma tendéncia de melhora sempre que as medicagdes foram
administradas através da iontoforese. Isso foi possivel pela analise da area de lesao

proliferativa correspondente a articulacdo tratada e ndo tratada.

No grupo A que recebeu aplicagdes iontoforéticas com EACA para tratamento
do quadro agudo de hemartrose, a média das areas de lesdo proliferativa da articulacio
tratada e ndo tratada foi de 109,48 + 159 ¢ 121,45 £ 10,5 pixels2 respectivamente (P=0,22).
Embora ndo haja significancia estatistica notamos que sempre houve a tendéncia de
melhora na articulagdo que recebeu as aplicagdes iontoforéticas. Mesmo tendo observado as
diferengas nas concentragdes séricas da droga quando aplicadas no protocolo suino, em
relagdo as concentragdes plasmaticas descritas na literatura, notamos que houve diminuicao
da area de lesdo quando comparamos a articulagdo tratada com o EACA em relagdo a que

ndo recebeu tratamento iontoforético.

No grupo de camundongos hemofilicos tratados com acido hialurénico, a média
das éareas de lesdao proliferativa foi de 121,71 £+ 15,1 na articulagdo tratada e 130,48 + 8,1
pixels® na articulagdo ndo tratada (P = 0,15). Apesar da aplicagio iontoforética em suinos
utilizando o d4cido hialurdnico, ter sido realizada, ndo foi possivel, como descrito
anteriormente, a analise quantitativa da droga nas amostras de soro ¢ liquido sinovial dos
animais. Mesmo sem os recursos quantitativos disponiveis para avaliar a concentragao
dessa droga no soro e no liquido sinovial, foi comprovado em etapas anteriores que o acido
hialurdnico ¢ uma substancia que pode ser administrada por via iontoforética, de acordo
com os dados qualitativos previamente obtidos. Sendo assim, mesmo sem o protocolo de
padronizagdo da utilizagdo da droga ter sido concluido o emprego do 4cido hialurénico
atuou como mais um recurso para o tratamento da sinovite cronica (artropatia hemofilia)
apesar de observarmos que nesse grupo nao houve diferenca estatisticamente significativa

durante a avaliagdo da resposta terapéutica.
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Resposta semelhante foi observada no grupo que recebeu as aplicagdes
iontoforéticas com o cloridrato de oxitetreciclina, onde a média de lesdo proliferativa foi de
131,74 + 8,1 na articulagdo que recebeu as aplicagdes e 134,33 + 8,8 pixels2 referente a

articulacdo controle (P = 0,57).

Nesse sentido, acreditamos que novos estudos responderdo questoes levantadas
a partir da andlise dos resultados apresentados nesse estudo, envolvendo todos os grupos
submetidos a iontoforese com as diferentes drogas. Essas questdes abrangem hipdteses tais
como: serda que com o aumento do numero de animais poderiamos observar resposta
terapéutica  diferente e mais fidedigna as situagdes clinicas  estudadas?
Ou ainda: considerando que a iontoforese utiliza as propriedades da corrente galvanica para
a indu¢do medicamentosa, serd que, mesmo sem que a droga tenha atingido concentracao
necessaria para agao terapéutica a propria corrente galvanica tenha induzido a resposta
terapéutica observada? O galvanismo por si s6 também pode influenciar a resposta clinica?
Sendo assim, acreditamos que desenhos de estudo abrangendo grupos de animais que
receberem tratamento iontoforético e outros que so6 receberem as aplicagdes da corrente
galvanica possam correlacionar dados para andlise e avaliagdo do nivel de melhora em
relacdo as areas de lesdo proliferativa através da corrente utilizada com a droga e sem a

droga.

Outro fator que também merece atengdo encontra-se em meios para minimizar
os efeitos protetores da epiderme. A principal barreira do transporte transdérmico encontra-
se na baixa permeabilidade da epiderme, a camada mais externa da pele que limita a
passagem transdérmica de muitas drogas (Scheuplein & Blank, 1971). A pele ¢ o maior
orgio do corpo; atinge aproximadamente uma area de 2m’ e recebe cerca de um ter¢o do
suprimento sanguineo corporeo (Wang et al., 2003). A epiderme ¢ composta por
aproximadamente 20% de dgua, enquanto que muitos tecidos tém 70% (Guyton e Hall,
2000). Isso aumenta a barreira de prevengdo da passagem de agua e substancias idnicas
através da pele; a iontoforese atua como facilitadora do transporte dessas substancias para o

interior dos tecidos.
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Diferentes acessos fisicos (Marro et al., 2001; Denet et al., 2003; Uitto & White
2003) e quimicos (Finin e Morgan, 1999; Conjeevaram et al., 2003; Wang et al., 2003) tém
sido desenvolvidos a fim de ultrapassar a barreira da pele e ter melhor controle do

transporte da droga através da pele.

O uso de aditivos quimicos, que sdo substancias empregadas na pele
previamente ao tratamento iontoforético ou juntamente com a administracdo da droga
(Prausnitz et al., 2004; Akimoto e Nasase, 2003), pode ser uma alternativa no aumento da
penetracdo do cloridrato de oxitetraciclina em locais mais profundos, tal como o liquido
sinovial. Essas substancias interferem no fluxo, retencdo e difusdo das drogas aplicadas
transdermicamente, pois afetam as propriedades da barreira da pele (Rosado et al., 2003),
no entanto, altas concentragdes desses potencializadores devem ser evitadas, pois podem
desencadear quadros importantes de irritacdo na pele, o que os tornam fisiologicamente

incompativeis (Kanikkannan et al., 2000).

A terapia combinada da iontoforese e da eletroporagdo (Denet er al., 2003)
também poderia produzir um efeito sinérgico no transporte transdérmico da oxitetraciclina.
A iontoforese emprega corrente elétrica de baixa densidade (0,1 a 0,5 mA/cm®) aplicada
por um periodo relativamente longo (minutos & horas). A eletroporagdo consiste na
aplicag¢do de curtos (100 us a menos de 1 segundo) pulsos de alta voltagem (de 100 a 1000
V) (Pikal, 2001; Kim et al., 1993). Devido as diferengas entre os mecanismos de agdo da
eletroporacdo e da iontoforese, estudos que combinem essas duas forcas elétricas poderiam
padronizar protocolos de tratamento com as drogas utilizadas nesse estudo a fim de

potencializar o uso dessas substancias via iontoforese.

Em virtude do grande numero de questdes elucidadas no decorrer do estudo e
levando em conta um numero ainda maior de informagdes que precisam ser levantadas e
discutidas ¢ imprescindivel a realizagdo de estudos complementares para se obter
efetividade na pratica clinica da iontoforese com as drogas estudadas bem como através da

utilizacao de outras drogas, uma vez que o processo de padronizagdo ja esta estabelecido.
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Nos ultimos vinte anos, observamos uma explosio na criagdo e¢ descoberta de
novas substancias na medicina. As inovagdes descritas na literatura no avango dos sistemas
de administragdo de drogas, tém sido ndo sé capazes de implementar grande parte dos
novos agentes farmacoldgicos, como também permitir o desenvolvimento de novas opgdes
de tratamento com as drogas ja existentes (Prausnitz er al., 2004), proporcionando dessa

forma reducgdo do tempo de recuperagao e melhora das condicdes clinicas.
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De acordo com os objetivos inicialmente propostos neste estudo, foi possivel

concluir que:

Objetivo 1. Avaliacdo do transporte transdérmico através da administracdo de

farmacos por via iontoforética

— Através da andlise dindmica da aplicac@o iontoforética de radiofarmacos em
joelho de individuos sadios, foi possivel comprovar a efici€éncia desta via de
administracdo de farmacos. Embora a iontoforese seja uma técnica utilizada
por vérios anos, ndo encontramos na literatura nenhum relato de avalia¢do

dindmica através da captura de imagens cintilogréficas.

Objetivo 2. Padronizacdo e andlise, através de modelo experimental suino, da
aplicacdo iontoforética de farmacos com potencial uso nos episddios agudos de hemartrose

e na artropatia hemofilica.

— Através do estudo experimental em suinos foi possivel realizar a andlise
qualitativa dos farmacos: EACA, cloridrato de oxitetraciclina e 4acido
hialurdnico no liquido sinovial. J4 a andlise quantitativa foi possivel apenas

durante a utilizacdo do EACA e do cloridrato de oxitetraciclina.

— A avaliacdo do 4cido hialurdnico através do estudo experimental suino de
aplicacdo iontoforética ndo pode ser conclusiva. Este farmaco € utilizado
exclusivamente intra-articular, ndo sendo possivel nenhuma outra via de
administracdo. No entanto, em modelo experimental ndo foi possivel a
quantificagdo pela espectrometria de massa deste farmaco, embora tenha
sido possivel a identificacdo da presenca do 4cido hialurdénio em todas as

amostras séricas e de liquido sinovial analisadas.

Objetivo 3. Avaliagdo do efeito da aplicacdo iontoforética dos farmacos: EACA
em hemartrose aguda; acido hialurdnico e cloridrato de oxitetraciclina na sinovite cronica,

no modelo experimental murino (camundongos knockout portadores de hemofilia A).
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Embora, em nenhum dos grupos estudados os resultados entre os animais
tratados e nao tratados tenham evidenciado uma diferenca estatisticamente significativa, foi
possivel notar uma tendéncia de melhora sempre que as medicagdes foram administradas
através da iontoforese. Essa baixa resposta pode ser em conseqiiéncia do nimero reduzido
de animais, além da dificuldade em padronizar o modelo ideal de inducdo do trauma

necessdrio para o desenvolvimento da artropatia hemofilica.
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ANEXO 3

Trabalho: “Transdermal Iontophoretic Drug Delivery as an Alternative Choice in

Hemophilia Synovitis Treatment.”
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