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RESUMO
Introducdo: Artrite reumatoide € uma doenca inflamatéria crbnica associada a
alteracdes no metabolismo proteico e energético. Objetivos: Investigar a preferéncia
alimentar durante o desenvolvimento da inflamacédo crbnica em ratas com artrite
induzida por colageno. Métodos: Ratas Wistar fémeas foram alocadas em dois
grupos: controle (CO, n=10) e artrite induzida por colageno (CIA; n=11) e expostas
simultaneamente a quatro diferentes dietas (padréo, hipercaldrica, hiperlipidica e
hiperproteica). Durante o periodo experimental foi observado dados clinicos da
doenca, consumo alimentar, peso corporal e parametros bioquimicos, bem como,
peso muscular esquelético ao final do experimento. Os testes estatisticos realizados
foram ANOVA de duas vias e test-t e nivel de significancia estabelecido para estes
testes foi de 95%. Resultados: Os animais com artrite induzida demostram reducgao
voluntaria da ingestédo total de alimento, reducédo do peso corporal e reducdo da
relacdo sarcossomatica quando comparados aos animais controles. Ainda, o grupo
artrite aumentou o relativo consumo de dieta hiperproteica, diminuiu as
concentracdes séricas de creatinina, triglicerideos e glicose. Conclusédo: Condicdes
inflamatdrias croénicas como a artrite reumatoide causam alteracdes no metabolismo
energético e proteico e estas alteracdes fisiolégicas podem induzir a uma mudanca

na escolha alimentar.

PALAVRAS-CHAVE

Artrite experimental, selecdo de dietas, dieta hiperproteica, inflamacéo crénica,
comportamento alimentar.



ABSTRACT
Background: Rheumatoid arthritis is a chronic inflammatory disease associated with
changes in energy and protein metabolism. Objective: To investigate food
preferences during the development of chronic inflammation in rats with collagen-
induced arthritis (CIA). Methods: Female Wistar rats were separated into two groups,
control (CO, n=10) and CIA (n=11), and were simultaneously exposed to four
different diets (standard, hypercaloric, hyperlipidic and hyperproteic). During the
experimental period was observed clinical evidence of disease, food intake, body
weight and biochemical parameters, as well as skeletal muscle weight at the end of
the experiment. Statistical tests were two-away ANOVA and t-test and significance
level for these tests was 95%. Results: CIA animals demonstrate voluntary reduction
in total food intake, reduced body weight and reduced relative muscle weight
compared to CO animals. In addition, CIA animals increased relative comsuption of
high protein diet, decreased serum concentrations creatinine, triglycerides and
glucose. Conclusion: Chronic inflammatory conditions such as rheumatoid arthritis
cause changes in protein and energy metabolism, and these physiological alterations

may induce a change in food choice.

KEYWORDS

CIA rats, diet selection, high protein diet, chronic inflammation, eating
behavior.



LISTA DE ABREVIATURAS

AR Artrite reumatoide

BCM Body cell mass

TEE Total daily energy expenditure
EEPA Energy expenditure of physical activity
TNF-alfa Tumor necrosis fator — alfa

IL-1 beta Interleucina-1 beta

IL-6 Interleucina-6

DCNT Doenca crbénica nao transmissivel
PIA Artrite induzida por pristane

AlA Artrite induzida por adjuvante
CIA Artrite induzida por colageno
MHC Complexo principal de histocompatibilidade de classe Il
classe Il

PCR Proteina C reativa

IMC indice de massa corporal

SNC Sistema nervoso central

PUFAs Polyunsaturated fatty acids

IL-10 Interleucina - 10

IG indice glicémico

CG Carga glicémica

NF-kB Fator nuclear kappa B

DIl Diabetes Miellitus tipo Il

ROS Espécies reativas de oxigénio
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca sistémica, poliarticular, simétrica e
cronica, caracterizada por inflamacéo da sindvia, producdo de autoanticorpos e pela
destruicéo da cartilagem e do osso (1). E uma doenca reumatica de alta prevaléncia
e alta morbidade, assim esforcos para elucidar sua patogénese, diagndstico e

tratamento sdo necessarios.

Em pacientes com AR alteracdes significativas no metabolismo energético e
proteico tém sido elucidadas. Rall e Roubenoff demostraram que pacientes com AR
tém menor composicdo de massa celular (body cell mass; BCM), e essa é

considerada um fator preditor de morte e morbidade (2—4).

A reducdo na massa celular inclui alteracbes no gasto energético como
reducdo no gasto energético diario total (total daily energy expenditure, TEE),
aumento no gasto energético em repouso e baixo gasto energético em atividade
fisica (energy expenditure of physical activity, EEPA) (5). O metabolismo de
proteinas na AR também sofre alteracdes, representadas pelo aumento no turnover
proteico, o que somado as demais alteracdes metabodlicas caracteriza o
hipermetabolismo (6). Este evento esta relacionado com o aumento nos niveis de
citocinas pro-inflamatdérias, especialmente fator de necrose tumoral — alfa (tumor
necrosis factor, TNF-alfa), interleucina-1 beta (interleukin 1-beta, IL-1 beta) e
interleucina — 6 (interleukin 6, IL-6), que desempenham um importante papel na

patogénese da AR (7).



Mudancas significativas no metabolismo dos individuos (8-11), como por
exemplo, as que acontecem nos pacientes com AR, podem alterar a escolha
alimentar (12). Esta escolha é influenciada por fatores internos e externos. Dentre 0s
fatores externos influenciam os habitos culturais e a aparéncia dos alimentos (13).
Enquanto que o metabolismo celular (14) e o controle neural (15) sdo responsaveis

pela maior parte das escolhas relacionadas aos fatores internos.

Nossa hipdtese é que o hipermetabolismo observado em pacientes com AR
pode alterar o comportamento alimentar. Desta forma, nosso objetivo foi investigar a
consumo alimentar durante a inflamacédo crénica do modelo experimental de artrite,
expondo estes animais a quatro diferentes dietas (padréo, hipercal6rica, hiperlipidica

e hiperproteica).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESTRATEGIAS PARA A LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMACOES

A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: PubMed e
Scielo. O periodo da pesquisa foi de 1978 a 2014. Foram realizadas buscas atraves
da lista de termos e suas combinacgdes: “cachexia”, “muscle”, “muscle loss”, “muscle
wasting”, “muscle mass”, “rheumatoid arthritis”, “collagen induced arthritis”,
‘experimental arthritis”, “arthritis”, “diet”, “high protein diet”, “diet selection”,

“metabolism”, “metabolic change”, “CIA rats” e “inflammation”.
2.2 ARTRITE REUMATOIDE

AR é uma doenca auto-imune, crénica, sistémica e poliarticular que afeta em
torno de 1% da populacdo adulta mundial e acomete duas vezes mais as mulheres
do que o sexo masculino (16,17). A AR é caracterizada por uma poliartrite simétrica
gue leva a deformidade e perda de fungéo das articulagdes em virtude da destruicéo
da cartilagem e da erosdo 6Ossea. Dentre as principais manifestacfes sistémicas
encontradas nesta patologia podemos citar a rigidez matinal (18), a fadiga (19) e a
perda de peso (5). Sua incidéncia é de 5-50 casos novos por 100.000 habitantes
anualmente e tende a aumentar com a idade, atingindo seu pico em torno dos 40
anos de vida (20). No Brasil, um estudo de 2004 mostrou uma prevaléncia de 0,46%

(21), similar a populagdo mundial (17).

Essa doencga, classificada como doenga cronica ndo transmissivel (DCNT),
representa um importante problema em termos de saude publica com sérias
consequéncias socioecondmicas (20). E uma frequente causa de incapacidade

funcional e esta associada com um aumento de morbidade e mortalidade (1,22,23).



Por se tratar de uma doenca bastante heterogénea, a investigacado clinica da AR
necessita de associacfes de manifestacdes clinicas, radioldgicas e laboratoriais

(24).

Apesar da patogénese da AR ndo ser completamente descrita sabe-se que
fatores ambientais e genéticos estdo envolvidos com a susceptibilidade e severidade
da doenca (25). Um aspecto importante no desenvolvimento da AR sdo as
alteracdes que acontecem nas articulacbes dos pacientes, dentre elas a sinovite.
Esse processo caracteriza-se fundamentalmente pela hiperplasia dos fibroblastos
sinoviais que ativa o processo inflamatério e desencadeia o acumulo dos leucocitos
polimorfonucleares, a proliferacdo dos linfocitos T e B e neoangiogénese levando a
formacao de um tecido proliferativo e localmente invasivo conhecido como pannus.
Este cresce rapidamente, invadindo a cartilagem, ativando condrdcitos e liberando
enzimas proteoliticas como as metaloproteinases, que degradam a cartilagem e o
0SS0, resultando em destruicéo articular (26,27). A ativacao e o recrutamento de tais

células séao influenciados por citocinas e mediadores inflamatérios (28).

Dentre as diversas citocinas e quimicinas associadas a patologia da AR, o
TNF-alfa ocupa lugar de destaque no processo erosivo articular, através da ativacao
dos osteoclastos (29). A producdo exacerbada de TNF-alfa e das demais citocinas
pré-inflamatérias, IL-1 beta e IL-6 estdo relacionadas com as manifestacdes extra-

articulares que também fazem parte da patogénese da AR (7).
2.3 MODELOS ANIMAIS DE ARTRITE

O uso de modelos animais de artrite tem provado ser uma importante

ferramenta no estudo dos mecanismos envolvidos na patologia, etiologia da doenca,



e na busca por novas terapias (30). Estes modelos mimetizam iniUmeras disfuncdes

patolégicas, imunoldgicas e genéticas encontrados na AR (31,32).

Artrite inflamatdria aguda e crénica semelhante a AR € comumente induzida
em camundongos e ratos (33), também menos frequentemente em coelhos (34) e
macacos (35). Diversos modelos de inducdo de artrite sdo relatados na literatura,
dentre os mais utilizados estdo a artrite induzida por pristane (pristane-induced
arthritis, PIA) (36), artrite induzida por adjuvante (AIA) (37) e, um de grande
destaque na literatura mundial, o modelo de artrite induzida por colageno (collagen-

induced arthritis, CIA) (38).

O modelo de CIA foi primeiramente descrito em ratos (39) e
subsequentemente mostrou ser induzivel em camundongos DBA1/J e C57B/L6 (40).
O uso das diferentes espécies neste modelo experimental pode levar a diferencas
na incidéncia da doenca, nos mecanismos inflamatérios envolvidos, bem como nas

manifestacdes clinicas, celulares e moleculares (41,42).

O modelo de CIA em ratos compartilha muitas semelhancas com a AR (43).
Dentre estas similaridades podemos destacar a alta suscetibilidade em fémeas, o
envolvimento articular simétrico, articulacbes periféricas afetadas, hiperplasia
sinovial, infiltrado celular inflamatério e producdo de fator reumatoide (30). A
incidéncia de artrite deste modelo, assim como na AR, esta ligada a expresséo de
genes do complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC classe II)

(44)

Brevemente, no modelo de CIA, o desenvolvimento da doenca ocorre pela

guebra da tolerancia a proteina do colageno heterdlogo, principal proteina da



cartilagem. Caracterizado por acentuada destruicdo cartilaginosa associada a
deposicdo de imunocomplexos na superficie articular, reabsorcdo Ossea e

proliferacédo periosteal, juntamente com sinovite e inflamacé&o periarticular (45).

O sistema imunolégico esta intimamente envolvido no desenvolvimento e na
manutencdo da inflamacdo no modelo de CIA. Sendo essencial a participacdo de
linfécitos T e B para gerar uma resposta imune completa. Ratos sem timo (nude),
que carecem de linfécitos T, demonstram resisténcia a inducdo da doenca (46).
Essas células desempenham uma atividade importante na induc¢do da doenca, mas
um papel secundario na fase crbnica. Ao contrario, linfécitos B, mais
especificamente os anticorpos anti-coladgeno produzidos por estas células, parecem

ser os principais agentes envolvidos na fase crénica.

Anticorpos especificos contra o colageno, produzidos por linfocitos B ativados,
ligam-se ao coldgeno presente nas articulagées, resultando na formacdo de um
imunocomplexo, na ativacdo do sistema complemento e na ativacdo da resposta
inflamatoria local. Em modelo animal de CIA, células polimorfonucleares, mais
especificamente neutréfilos, sdo abundantes no tecido sinovial, enquanto que em
pacientes com AR predominam células mononucleares, macréfagos, como a maior
populacdo de células fagocitarias (47). Como consequéncia deste infiltrado celular
ha a producédo de citocinas e mediadores inflamatoérios resultando na destruicao

Ossea e cartilaginosa (42).

Dentre as principais citocinas presentes no modelo de CIA em ratos podemos
mencionar TNF-alfa e IL-1 beta. Um estudo da cinética destas citocinas, através da

analise de imunohistoquimica da sindvia, demonstrou que estas citocinas estao



presentes em maior quantidade uma semana antes do infiltrado leucocitario, sendo

produzidas por fibroblastos sinoviais e células do endotélio venoso (48).

Aproximadamente 10 a 13 dias ap0s a inducdo, aparecem 0s primeiros sinais
da doenca, caracterizado por patas anteriores e posteriores edemaciadas. Neste
momento os macrofagos sdo os principais produtores das citocinas inflamatorias
(48). O edema pode persistir por algumas semanas, cerca de 20 dias, e diminui
gradualmente (45), resultando em artrite crénica com consequéncias graves, como a

deformacéo das estruturas 6sseas (49).

2.4 ALTERACOES METABOLICAS NA AR

O risco cardiovascular aumentado entre os pacientes com AR assim como o
conjunto de alteracdes que representa a caguexia reumatoide sado aspectos que
evidenciam modificacbes no metabolismo energético nestes pacientes (50,51).
Essas alteracGes estdo relacionadas a presenca de citocinas pro-inflamatoérias em
especial IL-1 beta, IL-6 e TNF-alfa (52) e podem ou ndo apresentar correlacdo com a

reducao da atividade da doenca pelo uso das terapias convencionais (53).

Esse conjunto de manifestacfes sistémicas esta relacionado especialmente a
acdo dos mediadores inflamatérios. Esse processo envolve aspectos bioquimicos
como modificagdes no metabolismo de proteinas (catabolismo proteico aumentado)
(54), lipidios (aumento de massa gorda) (55) e carboidratos (aumento do consumo
energético e reducdo na acao da insulina) (4,56), levando a reducédo das atividades

do cotidiano (fadiga). O conjunto destas alteragbes é chamado de caquexia.



Caquexia é uma sindrome metabdlica complexa associada a doenca
inflamatoria cronica e caracterizada por perda de peso e perda de massa magra,
com ou sem alteracdo de massa gorda (57). O quadro de caquexia € uma das mais
evidentes condicbes clinicas que demonstram ligacdo entre o metabolismo e a
inflamacéo (14). E clara a participacdo do TNF-alfa no desenvolvimento desta
sindrome. Assim como estdo relacionadas com o seu desenvolvimento a IL-6 e a

proteina C reativa (PCR) (58—60).

Atualmente o diagnostico mais citados pela literatura para definir caquexia
(61), estabelece que o paciente deve apresentar: perda de peso (superior a 5% nos
altimos 12 meses), como critério preliminar, seguido por mais trés dos cinco critérios:
indice de massa corporal (IMC) inferior a 20 kg/m?, diminuicdo da forca muscular,
diminuicdo do apetite (anorexia), fadiga, e alteracdo de parametros bioquimicos e
imunologicos, tais como elevacdo de IL-6, elevacdo de PCR, reducdo de

hemoglobina e reducéo de albumina sérica.

Entretanto, esses critérios parecem ser mais fidedignos para determinacao da
sindrome nos pacientes oncolégicos do que em outras doengas, como nos pacientes
reumaticos (50). Bokhorst e colaboradores (50) demostraram que pacientes com AR
nao apresentam os critérios diagnosticos estabelecidos por Evans (57) para
definicdo da sindrome. Contudo é sabido que os pacientes artriticos demonstram
importantes alteracdes sistémicas. Assim foi designado o termo caquexia

reumatoide, que respeita a individualidade do quadro sindrémico desta doenca.

A caquexia reumatoide esta associada a um pior progndstico nos pacientes

com AR (55). Estudos demonstraram que pacientes com AR tém menor composi¢ao



de massa celular que envolve o musculo e outros 6rgédos (4). Nesse contexto, a
perda de massa muscular varia entre 13 a 15%, um terco da perda de massa

muscular que levaria a morte do individuo (62,63).

A reducdo da musculatura esquelética esta associada a prejuizos de funcéo e
a gravidade da doenca (63,64). Nesse contexto, a perda de massa muscular
esquelética esta inserida em grupo de alteracdes sistémicas que acontece na

doenca da AR.

Os mecanismos de sinalizacao intracelular relacionados a perda muscular na
inflamacédo cronica sdo proteases lisossomais, proteases ativadas por calcio e o
sistema ubiquitina proteossomo (65,66). Essas cascatas de sinalizac&o intracelular
podem levar a apoptose, ao aumento da degradacgéo proteica ou ainda a diminuicéao

da ativacéo das células satélites responsaveis pela regeneracdo muscular (63).

Além do componente sarcopénico o processo inflamatério também pode
alterar a ingestdo alimentar. Em um individuo saudavel, a ingestdo alimentar é
regulada por sinalizacdo neural e humoral derivadas dos nervos sensoriais
gastrointestinais e pelo controle central do apetite. Na AR, a producao das citocinas
e outras moléculas neuroativas ird alterar a regulacao hipotalamica do apetite devido
a sensibilizacdo dos nervos intestinais aferentes (sensoriais) e por a inibicdo em

nivel do sistema nervoso central (SNC) (67).

Sabe-se que, nas doencas inflamatorias cronicas, em fungéo da atividade da
doenca, pode ocorrer diminuigdo na absorgcéo de nutrientes e/ou utilizagéo alterada
destes nutrientes pelo organismo, o aumento das necessidades cal6ricas ou de

nutrientes especificos, cuja magnitude ainda nédo foi determinada, mas que sao



importantes para suprir os efeitos do hipermetabolismo caracteristico destas

patologias (68,69).

Chaud e colaboradores, avaliando um grupo de pacientes com artrite
idiopatica juvenil, demonstram uma reducdo da quantidade de calorias
recomendadas e aumento da ingestdo de proteinas (70). Porém o aumento no
consumo de proteinas nao foi associado a uma necessidade da doenca, devido este

consumo ser naturalmente aumentado nesta faixa etaria de idade.

Alteracbes nos padrbes alimentares de artrite foram demonstradas, nao
somente por dados clinicos, como também em modelo experimental de artrite
induzida por adjuvante. Castillero e colaboradores demonstram que 0s animais com
artrite induzida por adjuvante comiam menos que animais controles saudaveis, mas
também apresentavam uma maior perda de peso quando comparados a controles
guando esses comiam a mesma quantidade de racdo (controles pareados de
alimentacéo). Por fim, tanto diminuicdo no consumo alimentar quanto a perda de
peso nos animais estava positivamente correlacionado com uma maior concentracao

de TNF-alfa (71-73).

2.5 DIETAS NO PROCESSO INFLAMATORIO

As alteragcbes metabdlicas causadas pela inflamacdo tém estimulado
pesquisas sobre a influéncia da nutricdo e de habitos alimentares neste processo.
Fatores dietéticos sdo importantes reguladores da funcdo imune (74), desta forma a
manipulacdo da dieta pode modificar os sintomas da inflamacéo, influenciando

assim nos sintomas da AR (75).



Dietas ricas em lipidios tem influéncia no processo inflamatorio. Lipidios sdo
estruturas formadas por acidos graxos e colesterol com importantes fun¢cdes no
organismo (sintese de hormdnios, vitaminas e mediadores do sistema imune). Os
acidos graxos sao divididos em trés diferentes tipos: os acidos graxos saturados,
acidos graxos monoinsaturados e acidos graxos poli-insaturados (polyunsaturated

fatty acids - PUFAS).

Os PUFAs, podem ser classificados como 6mega 3 e 6mega 6 de acordo com
a sitio proximal da ligacdo dupla (76). Ainda, compdem uma parte importante da
membrana celular e dos tecidos, atuando nos processos metabdlicos e

desempenhando um papel na regulacdo da resposta inflamatéria (77).

Uma tipica dieta ocidental, em geral, consome mais gorduras do tipo 6mega 6
do que 6bmega 3, assim o desequilibrio na ingestdo destes acidos graxos esta
relacionada a uma producdo exacerbada de acido araquidbnico intensificando o
processo inflamatério (76). Por conseguinte dietas ricas em édmega 3, especialmente

oriundas de 6leo de peixe, podem reduzir a inflamacgéo sistémica (78,79).

Kremer e coloboradores observaram uma reducdo de 54% nos niveis de IL-1
beta apds suplementarem a alimentacdo de 17 pacientes com AR com 6leo de peixe
e azeite de oliva, fontes de 6mega 3 (80). Entretanto, Cunha e colaboradores
ofertou uma dieta rica em 6mega 6 e observou elevacdo nos niveis TNF-alfa e

adiponectina e reducgéo nos niveis de interleucina - 10 (IL-10) no tecido adiposo (81).

Lee e colaboradores demonstraram que a mudanca de uma dieta rica em
lipidios para uma dieta rica em carboidratos foi capaz de diminuir o peso corporal e 0

tecido adiposo, bem como os niveis de leptina, resistina e IL-6 (82). Além disso,



McDougall e colaboradores ofertaram uma dieta com baixo teor de gordura para 24
pacientes com AR por 4 semanas e comprovaram que a manipulacdo da dieta foi
capaz de reduzir dor e edema articular, porém n&do mostrou alteracdo na rigidez

matinal e nos niveis PCR (83).

Assim como os lipidios, os carboidratos também desempenham um papel
importante no processo inflamatorio. Os carboidratos sao a principal fonte de energia
na dieta e pode ser avaliados de acordo com indice glicémico (IG) e os valores de
carga glicémica (CG). Apesar do IG e da CG serem frequentemente confundidos
estas medidas tém denominacdes diferentes. O IG é denominado a velocidade que
a glicose chega a corrente sanguinea, enquanto que a CG é um indicador de

qualidade e quantidade de carboidrato do alimento consumido na dieta (84).

Desta forma, estudos sugerem que o consumo de alimentos de baixo IG ou
baixa CG atenua o processo inflamatério cronico de baixa intensidade (85,86).
Segundo Liu e colaboradores existe uma correlacdo positiva entre a concentracao

de PCR e CG dos alimentos ingeridos em mulheres saudaveis de meia idade (85).

Ainda, dietas ricas em carboidratos, especialmente em glicose, foram
associadas ao aumento da sintese de superoxido por leucdcitos, bem como
aumento da sinalizacdo do fator nuclear kappa B (NF-Kb) (87). Além disso, o
consumo de glicose via oral ou intravenosa por pessoas saudaveis e pacientes com
diabetes mellitus tipo Il (DIl), aumentou a formacao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e elevou os niveis de citocinas pro-inflamatérias como TNF-alfa e IL-6,

importantes citocinas presentes na patogénese da AR (88,89).



Dieta vegana pode ser utii como uma terapia de nutricAo médica no
tratamento das condicbes de sindrome metabdlica, incluindo a obesidade, a
diabetes e risco cardiovascular (90,91) e pode conferir protecdo contra doencas
inflamatorias, tais como AR. Embora o consumo de dietas ricas alimentos de baixo
IG pareca ser eficaz na reducdo do processo inflamatorio e dietas com altos niveis
CG esta associada a um processo inflamatério intenso, o papel dos carboidratos na

inflamac&o ainda precisa ser mais elucidado.

Uma das alteracdes sistémicas bem descritas na caquexia reumatoide € a
perda muscular. Dietas ricas em proteinas ou suplementaces com aminoacidos
podem ser uma alternativa para diminuir a degradacéo proteica. Gomes-Marcondes
e Cruz demostraram que uma dieta rica em leucina teve um efeito protetivo no
processo catabolismo do musculo gastrocnémico fetais de ratas gravidas portadores
de tumor Walker (92). Leucina, um aminoacido essencial, tem sido bastante utilizada

como fonte proteica, pois estimula a sintese de proteina (93).

Como possiveis tratamentos alternativos para caquexia reumatoide, Maddison
e colaboradores suplementaram a dieta de pacientes com AR durante 12 semanas
com Beta-Hidroxi-Beta-Metilbutirato, glutamina e arginina. Apesar da suplementacao
ter sido bem tolerada entre os pacientes, a mesma nao foi eficaz em reverter a

caquexia em relacdo aos controles (94).

Embora estudos recentes ndo tenham demostrado melhora na perda
muscular, Mosoni e colaboradores manipularam a dieta de animais idosos para uma

dieta hiperproteica e identificaram um retardo na perda muscular decorrente da



idade em ratos velhos. Assim, 0 aumento na ingestéo proteica pode retardar a perda

muscular (95).

Em pacientes em condi¢cdes criticas como 0s pacientes internados nos
centros de terapia intensiva é bem estabelecido que o aumento do consumo de
proteinas e outras manipulacdes na dieta podem imumodular o individuo e reduzir,
por exemplo, infeccbes. Nesse contexto, o uso de certos aminoacidos como
arginina, glutamina além de outros componentes como fibras e antioxidantes ja

foram propostos como terapias nutricionais de sucesso (96,97).

Apesar dos diversos trabalhos realizados demonstrarem que manipulacédo de
dieta ou fatores dietéticos pode modificar o processo inflamatorio, ainda nao existe
um consenso sobre qual seria a melhor estratégia terapéutica para reduzir esse
processo. Sendo assim novos estudos sdo necessarios para elucidar o papel dos

macro e micronutrientes na inflamacéao.
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3 MARCO TEORICO

A base tedrica relatada acima demonstra que o processo de inflamacao
cronica, encontrado na AR, é complexo e esta diretamente relacionado a alteracbes
no metabolismo. Ainda, essas alteracdes provocam caquexia (sindrome complexa
que envolve o componente sarcopénico de demais alteracdes sistémicas da
inflamacéo cronica). Nao obstante, modificacbes na dieta podem modular o
processo inflamatério. Por fim, as alteracdes sistémicas que compdem a caquexia
reumatoide podem estar relacionadas a uma necessidade modificada de

macronutrientes (proteina, carboidrato ou lipidio).



4 JUSTIFICATIVA

O uso de dietas como terapia alternativa para doencas autoimunes
inflamatdrias crénicas tem aumentado nos ultimos anos. O consumo dietético em
pacientes pode ser alterado ndo somente por variaveis biolégicas como idade, sexo,
mutacBes, metabolismo, tempo de doenca, evolugdo da doenca, mas também pela
terapia medicamentosa. Contudo ainda sao falhos os estudos que observam as
mudancas na escolha alimentar nos processos de inflamacéo crbénica. Ainda, a
utilizacdo de modelos animais para esses estudos é facilitada por trabalhar com
animais isogénicos (sem variabilidade genética) expostos as mesmas condicbes
ambientais e ainda sem manipulacdo medicamentosa. Assim, estudos que avaliem a
influéncia das alteracdes fisioldgicas decorrentes do processo inflamatoério sobre a
escolha alimentar podem auxiliar e elucidar novos mecanismos de manipulagéo
dietética para os pacientes e como consequéncia reduzir a mortalidade e morbidade

destes.



5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO PRINCIPAL

o Avaliar a preferéncia alimentar dos animais com artrite induzida por colageno

do tipo Il (CIA).

5.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

o Avaliar a ingesta alimentar no desenvolvimento da doenca;
o Avaliar o peso corporal dos animais no desenvolvimento da doenga;
o Avaliar o consumo alimentar de cada macronutriente (proteina, lipidio e

carboidrato) no desenvolvimento da doenga;

o Avaliar as alteracdes bioquimicas sorolégicas no desenvolvimento da doenca;

o Avaliar a relacdo sarcossomética nos animais;
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ABSTRACT

Rheumatoid arthritis is a chronic inflammatory disease that is associated with changes in
energy and protein metabolism. The objective of our study was to investigate food
preferences during the development of chronic inflammation in collagen-induced arthritis
(CIA) in rats. Female Wistar rats were separated into two groups, control (CO) and CIA, and
were simultaneously exposed to four different diets (standard, hypercaloric, hyperlipidic and
hyperproteic diets). During the experiment, we observed food consumption, body weight,
muscle weight and biochemical parameters. The significance level was set at p < 0.05, and
data were analyzed using two-way ANOVA and t-test. To the best of our knowledge, this is
the first time that an increased high-protein diet has been reported in a CIA model. In
accordance with the literature, CIA animals exhibited reduced voluntary total food intake,
body weight and muscle weight compared with the CO animals. In addition, decreased serum
creatinine, triglyceride and glucose levels were observed in the CIA group. Chronic
inflammatory conditions such as rheumatoid arthritis cause changes in protein and energy
metabolism, and these physiological alterations may induce a change in food choice.

Keyword: CIA rats, diet selection, high protein diet, chronic inflammation, eating behavior

INTRODUCTION

Feeding control and behavior is influenced by external and internal factors. Examples of
external factors are food availability, cultural habits and food appearance (1). Cellular
metabolism (2) and neural control (3) account for most of the internal factors. Inflammation is
known to drive significant changes in metabolism (4-7), and these changes may influence
food choice (8).

Significant changes in homeostasis have been demonstrated in patients with rheumatoid
arthritis (RA), a chronic and systemic inflammatory condition. Rall and Roubenoff made
important observations about RA energy and protein metabolism. First, they demonstrated
that RA patients have a lower body cell mass (BCM) and an altered total daily energy
expenditure (TEE), with higher resting energy expenditure (REE) but lower energy
expenditure of physical activity (EEPA) (9). Second, the same group also showed higher
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protein turnover in RA patients (10), and this hypermetabolism was related to an altered
proinflammatory cytokine profile, including higher levels of tumor necrosis factor (TNF-a)
and interleukin 1-beta (IL-1p) (11).

Increased levels of adipokines (leptin and resistin) and proinflammatory cytokines (IL-6) have
been described in experimental research on mice undergoing a shift from a high-fat to a high-
carbohydrate diet (12). The high-fat diet induced down-regulation of antibody subunits and of
major histocompatibility complex Il components that might reflect an impaired immune
defense and immune tolerance (13). By contrast, a high-protein diet decreases loss of lean
body mass in healthy older rats, independent of the protein source (14). These studies
demonstrated that different diets can cause changes in metabolism and inflammatory

response.

We hypothesized that the hypermetabolism observed in RA patients could impact feeding
behavior. To investigate food preferences during chronic inflammation, we used an animal
model of arthritis, exposed those animals to four different diets (normal, hypercaloric,
hyperlipidic and hyperproteic) and observed food consumption before and after arthritis

induction.

EXPERIMENTAL METHODS

Animals

Because autoimmune diseases such as RA are more prevalent in females than in males, 21
female adult Wistar rats (150-200 g) were used in our experiments. Animals were housed in a
temperature-controlled room at 23°C under an inverted photoperiod regimen of 12: 12 h light:
dark cycle (lights were turned on at 18:00 h) with water and food available ad libitum for 27
days (7 days before induction arthritis and 20 days after induction). Animals were maintained
in accordance with local guidelines, and all experimental procedures were approved by the
Ethical Committee on Animal Experimentation of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Diets

All four diets were available to all animals throughout the experiment. The compositions of
the diets (as described in Table 1) were as follows: a standard diet for adult Wistar rats
(Nuvilab®, Sogorb, S&o Paulo) (15), a high carbohydrate diet (standard diet + 10% sucrose),
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a high lipid diet (standard diet + 10% soybean oil + 0.0014% [g/g] butylated hydroxytoluene
[BHT]), and a high protein diet (standard diet + 10% albumin). Pellets were ground, mixed

with the respective dietary additions with water and were again pelletized.

Food intake, body weight and diets were measured every three days. Diets were offered
separately in the cage, and the position of food was changed at each measurement. The results

were plotted as the total food intake and the percentage of each diet consumed.

Table 1. Composition of the experimental diets (g/kg).

. Diets (%)
Ingredints (g/kel Standard High protein  High lipid High carbohydrate
orotein 72 242 22 ~ 139
fat 4 4 44 4
carbohydrate 74 66,9 65,3 821
Total % 100 100 100 100
KJ/energy 175846 1758,46 1935 56 2094,24

Collagen-Induced Arthritis (CIA)

Disease protocols were based on previous studies (16). Two groups were used in the study: a
control group (CO, n=10) and a CIA group (CIA, n=11). CIA animals were immunized on
day 0 with an intradermal injection at the base of the tail with 0.1 ml emulsion containing 2
mg/ml bovine type Il collagen (CIl, Chondrex Inc., Redmond, WA, USA) and complete
Freund’s adjuvant (CFA, Sigma, St. Louis, MO, USA). During the procedure, rats were
anesthetized with isoflurane (1 ml/ml, Abbott Lab., Abbott Park, IL, USA). Animals were
monitored for 26 days (6 days before immunization with CIl and 20 days after) and were then

killed by decapitation under anesthesia.

We used a standard method of arthritis scoring to evaluate the degree of swelling and
erythema of the paws, in which 0 was normal, 1 was mild swelling and erythema, 2 was
moderate swelling and erythema, 3 was severe swelling and erythema plus loss of function in

2 paws and 4 was total loss of function in a minimum of 3 paws (17).
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Biochemistry and muscle analysis

Blood samples were collected from the retro-orbital venous plexus under anesthesia for
biochemical analyses at the following time points: day —6 (baseline), day 0 (arthritis
induction), day 15 (acute inflammation) and day 20 (end of experiment). After centrifugation
at 400xg for 5 min, supernatants were harvested and stored at —20°C. Glucose, triglycerides,
total cholesterol and creatinine were measured using colorimetric enzymatic assay Kits
purchased from Labtest-Diagnostic (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil). The

gastrocnemius and tibialis anterior were collected after death and weighed.
Statistical analysis

Data are expressed as the means and standard errors (SE). The arthritis clinical score, food
intake, body weight and serum biochemistry metabolites were analyzed using repeated-
measures two-way ANOVA (Bonferroni post-hoc test). The gastrocnemius, soleus and tibialis
anterior relative muscle weight were analyzed using a t-test. Statistical significance was
defined as a p value less than 0.05. Data were analyzed using the statistical package GraphPad

Prism version 6.0 (San Diego, California, USA).

RESULTS

The incidence and severity of CIA
Clinical signs of arthritis were absent in the control group and appeared in CIA rats 12 days
after immunization (Figure 1), when the CIA incidence was 45%. At 18 days, all animals had

a clinical signs of arthritis (data not shown).

Clinical arthritis score
(mean per group)

0- ¥ 4 ¥ 7 A 4

N U T GO T

Days after immunization
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Figure 1. Arthritis clinical score. Development of disease after arthritis induction in rats
with bovine type Il collagen. Two weeks after immunization, the arthritis clinical score was
determined as described in the Materials and Methods. Open circles represent CO animals,
and black circles represent CIA animals for each day. Data are presented as means + SE; p <
0.05 (two-way ANOVA, CO vs. CIA).

Food consumption and body weight changes

The food intake of the CIA group decreased significantly throughout the experiment. The
greatest difference was observed on day 12 (98.3 £+ 10.8 g control group vs. 73.5+ 15.9 g CIA
group; p < 0.05; Figure 2a). At the same time point, food ingestion in the CIA group was 25%
less than the CO group.

On day 15, CIA rats had lost 10% of their body weight (239.0 + 13.1 g CO group vs. 216.5 £
20.5 g CIA group; p < 0.001; Figure 2b). The CIA rats continued losing weight and had lost
15% of body weight by the end of the experiment, an important sign of cachexia. Before
arthritis induction, there were no significant differences in total food intake or body weight

(data not shown).
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Figure 2. The CIA group showed reduced total food intake and body weight in response
to arthritis induction. (A) The CIA group showed reduced total food intake from day 12
after disease induction by immunization (two-way ANOVA,; p < 0.05). (B) In the CIA rats,
body weight progressively decreased beginning on day 15 after immunization. Open circles
represent CO rats, and black circles represent CIA rats for each day. Data are presented as
means + SE; two-way ANOVA, CO vs. CIA; p <0.05.
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Animal eating behavior

During the experiment, both groups ate all diets, but arthritis induction disrupted feeding
behavior. The percentages of each diet available are shown in figure 3 and table S1 for both
groups. Among the diets offered, CIA rats significantly increased the proportion of intake of
the high-protein diet starting on day 12 (8.0 £ 3.0% CIA group vs. 5.5 £ 1.8% CO group; p <
0.05; Figure 4). A greater difference compared with the CO group was observed on day 18
(17.2 £ 10.0% CIA group vs. 5.8 £ 4.6% CO group; p < 0.05). Coincidentally, day 18 was the
time point when the arthritis incidence was 100%. In contrast, CO animals reduced their

intake of the high-protein diet over time.

ClA CO clA CO Cla CO Cla CO cla CO

Days after immunization

[ Standard diet 3 High lipid diet
E=3 High protein diet Il High carbohydrate diet

Figure 3. Total food intake during the experiment. Animals were exposed to four different
diets, and intake was measured over time. The percentages of each of the four diets eaten by
the CO and CIA groups during the experiment were calculated. Fill patterns indicate the
following: grey, high-lipid diet; black dots, high-protein diet; black, high-carbohydrate diet;

and white, standard diet. Data are shown as percentages.
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Figure 4. The CIA group increased intake of the high-protein diet. The CIA group ate
significantly more of the high-protein diet compared with the CO group. On day 18 after
immunization, the CIA rats exhibited the greatest difference in intake of the high-protein diet
compared with the CO group. Open circles represent CO rats, and black circles represent CIA
rats for each day. Data are presented as means + SE; two-way ANOVA, CO vs. CIA; p <
0.05.

Serum metabolites and muscle wasting

CIA animals exhibited metabolic changes after arthritis induction (Figure 5). On day 15, CIA
animals had lower levels of triglycerides (15.5 £ 12.3 mg/dl vs. 77.5 + 29.6 mg/dl; Figure 5b)
and creatinine (0.45 £ 0.13 mg/dl vs. 0.75 £ 0.2 mg/dl; Figure 5d) compared to CO animals.
At the end of the experiment (20 days), CIA rats had lower levels of triglycerides (36.0 + 13.8
mg/dl vs. 66.0 = 25.0 mg/dl; Figure 5b) and glucose (127.0 £ 14.1 mg/dl vs. 156.0 + 24.4
mg/dl; Figure 5a) compared to CO animals. However, there was no change in total cholesterol
levels (Figure 5c). Levels of triglycerides, total cholesterol, glucose and creatinine were
measured before the introduction of diet and before induction of arthritis and showed no

statistically significant difference (data not shown).

Additionally, the gastrocnemius (GA) and tibialis anterior (TA) weight and relative muscle
weight (muscle weight in mg divided by total animal weight in g) were lighter in CIA rats
(GA=4.6£0.58 mg vs. 6.68 £ 0.09 mg, p <0.01, Figure 6a; TA=0.33£0.01 mgvs. 1.9 =
0.05 mg, p < 0.01, Figure 6b), suggesting that muscle wasting had occurred in the CIA group.
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Figure 5. After arthritis induction, the CIA group showed changes in their metabolic
profile. After immunization, CIA rats exhibited reduced serum glucose, triglyceride and
creatinine levels. White bars represent CIA rats, and black bars represent CO rats for each
day. Data are presented as means + SE; two-way ANOVA, CO vs. CIA; p <0.05.
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Figure 6. The gastrocnemius and tibialis anterior relative muscle weights were lighter in
CIA animals. After death, the gastrocnemius and tibialis anterior muscles of both groups
were weighed. CIA rats exhibited less relative muscle weight in all muscles. White bars
represent CO rats, and black bars represent CIA rats. Data are presented as means * SE; t-test,
COvs. CIA; p < 0.05.

DISCUSSION

In this study, the main effect demonstrated was that animals with CIA exhibited an increased
intake of the high-protein diet, which might indicate a relationship between chronic
inflammatory conditions and metabolism. To the best of our knowledge, this study marks the
first time that food choice has been evaluated for arthritis or in any other animal model of
chronic inflammation. Generally, studies related to ours have exposed animals to a modified
diet and correlated diet to disease outcomes. We hypothesize that increased protein diet intake
may be a response to the reduction in body weight and skeletal muscle loss that result from

chronic inflammation in CIA.

A previous consensus defined the initial sign of cachexia, a complex syndrome associated
with the activation of an inflammatory response, as unintentional weight loss greater than 5%
of body weight. In addition to reduced body weight, cachexia also involves muscle wasting,
reduced muscle strength, fatigue, reduced lean mass and anorexia (18). Additionally, it is

clearly associated with poor outcomes in RA (9).

Arthritic animals showed markedly reduced body weight in the second week after
immunization, and weights remained lower than the baseline values prior to immunization
until the end of the experiment. At this time, animals had experienced a 15% reduction in

body weight, indicating severe cachexia.
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Moreover our animals exhibited signs of anorexia and decreased voluntary food intake.
Anorexia has been related to the CIA model and other inflammatory conditions. Hartog 2009
had previously demonstrated significantly reduced food intake in CIA animals (19). The
mechanism involved in anorexia-cachexia is the central nervous system-related food
regulatory mechanism. Dopamine may respond to interleukin-1 (IL-1), an important
proinflammatory cytokine that is involved in RA pathogenesis (20). IL-1 and TNF-o have
been linked not only to food regulatory mechanisms but also weight loss in rats submitted to
an intradermal injection of lipopolysaccharides (LPS) (21,22). Therefore, this cytokine might
act directly on the central nervous system to suppress feeding, and this effect may be

operative during acute and chronic disease (23).

Teixeira et al (24), in a similar experiment on CIA animals, demonstrated a reduction of 20%
relative muscle weight. Furthermore, in that study, a reduction of 49% in myofiber area was
demonstrated, and together these findings were related to muscle tissue loss. We also found a
32% reduction in relative muscle weight, indicating that muscle wasting in CIA animals is a
hallmark of cachexia syndrome. Others have also demonstrated that muscle wasting (19,25—
29), loss of body weight (25,26,29) and reduced food intake (26,27,30,31) occur in arthritis
models. Finally, we suggested that the increased high-protein diet intake may be a response to
the reduced body weight and muscle wasting that result from chronic inflammation in CIA.
Mosoni et al demonstrated that increased protein intake decreases loss of lean body mass in

healthy older rats, independent of protein source (14).

Although we did not measure pro-inflammatory mediators, increased interleukin-6 (IL-6) and
TNF-a levels have been reported in our previous work and by others characterizing CIA
(24,26,32-34). In summary, loss of body weight, increased muscle wasting and reduced food
intake may classify our animals as cachectic. Finally, we hypothesized that cachexia might

bias food choice towards a high-protein diet.

Indeed, cachectic metabolic changes driven by inflammation may be indicated by disturbed
serum metabolite levels. For example, creatinine, a blood parameter that has been linked to
muscle wasting, was also reduced in our CIA rats and in a previous study of CIA in monkeys

(26). Creatinine has also been directly correlated with lean mass (26).
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Roubenoff et al (9,35-37) previously described a significant increase in REE in RA patients.
Increased energy expenditure by a cell is related to an increased rate of cell proliferation that
is common in inflammation (e.g., monocytes, lymphocytes and macrophages) (38,39). As a
consequence of higher rates of REE, cells increase rates of glucose consumption (40). Indeed,

CIA rats exhibited lower levels of serum glucose.

Other blood parameters, such as total cholesterol and triglycerides, were analyzed in our rats.
CIA rats exhibited lower levels of serum triglycerides, but the total cholesterol levels were not
different. These biochemical markers have appeared normal in patients with early active RA
and high-grade inflammation (41-43). Finally, low triglyceride levels in RA may be related to

increased REE associated with this disease.

Studies exposing the animals to inflammation and diets (44-46), as well as feeding them a
high-fat diet, have been well described. A high-fat diet has been associated with significantly
exacerbated joint destruction and aggravated pathology in a murine arthritis model (47).
Additionally, a high-fat diet has been linked to osteoarthritis, accelerated development of

disease, decreased musculoskeletal force generation and altered motor function (48-50).

The sense of taste and smell allow us to separate undesirable or even lethal foods from those
that are pleasant to eat and nutritious. These senses also elicit physiological responses that are
involved in digestion and utilization of foods. The importance of taste lies in the fact that it
allows a person to select food in accordance with desires and often in accordance with the

body tissues’ metabolic need for specific substances (51).

Moreover, choices or preferences for certain foods associated with RA have not yet been
published. Similarly, voluntarily increased protein intake has not been correlated with
inflammation or cachexia (52). However, dietary supplementation with B-hydroxy-p-
methylbutyrate has been proposed as a treatment of cachexia in cancer (53,54), AIDS (55)
and RA (56) patients. Indeed, dietary supplementation with branched-chain amino acids
(BCAASs) in mice bearing a cachexia-inducing tumor, and leucine in particular, has a
protective effect on skeletal muscle atrophy. Leucine acts to stimulate protein synthesis and
reduce protein degradation (57).

Finally, adults with RA have increased whole-body protein breakdown that correlates with

growth hormone, glucagon and TNF-a levels (10). Additionally, chronic inflammation in rats
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induces a stimulation of protein metabolism in several splanchnic organs and reduced protein
synthesis and muscle degradation (58). These extra-articular features in arthritis, along with
changes in protein and energy metabolism and physiological alterations, may induce altered

food choice.

The findings of this study suggest that an increased consumption of a high-protein diet may
be related to muscle wasting and increased protein turnover, which are signs of cachexia.
Finally, this study suggests that dietary modification of protein intake, rich in different amino

acids, might be one strategy to reduce extra-articular features in RA.

Table S1. Total food intake during the experiment (in percentages).

Time [Days) Total food intake (2] Standart diet (] High Carbohydrate diet [g) High Lipid diet [g) High Protein diet [z}

02 cla 105.378 (17.22) .76 (7.07) 48.65 [26.95) 15.34 [16.16) 1420 {10.55)
co 10580 (17 .48) 4.60(3.32) 4567 [16.48) 2473 [17.22) 1518 (B.62)

3.5 Cla 95,06 [5.96) 1081 (18.37) 40.05 [20.08) 3198 ([15.359) 13.37 (11 40§
co 58.11 {17.63) 3.91 {437 41.32{23.38) 4296 [24.82) 11.06 (7.35)

5o Cla 10158 [12.12) 11.65(13.49) 41.85(18.73) 3583 [17.92) 10064 {9.20)
co 102.15 [16.37) 6.44 (8.30) 50,86 (16.00) 4129 [20.28) 6.50(z.01)

o1 Cla B5.65 (12.36) 931 (9.30) 36.00 (24 18) 3E.65 [24.20) 10,63 (5.53)
co 10158 [14.45) 1.26(1.95) 51.06 {25.69) 43.06 [26.21) 7.62 (2.01)
1314 cla 76.53 {15.30) 22.67 (11.17) 21.91 {14.15) 2E33[17.71) 5.79 |2.66)
co 9512 [G.BE) 415 (4.79) 53.71 [30.63) 3505 [17.23) 548 (2.03)
15-17 Cla 76.59 (25.66) 11.27(13.61) 20.79 [8.92) 2682 [15.04) 5.40(2.82)
co 57.66 {15.95) 7.81(9.43) 50.05 {15.97) 3093 [20.73) 5.36(2.01)

15-20 Cla 79.97 (30047 5.75(8.47) 40.83 (35.62) 2158 [12.580) 15.05 (10093
Cco 5868 [27.08) 9.45 |8.58) 50.50 {23.41) 30.18[23.31) 6.26 (5.77)
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Figure S1. Lipid, carbohydrate and protein intake during the experiment (in
percentages).
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ABBREVIATIONS

RA: rheumatoid arthritis; BCM: body cell mass; TEE: total daily energy expenditure; REE:
resting energy expenditure; EEPA: energy expenditure of physical activity; TNF-alfa: tumor
necrosis factor; IL1-B: Interleukin-1 beta; BHT: butylated hydroxytoluene; CIA: collagen-
induced arthritis; CO: control group; CII: bovine type II collagen; CFA: complete Freund’s
adjuvant; SE: standard error; GA: gastrocnemius muscle; TA: tibialis anterior muscle; IL-6:
interleukine-6; BCAA: branched-chain amino acids.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho demostrou que o processo inflamatério crénico decorrente da
artrite reumatoide foi capaz de alterar a preferéncia alimentar dos animais,
aumentando o consumo da dieta rica em proteina. Ainda este processo foi capaz de
diminuir a ingestdo alimentar dos animais, 0 peso corporal, 0 peso muscular e os

niveis séricos de creatina, triglicerideos e glicose.

A partir destes resultados sugerimos que o aumento no consumo da dieta rica
em proteina pode estar relacionado a perda de massa muscular e ao aumento do

turnover proteico, componentes da caquexia reumatoide.
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9 PESPECTIVAS FUTURAS

O rastreamento inicial obtido neste trabalho deu origem a uma nova linha de
pesquisa no Laboratério de Doencas Autoimunes (LABDAI), denominado
Metabolismo e Inflamacgéo. Ainda, como perspectiva deste trabalho, iremos continuar
as pesquisas com este modelo experimental unindo terapias alternativas, como a
manipulacdo de dieta rica em proteina e exercicio fisico, a drogas ja utilizadas em

pacientes.
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10 ANEXOS

10.1 Metodologia estendida

10.1.1 Modelo de poliartrite indizida por colageno

Poliartrite induzida por Colageno Bovino tipo Il (Cll) em ratas Wistar foi
realizada segundo Brand e colaboradores (40). Cll foi dissolvido em 0,1 M de acido
acético a 4°C por 12h. O adjuvante completo de Freund’s (CFA, Sigma, St Louis,
MO, USA) foi misturado com CIlI (2 mg/ml) em volumes iguais para formar a

emulsao.

A CIA foi induzida por CII no dia zero, com imunizacéo intradérmica na base
da cauda com 100 ul de emulsédo. Para as imunizagdes, 0os animais foram expostos
ao anestésico inalatério isoflurano (1 mil/ml, Abbott). Ap6s 20 dias, os animais foram
eutanasidos por guilhotinamento.

10.1.2 Avaliacédo do escore clinico da artrite

Os animais foram monitorados trés vezes por semana para andlise dos sinais
clinicos da artrite conforme descrito por Brand et. al. (40) como segue: 0 — sem
sinais de eritema ou edema; 1 — eritema e edema leve (tarsos ou metatarsos); 2 —
eritema e edema moderado (tarsos e metatarsos ou tarsos e tornozelo); 3 — eritema
e edema severo (metatarsos a tornozelo) e 4 — todas as articulagdes afetadas com
perda da funcéo (anquilose).

10.1.3 Avaliacao da preferéncia alimentar

Os animais (distribuidos um por caixa) foram expostos as 4 dietas descritas

abaixo de forma simultdnea desde o inicio da indugdo da doenca. A exposicdo as
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diferentes dietas foi feita a partir de uma semana antes da inducéo da artrite, para a
verificacdo da preferéncia alimentar sem nenhuma intervencdo. Para avaliar a
preferéncia alimentar em todas as fases do desenvolvimento da artrite, os animais

continuardo a ser expostos as diferentes dietas até 20 dias ap0s a inducdao.

Os animais e a sobra da racdo de cada dieta foram pesados a cada 3 dias
para saber o quanto o animal consumiu de cada uma delas e quanto isso afetou o
seu peso. Apés o término do experimento foi realizado o calculo do ganho de peso

corporal e consumo alimentar.

Composicéao das dietas:

Dieta 1: dieta controle composta por racdo comercial peletizada;

Dieta 2: dieta hipercaldrica composta por racdo comercial peletizada + adicao

de 10 % de sacarose;

Dieta 3: dieta hiperprotéica composta por racdo comercial peletizada + adi¢édo

de 10 % de albumina;

Dieta 4: dieta hiperlipidica composta por racdo comercial peletizada + adi¢édo

de 10 % de Oleo de soja;

A racao peletizada, especial para ratas em crescimento (AIN-93), foi adquirida
juntamente a Unidade de Experimental Animal do HCPA. Os pellets foram triturados
e adicionados 0s macronutrientes, juntamente com corantes artificiais para a

diferenciacao.



