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RESUMO

BORTOLINI, Roberta Ghilosso. Modulacao por Sucupira (Pterodon polygalaeflorus,
Benth) da distribuicdo de Linfocitos T ativados e T de memodria em linfonodos (LN)
de camundongos com Artrite Induzida por Colageno tipo Il (CIA) e da mielopoiese
em bacgos de camundongos primados com Adjuvante Completo de Freund (AFC).
2005. 115 f. Dissertagéo (Mestrado em Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2005.

Sementes de arvores do género Pterodon, conhecidas principalmente pelo
nome Sucupira, sao utilizadas popularmente para o tratamento de doencas
reumaticas. Na presente dissertacdo, temos como objetivo estudar a possivel acéo
do extrato hidroalcodlico de sementes de Pterodon polygalaeflorus (EHPp) no
tratamento de Artrite Induzida por Colageno tipo Il (CIA) em camundongos DBA/1J.
Verificou-se a distribuicdo de Linfocitos T CD4" com fenétipo de memoria em
linfonodos de animais com CIA; a possivel interferéncia do tratamento no segundo
aumento de células mieléides (Mac-1%) esplénicas gerado pela segunda injecao de
colageno tipo Il (Cll) para indugdo da CIA e confirmou-se o fendtipo granulocitico
dessas células mielbéides. Além disso, através de outro modelo experimental de 10
dias de duracdo, objetivou-se estudar as células mieléides Mac-1*: se o tratamento
com EHPp interfere na mielopoese esplénica induzida somente pela injecdo de
Adjuvante de Freund Completo (AFC) em camundongos DBA1/J e avaliar uma
eventual diferenca entre o grau de ativacdo dessas células em animais primados
com AFC tratados ou ndo com EHPp. A CIA foi induzida em camundongos DBA/1J
machos, por injecao intradérmica (i.d.) de Cll em AFC com reforgo intraperitonial de
Cll trés semanas apoés a primeira injecdo. O tratamento oral, diario, com EHPp por
cerca de 30 dias foi iniciado no dia do reforco com CIl. No modelo de curta duracao,
com o intuito de verificar o possivel aumento de células Mac-1* no bago, os animais
foram tratados oralmente com EHPp, por 9 dias, sendo o AFC injetado, i.d., no 5° dia
do tratamento e os animais sacrificados no 10% Os resultados obtidos foram: o
tratamento com EHPp interfere na distribuicdo de Linfécitos T com fenétipo de
memdéria em animais com inducédo de CIA; resultados preliminares sugerem que o
tratamento com EHPp nao interfere no segundo aumento de células mieléides no
baco no modelo CIA; a maioria das células mieldides presentes no baco de animais
sadios ou de animais com CIA apresenta fendtipo granulocitico (GR.1%); o
tratamento com EHPp reduz significantemente a mielopoese esplénica induzida pela
injecdo de AFC; a fracdo significante de células Mac-1" no bago de animais
primados com AFC apresenta aumento de producdo de Espécies Reativas de
Oxigénio em relacédo aos animais sadios ou tratados com EHPp. Em conjunto, estes
resultados permitem identificar uma possivel acdo anti-inflamatéria do EHPp ao
impedir o aumento de células inflamatérias no baco de animais primados com AFC,
bem como uma atividade imunossupressora, evidenciada pela reducao de Linfocitos
com perfil de recém ativacdo e de Linfécitos com perfil de memoéria nos LNs em
relacdo aos animais com CIA, sugerindo o seu envolvimento nos processos de
ativacao e de migracgao linfocitarios.

Palavras-chave: Pterodon polygalaeflorus. Artrite Induzida por Colageno tipo Il.
Imunomodulacéo.



ABSTRACT

Seeds of the Pterodon gender trees, mainly knowed as Sucupira, have been
used by folk medicine to treat rheumatoid diseases. The present study aims: to
study the possible action of hydroalcoholic extract of Pterodon polygalaeflorus
(EHPp) seeds in the treatment of Collagen Induced Arthritis (CIA) in DBA/1J mice. It
was verified the Lymphocyte memory phenotype distribution in animals lymphonods
(LNs) with CIA; a possible EHPp treatment interference on the second increase of
splenic mieloid cells (Mac-1%) caused by CIlI booster for CIA induction and it was
confirmed the granulocyte phenotype of those mieloids cells. Besides, with another
experimental model with 10 days duration, we studied the myeloid cells Mac-1": if
the EHPp treatment interferences in splenic myelopoiese induced by AFC injection in
DBA/1J mice and to evaluate casual difference between the activation degree of
those cells in animals AFC primed treated or not with EHPp. The CIA was induced in
DBA/1J male mice, with intradermally (i.d.) injection of CIl in AFC with a CII booster
intraperitoneally (i.p.) three weeks after the first injection. The daily oral treatment
with EHPp, during 30 days, started on the CIll booster day. In the short duration
model, with the intention to verify the possible increase of Mac-1+ cells in the spleen,
the animals were orally treated with EHPp, once a day, during 9 days, and the AFC
i.d. injection performed in the 5" day of treatment and the animals were sacrified on
the 10" day. The results were: the EHPp treatment interferes on Lymphocyte T
distribution with memory phenotype in animals with CIA; preliminar results indicate
that EHPp treatment does not interfere on the second increase of splenic mieloid
cells caused by CIl booster injection to induce CIA; mieloid cells in the spleen of
health animals or in animals injected with AFC have granulocitic phenotype (GR.1%);
the EHPp treatment reduced the splenic mielopoiese induced by AFC injection;
significant fraction of Mac-1" cells in spleen of primed AFC animals treated with
EHPp had an increased production of the oxigen reactive species in relation of health
animals and EHPp treated animals. Together, those results indicate a possible anti-
inflamatory action of EHPp because it prevented inflamatory cells increase in the
spleen of AFC primed animals, and also an imunosupressive activity, since it
reduced Lymphocyte recently activated and memory Lymphocytes in the LNs of CIA
animals related to CIA animals. It suggests a possible EHPp action in activation and
migration Lymphocytes processes.

Keywords: Pterodon polygalaeflorus. Type 1l Collagen Induced Arthritis.
Immunomodulation.
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INTRODUCAO

Artrite Reumatoide

Artrite reumatdide (AR) é uma doenca inflamatéria sistémica crénica de
etiologia desconhecida que ataca primeiramente os tecidos sinoviais (Lipsky, 1994).
Tal distarbio inflamatdrio sistémico pode afetar diversos tecidos e érgaos (pele,
vasos sanguineos, coracdo, pulmbes e musculos), mas ataca principalmente as
articulagdes, produzindo uma sinovite proliferativa e inflamatéria ndo supurativa que
geralmente progride para a destruicdo da cartilagem articular e anquilose das
articulagdes (Rosenberg, 2005). Esta associada a edema e dor em multiplas juntas,
mas em geral ocorre inicialmente nas articulacées das maos e dos pés (Sweeney &
Firestein, 2004). Quando apresenta envolvimento multissistémico, a morbidade e a
gravidade da doenca sdo maiores (Lipsky, 1994). A maioria dos pacientes apresenta
um curso clinico flutuante, com periodos de melhora e exacerbagdo dos sintomas
articulares (Lipsky, 1994).

A artrite reumatdide costuma ser dividida quanto a severidade da doenca,
(Felson et al., 1995), em:

* leve: paciente apresenta artralgias em pelo menos 3 articulacdes, com sinais
de inflamagé&o, nenhuma doenca extra-articular, fator reumatdide costumeiramente
negativo, elevacao dos reatores de fase aguda (proteina C reativa e velocidade de
eritrossedimentacdao) e nenhuma evidéncia de erosdao ou perda de cartilagem ao
estudo radiogréfico;

* moderada: paciente com 6 a 20 articulagdes acometidas, comumente a
doenca é restrita as articulagoes, elevacao de reatores de fase aguda, positividade
do fator reumatodide, evidéncia de inflamacao ao estudo radiografico;

» grave: mais de 20 articulacdes persistentemente acometidas, elevacao dos
reatores de fase aguda, anemia de doencga crdnica, hipoalbuminemia, fator
reumatoide positivo, estudos radiograficos demonstrando erosdes e perda de
cartilagem e doenca extra-articular.

A prevaléncia de AR na maioria dos paises industrializados varia entre 0,3 a
1%, e a prevaléncia global para AR caracteristica € de 0,8% entre os adultos (Abdel-
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Nasser et al., 1997), com incidéncia de 36:100.000 em mulheres e de 14:100.000
em homens (Symmons et al., 1994). Ela pode comecar em qualquer idade, com pico
de incidéncia entre a quarta e sexta década de vida (Pincus et al., 1994). Em
pacientes jovens a taxa de incidéncia mulher’/homem é de cerca de 4/1, mas em
pacientes que iniciaram a doenca com idade mais avancada, a taxa é quase igual
(Lee & Weinblatt, 2001). A incidéncia e a prevaléncia de AR geralmente aumentam
com o acréscimo da idade, até os 70 anos, depois declinam (Linos et al., 1980).

Pacientes com AR sao freqliientemente afetados de diversas formas como
deficiéncia fisica, declinio psicolédgico e sécio-econémico e reducado da qualidade de
vida (Pugner et al., 2000). Viver com artrite reumatoide significa conviver com as
limitagbes fisicas, fadiga, perda de mobilidade e independéncia, dor, incertezas e
mudancas relacionadas a periodos de exacerbacao e remissao (Melanson & Downe-
Wamboldt, 2003). Estima-se que entre 3 a 7 anos da vida de uma pessoa com AR
sao perdidos (Wicks et al., 1988). O custo direto e indireto da AR para a sociedade é
tremendo (Pugner et al., 2000). Dados recentes sugerem que cuidados médicos de
qualidade para o tratamento da artrite reumatéide excedem US$ 6000 em 1 ano por
paciente (Yelin & Wanke, 1999).

As principais causas de morte em individuos com AR sao infecgdes, doengas
renais e cardiovasculares (Wicks et al.,, 1988; Finch, 2004). As causas exatas do
aumento da suscetibilidade a desenvolver doencgas infecciosas sdo desconhecidas,
mas devem estar relacionadas aos disturbios imunolégicos associados com a
doencga ou ao efeito imunossupressor de agentes usados no tratamento (Doran et
al., 2002). O excesso de mortes por doencas cardiovasculares em AR ¢é
provavelmente atribuido a sobrecarregada e cumulativa resposta inflamatéria da
doenca (Kvalvik et al., 2000).

Apesar da causa da AR permanecer desconhecida, a auto-imunidade
desempenha um papel-eixo em sua cronicidade e progressdo (Rosenberg, 2005).
Acredita-se que a AR seja uma doenca autoimune desencadeada pela exposi¢ao de
um hospedeiro geneticamente suscetivel a antigenos artritogénicos (Rosenberg,
2005) como colageno tipo | e Il (Tarkowski et al., 1989), proteinas nao cartilaginosas
e peptideos citrulinados (Shellekens et al., 1998) entre outras proteinas autélogas.

A genética desempenha claramente um papel significativo na determinacao
tanto do risco de desenvolvimento de AR quanto da gravidade da doenca (Lipsky,
1994; Barton & Ollier, 2002). Estudos com gémeos mostram que fatores genéticos
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correspondem a cerca de 60% da predisposicdo da populacao para AR; gémeos
monozigoticos possuem uma taxa de concordancia de 12 a 20%, gémeos dizigoticos
possuem uma taxa de concordancia de 4 a 5%, sendo a prevaléncia geral da
populacao de 0,5 a 8% (MacGregor et al., 2000).

A associagdo de certos alelos do antigeno leucocitario humano (HLA),
especialmente 0 HLA-DR4, esta associado a um maior risco de desenvolver AR
(Lipsky, 1994) devido a uma sequéncia particular de aminodacidos na terceira regidao
hipervaridvel da cadeia DRB1 (Wordsworth et al., 1989; du Montcel et al., 2005). O
alelo HLA-DR pode ligar e demonstrar o antigeno artritogénico para o Linfécito T
(Rosenberg, 2005). Entretanto, estudos populacionais sugeriram que apenas um
terco do risco genético de AR é explicado por genes localizados na regiao HLA
(Lipsky, 1994).

Logo, fatores ambientais como infecgdes virais e bacterianas (Malmstrém et
al., 2004) parecem ter um envolvimento substancial no desenvolvimento da AR.
Fatores como idade, género, horménios e estilo de vida (por exemplo, fumante)
parecem também desempenhar papel no desenvolvimento da AR (Uhlig et al., 1999;
Symmons & Harrison, 2000). Adicionalmente, DNA de uma variedade de espécies
de bactérias ou peptidioglicanos de bactérias foram detectados em articulacdes
inflamadas (Wilkinson et al.,1999; van der Heijden et al., 2000). A AR pode
necessitar da interacdo complexa de fatores genéticos e ambientais com o Sistema
Imune e, por fim, com tecidos sinoviais em todo o corpo (Lipsky, 1994).

A atividade da doenca leva em consideracao 4 fatores basicos (Felson et al.,
1995):

» avaliacdo dos sintomas e estado funcional: graduacao da dor articular,
rigidez matinal e severidade da fadiga;

 avaliagdo do envolvimento articular e manifestagdes extra-articulares: as
articulacbes devem ser avaliadas quanto ao edema, dolorimento, perda de
movimento e deformidade. Manifestacdes extra-articulares, incluindo manifestacoes
sistémicas como febre, anorexia, nduseas e perda de peso devem ser investigadas

» marcadores laboratoriais: reatores de fase aguda (proteina C reativa e
velocidade de eritrossedimentacdo) sdo marcadores inespecificos que refletem o
grau de inflamacgao sinovial;

* estudos radiolégicos: acompanhamento com radiografias apds 6 a 12 meses
de tratamento e sua comparagcdo com as iniciais colaboram para indicacdo de
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atividade da doenca (desenvolvimento ou piora de osteopenia e/ou erosdes
articulares e reducao do espaco articular sdo indicativos de atividade da doenca).

MODELO EXPERIMENTAL PARA ESTUDO DA ARTRITE REUMATOIDE:
ARTRITE INDUZIDA POR COLAGENO TIPO Il (CIA)

Modelos experimentais utilizados para estudo da AR tais como Artrite
Induzida por Colageno tipo Il (CIA) (Trentham et al., 1977), Artrite Induzida por
Proteoglicano (Glant et al., 1987) ou por Proteina da Matriz Oligomérica da
Cartilagem (COMP) (Carlsén et al., 1998), Artrite Induzida por Adjuvante (AlA),
Artrite Induzida por Pristane (PIA) (Wooley et al., 1989) e Artrite Induzida por parede
celular de Estreptococos tém contribuido para o entendimento da imunopatologia da
artrite  (Wooley, 1991). Imunizacbes com estes antigenos em dbleos
imunoestimulantes induzem o aparecimento de anticorpos contra esses constituintes
da cartilagem (Wooley, 1991) e quando somente os 6leos (Pristane; AFC; ou AFI)
(Kato et al., 1996) sdo inoculados geram uma inflamacédo cujo desenvolvimento
ainda nao esta bem esclarecido (Matthys et al., 2000).

A CIA tem sido demonstrada em trés espécies: em ratos (Trentham et al.,
1977), em camundongos (Courtenay et al., 1980) ou em primatas (Bakker et al.,
1991). Camundongos DBA/1J tém sido os mais utilizados no modelo CIA pela sua
suscetibilidade genética ligada a genes do MHC classe Il da mesma forma que em
humanos (Bauer et al., 2004), visto que machos DBA/1J podem desenvolver artrite
espontaneamente nas patas posteriores (Matthys et al., 2003).

Visto que a suscetibilidade de linhagens de camundongos a CIA é
influenciada principalmente por genes da regido MHC classe |l, assim como na AR
(Wooley et al, 1981), a CIA tem uma ampla relevancia no estudo da doencga,
particularmente para a contribuicdo de genes de MHC classe Il no desenvolvimento
da autoimunidade (Wooley & Chapedelaine, 1987). Identificou-se um gene classe |l
(A% que apresenta um papel crucial na suscetibilidade a CIA (Brunsberg et al.,
1994). Além disso, a CIA é o modelo experimental da doenga preferido para o
estudo da AR, pois ela apresenta reacdo autoimune contra o0 maior componente da
cartilagem articular, o colageno tipo Il (Cll) (Wooley & Chapedelaine, 1987). Neste
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modelo, camundongos s&o inoculados i.d. com CIlI emulsificado em adjuvante de
Freund completo (AFC), recebendo um reforgo de Cll i.p. 3 semanas apds. Trés a
cinco dias apos este reforco, inicia-se um rapido processo imunoinflamatério nas
articulagdes, com edema das patas, principalmente as distais (Courtenay et al.,
1980).

O colageno tipo Il nativo é uma proteina com estrutura geneticamente
conservada, dando origem a epitopos antigénicos com reagdo cruzada entre
espécies (Wooley & Chapedelaine, 1987). O peptideo imunodominante derivado da
molécula de ClI, que liga-se a molécula A variante q (A% associada a artrite, localiza-
se entre as posicoes 256 e 270 do Cll (Michaélsson et al, 1992). Este é um
glicopeptideo com um oligossacarideo apontando em direcdo ao receptor de linfécito
T o qual é reconhecido por uma ampla fracao de linfécitos T ClI- reativos (Corthay et
al., 1998). Interessante, o local de ligacdo de peptideo da molécula A9¢é muito similar
ao das moléculas DR4 (DRB1*0401/DRA) e DR1 que sdo associadas a AR (Fugger
et al., 1996).

A resposta ao Cll é potencializada pelo Adjuvante de Freund completo (AFC),
um Oleo mineral com parede celular de micobactéria (Holmdahl et al., 2002). A
resposta imune a CIl envolve tanto mecanismos humoral como celular (Ranges et
al.,, 1985; Seki et al., 1988). A resposta celular € mediada por T helper do tipo 1
(Mauri et al., 1996) com uma intensa producao de IL-12 e INF-y e, a humoral pela
secrecdo de imunoglobulinas de todos os isotipos (Holmdahl et al., 1985).
Entretanto, em certas linhagens de camundongos, a artrite pode se desenvolver
depois de uma imunizagdo com Cll e o 6leo mineral sem parede de micobactéria,
conhecido como Adjuvante de Freund Incompleto (AFI). Neste caso, a resposta
imune é ligeiramente deslocada para uma resposta Th tipo 2 com uma dominéancia
do isotipo IGg1 na resposta humoral. Entdo, as respostas Th 1 e Th 2 parecem
contribuir para o desenvolvimento da artrite (Holmdahl et al., 2002)

Publicacdes recentes ressaltam uma relacao direta entre nimero de células
mieléides e a potencializacdo da resposta imune no modelo CIA. O AFC parece
desempenhar um papel fundamental, estimulando a mielopoiese (e.g., baco),
aumentando a resposta inflamatéria e por consequiéncia a resposta imune ao CII.
Este aumento, levando ao dobro as células Mac1* no bagco de camundongos DBA/1,
tem seu maximo em 4-6 dias ap6s a primeira injecao de CIl emulsificado em AFC e

€ negativamente regulado por interferon gama (IFN-y) (Matthys et al., 1999). Assim,
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um passo inicial para a inducdo da CIA, bem como o0 seu grau de gravidade,
parecem relacionados com o nivel de mielopoiese induzida pelo AFC.

Interessante, com o intuito de investigar o papel do bago na patogenesia de
artrite induzida por parede celular de estreptococos, Kimpel e colaboradores (2003)
realizaram esplenectomia dos camundongos que posteriormente sofreram a indugéo
da artrite. Curiosamente, eles evidenciaram nestes camundongos uma expressiva
diminuicdo da inflamacao crénica nas articulagcdes e danos histopatolégicos, bem
como alteragdes nos tipos celulares em linfonodos e sangue periférico, diminuindo
mediadores inflamatdrios, citocinas pro-inflamatérias e producéo de 6xido nitrico em
relacdo aos controles. Concluindo que a esplenectomia deve remover um
reservatério de antigenos importante e alterar a ativacdo de células imunes neste
modelo experimental de artrite.

A severidade da artrite em murinos € correlacionada a quantidade de auto-
anticorpos IgG anti-Cll (Williams et al., 1998) da mesma forma que em humanos
(Kim et al., 2000). Apds ativagdo de Linfocitos T, uma cascata imunoinflamatoria
envolvendo Linfécitos T, Macréfagos/Mondécitos, Linfécitos B e Sinoviécitos ativados
€ acionada. Diferentes leucdcitos, que possivelmente contribuem para a formacéo
de pannus (hiperplasia sinovial), e células sinoviais produzem citocinas e outros
mediadores soluveis, tais como metaloproteinases da matriz (MMP) que levam a
destruicdo da cartilagem e erosao do osso (Feldmann et al., 1996).

Os animais com CIA desenvolvem a doenga com sinais clinicos (Figura 1) e
histopatologia (Figura 2) muito similares a de pacientes que sofrem de AR (Myers et
al., 1997). E caracterizada pela inflamagdo de mdltiplas articulacdes, acompanhada
por hiperplasia sinovial (pannus), infiltracdo de células mononucleares e destruicao
da cartilagem e do osso subcondral (Myers et al., 1997).

Supressao do processo de inflamacao pelo bloqueio de TNF por anticorpos
monoclonais tem provado ser um tratamento efetivo no tratamento da CIA
(Thorbecke et al., 1992; Williams et al., 1992), e estes achados levaram ao uso com
sucesso de blogueadores de TNF em multiplos ensaios clinicos de fase |, Il e lll com
pacientes com AR (Feldmann et al., 1997), entao validando os valores preditos da
CIA como modelo para AR. Entretanto, roedores com CIA ndo produzem fator
reumatoide IgM. Porém, 20% dos pacientes com AR também ndo; logo a CIA
também poderia ser considerada um modelo para estudo de AR soronegativa
(Wooley, 2004).
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Figura 1. Artropatia deformante crénica e severa em humanos (modificado de
Rosenberg, 2005) e em camundongos DBA/1J.

Figura 2. Andlise histolégica comparativa de articulacbes humana com AR (A) e de
camundongo DBA/1J com CIA (B). Estas imagens enfatizam a natureza inflamatéria
da artrite: hiperplasia da membrana sinovial com migragao/proliferagéo de Linfdcitos,
Plasmaécitos e Macréfagos expandem a sindvia. Osso (0), pannus (p) espaco
articular (ea), vaso sanguineo (v), infiltrado leucocitario (il). (modificado de
Rosenberg, 2005, e Sabino, 2001, respectivamente).

O modelo experimental CIA tem sido muito aplicado em estudos sobre as
propriedades farmacoldgicas de fitoterapicos. A seguir, as tabelas 1a e 1b

apresentam alguns trabalhos selecionados na literatura.



Tabela 1a - Estudos publicados sobre possiveis propriedades farmacol6gicas anti-artriticas de extratos ou substancias
derivadas de plantas que utilizaram o modelo experimental CIA (continua).

Planta ou preparado
Tripterygium wilfordii Hook f.
TBL-1

Xuanfa moyuan principle
Amycolatopsis sulphurea
Keishi-bushi-to

Celastrus obiculatus
Tripteryg. wilfordii Hook f.
Tripteryg. wilfordii Hook f.
Taxus brevifolia
Dae-bang-poong-tang
Pterodon pubescens
Camellia sinensis (cha verde)
Canabis sattiva

Grifola frondosa (maitake)
Dae-bang-poong-tang
Hochu-ekki-to
Bizhongxiao

PG201

NO

1
?
?
1
5

1
1
1
1

15
1
1
1
1

15

10
?

12

Substancia(s)

Epoxi-quinomicinas

dulcitol
triptolide
taxol

polifendis
canabidiol
glucanas

TOOOOB

OTJTOOOOOOOITIITOO

(@)

OvvO0OO0O~2=—-000~0O0O0O 0O0O~0OO0O

Via

©

]
«—

&

7]
B EB-B<-EB<E “B<EBBE

Referéncia
Gu etal., 1992.
Li et al., 1996.
Lu et al, 1997.

Matsumoto et al., 1997.

Wakabayashi et al.,
1997.

Kobayashi et al., 1997.
Asano et al. , 1998.
Gu et al., 1998.
Arsenault et al., 1998.
Wang et al., 1999.
Sabino et al., 1999.
Haqqi et al., 1999.
Malfait et al., 2000.
Shigesue et al., 2000.
Joe et al., 2001.

Hai le et al., 2002.
Liang et al., 2002.
Shin et al., 2003.

Pais
Canada
Japéao
China
Japéao
Japao

Japéao
Japéao
E.UA.
Canada
Japao
Brasil
E.UA.
Reino Unido
Japéao
Coréia Sul
Japao
China
Coréia

N° = n® de plantas do preparado; A= tipo de cobaia: C= camundongo (DBA1/J), R= rato (Lewis, Wistaar, Sprague-Dawley,
Agouti pretos, SD); Via= via de inoculagao: i.p.= intraperitonial; O= oral; Sev.= severidade da CIA apés tratamento: T=
aumentada, |= diminuida; Pais= onde se realizaram os experimentos.
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Tabela 1b - Estudos publicados sobre possiveis propriedades farmacoldgicas anti-artriticas de extratos ou substancias
derivadas de plantas que utilizaram o modelo experimental CIA (conclus&o).

Planta ou preparado N° Substancia(s) A Via Sev. Referéncia Pais
Arnebia hispidissima 1 arnebinona C ? l Singh B et al., 2003. india
Cheanomeles speciosa 1 glicosidios R O l Chen & Wei., 2003. China
Stephania tetrandra (Fun-boi) 1 - C O d Niizawa et al., 2003. Japao
Phellinus linteus (cogumelo) 1 proteoglicanas C @) l Kim et al., 2003. Coréia Sul
Qing-Luo-Yin 4 - R 0] l Li et al. , 20083. China
Pterodon pubescens 1 - C O d Coelho et al., 2004.. Brasil
Cheanomeles speciosa 1 glicosidios C ? l Zhang et al. , 2004. China
Tripterygium wilfordii 1 glicosidios C ? d Zhang et al., 2004. China
Dai-bofu-to ? - C ? d Inoue et al., 2004. Japao
Bizhongxiao ? - R ? l Wang et al., 2004. China
Baccharis genistelloides 1 - C @) d Coelho et al., 2004. Brasil
Kanzo-bushi-to (TJS-038) ? - C ? l Ono et al., 2004. Japao
Artocarpus tonkinensis 1 - R i.p. l Ngoc et al., 2005. Suécia
AlF 3 - C @) d Chang et al., 2005. Coréia
Paeonia lactiflora 1 glicosidios R @) l Zhu et al., 2005. China
Ulmus davidiana 1 - C @) d Kim et al. J., 2005. Coréia
Terminalia chebula 1 ac. chebulagico C i.p. d Lee et al., 2005. Coréia

N2 = n? de plantas do preparado; A= tipo de cobaia: C= camundongo (DBA1/J), R= rato (Lewis, Wistaar, Sprague-Dawley, Agouti
pretos, SD); Via= via de inoculagéo: i.p.=intraperitonial, O= oral; Sev.= severidade da CIA ap6s tratamento:T= aumentada, =
diminuida; Pais onde se realizaram os experimentos.
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MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

O termo medicamento fitoterapico, também referido freqlentemente como
fitomedicamento (Siani, 2003), refere-se a preparacdes padronizadas de plantas
medicinais consistindo de misturas complexas de uma ou mais plantas contendo,
como ingredientes ativos, substancias ou partes de planta na forma de extrato bruto
ou processado (Calixto, 2000). De acordo com a definicdo proposta pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os medicamentos fitoterapicos séao
substancias ativas presentes na planta como um todo, ou em parte dela, na forma
de extrato total ou processado (Akerele, 1993; OMS, 1993).

Os fitoterapicos sao registrados como medicamento, remédios tradicionais ou
suplementos dietéticos, de acordo com a legislagdo vigente em cada pais e com
suas tradi¢coes culturais (Petrovick et al.,1999; Calixto, 2000; Chang, 2000). No
Brasil, o Ministério da Saude regulamenta a legislacdo pertinente a fitoterapicos
através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Siani, 2003). A
Resolucdo no. 48, de 16 de marco de 2004, que normatiza o registro de
medicamentos fitoterapicos, define fitoterdpico como medicamento obtido
empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado
pelo conhecimento da efichcia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia da sua qualidade. Sua eficacia e seguranca é
validada através de levantamentos etnofarmacolégicos de  utilizagéo,
documentagdes tecnocientificas em publicagdes ou ensaios clinicos de fase Ill. Nao
se considera medicamento fitoterapico aquele que, na sua composicao inclua
substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associacdes destas com
extratos vegetais (ANVISA, 2004). Desta forma, fitofdrmacos s&do moléculas puras
obtidas de plantas (Yunes et al., 2001).

O uso de plantas como medicamento vem desde a antiguidade, onde o
homem procurava na natureza plantas que fossem capazes de aliviar seus
sofrimentos fisicos e psiquicos e curar suas doencas (Phillipson, 2001). Atualmente,
de acordo com dados da OMS, por causa da pobreza e falta de acesso a medicina
moderna, cerca de 65 a 80% da populagdo mundial que vive em paises em
desenvolvimento depende essencialmente das plantas como atendimento primario

da saude (Akerele, 1993). A OMS estimula o uso de plantas medicinais pela
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populacdo de paises pobres, embora recomende cuidados especiais no seu uso.
Além disso, distribui manuais para orientar estudos cientificos que confirmem sua

seguranca e eficacia clinica (Calixto, 2001, OMS, 1993).

As vantagens dos fitoterapicos que atualmente justificam seu uso sao: efeitos
sinérgicos, pois as plantas possuem varios compostos com efeitos similares,
aumentando o efeito destes, tal agdo sinérgica através do mesmo mecanismo de
acao ou por mecanismos diferentes; associacdo de mecanismos por compostos
agindo em alvos moleculares diferentes; o menor custo em pesquisas (Yunes et al.,
2001) e ao contrario dos medicamentos sintéticos, os fitoterdpicos sdo geralmente
utilizados pela populagédo nos tratamentos crénicos, por serem melhor tolerados e
por possuirem, via de regra (mas nao necessariamente), menos efeitos colaterais
(Calixto, 2001), devido a reduzida concentracdo de compostos ativos presentes nas
plantas. Entretanto, a correlacdo dose-tempo (ndo dose-efeito) dos fitoterapicos
ainda nao esta delineada.

Os produtos naturais também sdo usados como matérias-primas para a
sintese de moléculas complexas de interesse farmacolégico e, principalmente, como
protétipos para o desenvolvimento de novos medicamentos pelas grandes
industrias, especialmente para o tratamento de enfermidades, onde as moléculas
obtidas por sintese organica nao tém revelado sucesso (Editorial The Lancet, 1994;
Lawrence, 1999). Contribui para isso o advento de técnicas de separacao como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia de extracao liquido-
liquido, que permite eficiente e minucioso isolamento de compostos, bem como
técnicas espectroscopicas para elucidacdao de estruturas como Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), Espectroscopia de Massas (MS) e difracao de Raios X
(Hamburger & Hostettman, 1991).

Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos disponiveis na
terapéutica moderna foram desenvolvidos a partir de fontes naturais, sendo 25% das
plantas, 13% de microorganismos e 3% de animais (Cragg et al., 1997). Esse
percentual é ainda mais elevado se considerarmos as drogas anticancerigenas e 0s
antibioticos, no qual aproximadamente 70% foram desenvolvidos a partir de
produtos naturais (Shu, 1998).

Todos esses fatores tém redobrado o interesse das industrias farmacéuticas
para o aproveitamento da biodiversidade mundial, atualmente concentrada nos
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paises tropicais (Editorial The Lancet, 1994; Lawrence, 1999). Entretanto, a ameaca
de extincdo iminente de muitas espécies de plantas, especialmente nas areas
tropicais, torna urgente que cientistas aprendam o maximo possivel antes que
velhos remédios sejam esquecidos ou que seu material bruto seja destruido
(Nearing, 1985). Este processo requer a observagao e registro de técnicas médicas,
identificacdo de materiais da planta - fungdes caracteristicas da etnofarmacologia —
bem como investigacado experimental de compostos e seus efeitos (Nearing, 1985).

Fatores importantes contribuem para o crescimento do mercado mundial de
fitoterapicos, entre eles podem ser mencionadas: a preferéncia dos consumidores
por terapias naturais; a preocupacdo em relacdo aos efeitos colaterais
freqientemente observados com medicamentos sintéticos e a crenca de que os
medicamentos fitoterapicos ndo possuem efeitos colaterais; o grande interesse em
medicina alternativa; a preferéncia da populacdo por medicina preventiva devido
aumento da expectativa de vida; a tendéncia da populacdo em acreditar que o0s
medicamentos fitoterapicos podem ser efetivos nos tratamentos de doencas quando
os medicamentos sintéticos tém falhado; a tendéncia para automedicacao; aumento
da qualidade, a eficacia e seguranga comprovada de fitoterapicos; alto custo dos
medicamentos sintéticos (Calixto, 2000).

Atualmente o mercado mundial de fitoterapicos gira em torno de
aproximadamente 22 bilhdes de ddélares (Yunes et al., 2001). Na Europa, atinge
cerca de US$ 7 bilhdes ao ano, sendo a Alemanha responsavel por cerca de 50%
desse total (Grinwald, 1995). Em 2003, os paises europeus gastaram quase $5
bilhdes em fitoterdpicos (De Smet, 2005). O mercado asiatico € também muito
expressivo, atingindo cerca de US$ 4 bilhdes (Borchers et al., 2000). Contudo o
maior crescimento ocorrido no mercado dos medicamentos fitoterapicos foi
observado nos Estados Unidos, que saiu de um patamar inexpressivo em 1992,
crescendo intensamente nos Ultimos anos e atingindo US$ 3,2 bilhdes em 1996 e
cerca de US$ 5 bilhdes em 1999 (Blumenthal, 1999 a,b). O Brasil ocupa uma
posicdo de destague no mercado de medicamentos, estimada em cerca de US$ 7
bilhdes em 2001 (Siani, 2003). Isso coloca o pais entre os 10 maiores mercados
mundiais (Siani, 2003).

Para que um medicamento fitoterapico possa ser registrado e prescrito pela
classe médica, ele precisa ser estudado cientificamente, seguindo os mesmos

critérios utilizados para o desenvolvimento dos medicamentos sintéticos, visando



32

confirmar sua seguranga e eficacia clinica. Assim, etapas como estudos
farmacolégicos pré-clinicos, estudos toxicoldégicos em animais (agudo e crénico),
estudos clinicos (fase |, fase Il, fase Ill), devem ser realizadas utilizando-se
protocolos cientificos rigidos, segundo critérios aceitos internacionalmente (Calixto,
2001). Apesar do vasto uso destes medicamentos em todo o mundo, poucos foram
até o momento estudados cientificamente para a comprovacao de sua eficacia
clinica e para avaliacao de sua seguranca (De Smet, 1997; Wagner, 1999; Calixto,
2000; Chang, 2000). Neste contexto, faz-se necessario garantir o profissionalismo
dos médicos, a qualidade, eficacia e seguranca dos métodos de tratamento e dos
produtos de fontes naturais ou de plantas disponiveis no mercado (Chan, 2003).

Os efeitos adversos devido a ingestao de fitoterapicos podem ser gerados por
contaminantes como excesso de pesticidas, microorganismos e metais pesados nas
plantas, crescimento da mesma em ambiente contaminado ou serem contaminadas
durante coleta; substancias quimicas toxicas devido a armazenagem em condi¢coes
desfavoraveis ou erradas ou tratamento quimico na armazenagem; e adulteracdes
com drogas alopaticas relacionadas a falta de profissionalismo na fabricacdo do
medicamento (Chan, 2003). Alguns desses fatores podem ser controlados pela
implementacdo de Procedimentos Operacionais Padrdo (POP) levando Boas
Praticas de Agricultura (BPA), Boas Praticas de Laboratério (BPL), Boas Praticas de
Fornecimento (BPF) e Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) para producédo de
fitoterapicos ou produtos de outras fontes naturais (Chan, 2003).

A OMS no documento “Estratégia da OMS sobre Medicina Tradicional 2002-
2005” preconiza o desenvolvimento de politicas observando os requisitos de
seguranca, eficacia, qualidade, uso racional e acesso a medicina tradicional
(Ministério da Saude, 2005, OMS, 2002). Portanto, vem estimulando o uso da
Medicina Tradicional e Complementar/ Alternativa -MT/MCA - nos sistemas de saude
de todos os paises de forma integrada as técnicas da medicina ocidental moderna.
De acordo com essa iniciativa, o Ministro da Saude, em 2004, criou um grupo de
trabalho para formular a Politica Nacional de Medicina Natural e Praticas
Complementares — PMNPC (Ministério da Saude, 2005). Entre os objetivos do
PMNPC destaca-se a incorporacdao e implementagdo da MNPC no SUS, na
perspectiva da prevencao de agravos e da promocao e recuperacao da saude, com
énfase na atencao basica, voltada para o cuidado continuado, humanizado e integral
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em saude (Ministério da Saude, 2005). Tais sistemas e recursos envolvem
abordagens que buscam estimular os mecanismos naturais de promocao e
recuperacdo da saude por meio de tecnologias eficazes, com énfase na escuta
acolhedora, no desenvolvimento do vinculo terapéutico e na integracdo do ser
humano com o meio ambiente e a sociedade (Ministério da Saude, 2005). Outros
pontos compartilhados pelas diversas abordagens abrangidas nesse campo sado a
visdo ampliada do processo saude doenca e a promocao global do cuidado humano,
especialmente do autocuidado (Ministério da Saude, 2005).

GENERO Pterodon

O género Pterodon pertence a familia das Leguminosas — papilonaceas. Este
género compreende 5 espécies nativas do Brasil: Pterodon pubescens Benth
(Sucupira Branca), Pterodon emarginatus Vog., Pterodon polygalaeflorus, Pterodon
apparicioi Pedersoli e Pterodon abruptus Benth (Fascio et al., 1976). As arvores sao
originarias do Brasil, presentes em varios pontos do territério, largamente dispersas
nos cerrados, desde o Ceara (Serra do Araripe) até Sao Paulo, ocorrendo em
abundancia suficiente nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo. E
conhecida popularmente, conforme a regidao, como Faveira, Faveiro ou Sucupira
Branca. A época de abundante frutificacdo é o més de Agosto (Mors et al., 1966).

As formas farmacéuticas habituais utilizadas sao infusdes, decocgoes,
extratos fluidos, tinturas, elixires, vinhos, xaropes, e outras formas a partir da casca,
batata ou frutos. As aplicacbes terapéuticas descritas sao: tratamento de
reumatismo, da escrofulose, Ulceras, dermatoses em geral e manifestagdes sifiliticas
secundarias. E empregado como tonico contra a debilidade e fraqueza geral, e a
casca é utilizada como anti-diabético (Coimbra, 1942; Cruz, 1965).

O estudo dos constituintes quimico do 6leo dos frutos e sementes deste
género mostrou que seus compostos ativos sdo, basicamente, sesquiterpenos como
o farnesol () (Mors et al, 1966; Neto, 1976), diterpenos lineares como o
geranilgeraniol (ll) (Mors et al., 1967; Dos Santos Filho et al., 1972), e furano
diterpenos com esqueleto vouacapano (lll) e vinhaticano (IV) (Mahajan & Monteiro,
1970; Campos et al., 1994; Arriaga et al., 2000), alcaléides (V) (Braz-Filho et al.,
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1971), flavondides (Braz-Filho et al., 1971) como, por exemplo, a taxifolina (VI)
(Arriaga et al., 2000).

/I\A/&/\/&/C HZOH /[\/VK/\MCHon

Farnesol (l) Geranilgeraniol (I1)
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\ 0]
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HQ y ~OH ) OH
1 OH o @
" ©
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(V) OH O

Taxifolina (VI)

O extrato hexanico das sementes de Pterodon emarginatus Vog apresentou
atividade anti-inflamatéria similar ao anti-inflamatério nao esteréide (AINE) em
muitos modelos animais possivelmente relacionada a inibicdo da sintese de
prostaglandinas e outros mediadores envolvidos no sistema de cininas (Carvalho et
al. 1999).

Mors e colaboradores (1967) demonstraram que o 6leo essencial dos frutos
de Pterodon pubescens Benth parece ser um agente quimioprofilatico eficiente em
infecgbes por Schistosoma mansoni. Gilbert e colaboradores (1970) descreveram
que esta acao devia-se a presenca de sesqui e diterpenos presentes no 6leo. Dos
Santos Filho e colaboradores (1972) descreveram como responsaveis no 6leo pela
acao inibidora da penetracao de cercarias de S. mansoni dois diterpenos, derivados
oxigenados do geranilgeraniol: 14,15-epoxigeranilgeraniol (VII) e 14,15-dihidro-
14,15-dihidroxigeranilgeraniol (VIll). Pesquisadores do Centro de Pesquisas René
Rachou (FIOCRUZ/MG) desenvolveram diferentes formulagbes de sabonetes
contendo 6leo essencial de frutos de Pterodon pubescens que, dependendo da
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formulacéo, apresentaram atividade quimioprofilatica na Esquistossomose Mansoni
(Santos Filho et al., 1987; Katz et al., 1993).

W/K/CHQOH

O
14,15-epoxigeranilgeraniol (VII)
OH

AN \/\)\/CHZOH
OH

14,15-dihidro-14,15-hidroxigeranilgeraniol (VIII)

Neto e colaboradores (1976) comprovaram a atividade antimicrobiana in vitro
do 6leo obtido de Pterodon pubescens Benth., em relacdo a inibicdo do crescimento
de bactérias gram positivas como: Streptococcus viridans, Streptococcus faecalis
var. liquefaciens, Bacillus sp. e Corynebacterium diphtheriae sp..

Dias e colaboradores (1995) estudaram a genotoxicidade do éleo de Pterodon
pubescens Benth., em ensaios realizados com ratos Wistar, concluindo que este nao
possui efeito clastogénico, ou seja, ndo induz um aumento significativo na freqiéncia
de aberracbes cromossomiais. Sabino e colaboradores (1999a) testaram o 6leo de
sementes de Pterodon pubescens quanto a citotoxicidade em células
mononucleares de sangue periférico humano, toxicidade aguda em camundongos
machos da linhagem DBA/1J e atividade mutagénica. Este trabalho demonstrou que
o 6leo de Pterodon pubescens nao apresenta atividade citotoxica, ndo é mutagénico
nem toxico, mesmo quando testado em doses muito maiores do que a populagéao
utiliza na medicina popular.

Frutos do género Pterodon sao utilizados pela medicina popular sob a forma
de infusdo em vinho (extrato hidroalcodlico) devido as suas propriedades
antiartriticas, analgésicas e antiinflamatérias (Penna, 1946; Correa, 1984). Sabino e
colaboradores (1999b) demonstraram o efeito antiartritico do extrato hidroalcodlico
de frutos de P. pubescens testado no modelo de artrite induzido por colageno tipo |l
(CIA) em camundongos DBA/1J.
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Andlise por cromatografia gés-liquido com espectrometria de massa
(GC/MS) e ressonancia magnética nuclear (NMR) revelaram entre os diversos
constituintes do 6leo da semente de Sucupira, derivados do vouacapan, o farnesol e
o geranilgeranil como principais candidatos em mediar seus efeitos anti-inflamatérios
(Silva et al. 2004).

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(GC-MS) do 6leo de sementes de P. pubescens, extraido com etanol absoluto,
permitiu visualizar trés regides distintas no cromatograma: de sesquiterpenos, de
sesquiterpenos lineares e de diterpenos (Pinto-Coelho, 2001). Por extracao liquido-
liguido do o6leo de sementes de P. pubescens com solventes de polaridade
crescentes, foram obtidas 3 fracdes hexanica, diclorometanica e acetato de etila,
restando uma residual aquosa (Seara, 1997; Silva et al., 2004). Pinto-Coelho e
colaboradores (2001) demonstraram na fracdo hexanica a presenca de vouacapan,
geranilgeraniol e farnesol e na fracao diclorometanica a presenca de derivados do
vouacapan (Coelho et al., 2005). Coelho e colaboradores apresentaram atividade
antinociceptiva nos modelos de contorcdo abdominal induzida por acido acético e de
nocicepgdo induzida por formalina, com atividades superiores aos ja conhecidos

farmacos aspirina (AAS) e dipirona.

Pterodon polygalaeflorus Benth

Na medicina popular brasileira, o extrato hidroalcodlico das sementes do
género Pterodon sdo usados como anti-reumaticos, anti-inflamatérios (para dor de
garganta) e preparacdes analgésicas (Fascio et al., 1976). E importante destacar
que sementes de P. pubescens e P. polygalaeflorus sao similares, sendo idénticas,
e vendidas no mercado formal umas como as outras ou até com o nome errado de
Bowdichia major, um outro tipo de Sucupira.

A comprovacdo do efeito antiinflamatério do éleo de frutos de P.
polygalaeflorus foi atribuida a um furano diterpeno com esqueleto vouacapano,
60, 7pB-dihidrovouacapan-17p3-oato de metila (1X) (Nunan et al., 1982), em modelo de
edema de pata causado por carragenina. A esse composto também foi atribuida a
atividade antinociceptiva, anti-inflamatéria e broncodilatora (Leal et al., 2000).
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Vouacapan extraido de P. polygalaeflorus apresentou potente acao
analgésica, provavelmente envolvendo um mecanismo opioidérgico central e

periférico em modelos experimentais (Duarte et al., 1992, Duarte et al., 1996).

8

- OH

60,7B-dihidroxivouacapan- 17 3-oato (1X)
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1 OBJETIVOS

Esta dissertagdo teve como objetivos:

1) Estudar possivel interferéncia do extrato hidroalcodlico de P. polygalaeflorus na
distribuicao de linfécitos T com fendtipo de memdéria em linfonodos de animais com

Artrite Induzida por Colageno (CIA);

2) Verficar se o tratamento com Sucupira interfere na mielopoiese esplénica induzida
pela injecdo de Adjuvante de Freud Completo (AFC) em camundongos da linhagem
DBA1/J;

3) Confirmar o fenétipo granulocitico dessas células mieldides;

4) Avaliar uma eventual diferenca entre o grau de ativacdo dessas células em
animais primados com AFC tratados ou ndo com Sucupira;

5) Verificar se o tratamento com EHPp interfere com um segundo aumento de
células mieldides esplénicas gerada pela injecao de colageno tipo Il no reforco para

a inducao da CIA.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Nos experimentos de mielopoiese em bacos de camundongos primados com
AFC foram utilizados DBA/1J machos, de 4 a 6 meses de idade, peso corporal de
cerca de 24 + 2 gramas, grupos de 3 a 4 animais. No modelo experimental de CIA
utilizou-se camundongos DBA/1J machos de 3 a 5 meses de idade, de 22 + 3
gramas de peso corporal, grupos de 10 a 15 animais. Os camundongos foram
adquiridos no Biotério do Departamento de Bioquimica da UERJ, onde foram
mantidos sob temperatura controlada (20-25 °C), com ciclo de luz de 12 horas (6 as
18 horas) e com agua e comida ad libitum. Os experimentos foram realizados

seguindo as normas do Comité de Etica em Experimentacéo de Animais.

2.2 Material Botanico

Sementes de Pterodon polygalaeflorus (Benth) foram coletadas por Renildo
Fernandes Coelho a beira do corrego Bené em Pilar de Goidas, em Goias. A
identificacdo botanica da espécie foi realizada por Haroldo Cavalcante de Lima, no
Departamento de Botanica Sistematica do Jardim Botanico do Rio de Janeiro, onde
uma amostra da espécie encontra-se depositada (RB 350278, julho 1999).

2.3 Equipamentos

» Agitador de tubo tipo Vértex, modelo AP56 PHOENIX, Brasil;
» Balanca analitica, modelo B200, Micronal, Brasil;
» Banho-maria, modelo 796, DE LEO, Brasil;

= Ultrapurificador de agua modelo LV-308, Toraypure, Japao.
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» Centrifuga refrigerada de mesa HERMLE Zentrifugen, modelo Z360K, Goesheim,

Alemanha;

= Citdbmetro de fluxo modelo FACSCAN II, Becton Dickinson, EUA;

» Estufa tipo 294, De Leo & Cia Ltda, Brasil;

» Microscépio ético de campo claro, modelo CBA, Olympus, Japao;
» Pletismémetro, modelo 7140, UGO-BASILE, ltalia;

2.4 Reagentes

2.4.1 Para Citometria de Fluxo

Os reagentes anticorpos e sonda estao listados nas tabelas a seguir:

Quadro 1 — Anticorpos (Ac) e sonda utilizados nos experimentos de inducao de

mielopoiese em bacos induzida por AFC.

Anticorpo

Empresa

(Fc Block) - Clone 9.3

Ac de rato anti-mouse CD32/16 ndo marcado

Southern Biotechnology
Associates, INC

(Integrin oy chain, Mac-1 o chain)

Ac de rato anti-mouse CD11b (PE) — clone M1/70

BD Pharmingen

Reagents

Sonda Reactive Oxygen Species (ROS) Detection

Molecular probes

Quadro 2a - Anticorpos utilizados nos experimentos de CIA (continua).

Anticorpos Clone Empresa
Rat anti-mouse CD32/16 ndo 9.3 Southern Biotechnology,
marcado (Fc Block) INC
FITC rat anti-mouse CD4 (L3T4) GK 1.5 Pharmingen




Quadro 2b - Anticorpos utilizados nos experimentos de CIA (concluséo).
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6C (Gr-1)

RPE- rat anti-mouse CD4 (L3T4) GK 1.5 Southern Biotechnology ,
INC
RPE rat anti-mouse CD8a 53-6.7 Southern Biotechnology,
INC
CY-Chrome™ rat anti-mouse CD8a 53-6.7 Pharmingen
(Ly-2)
PE rat anti-mouse CD11b M1/70 BD Pharmingen
(Integrin oy chain, Mac-1 o chain)
FITC rat anti-mouse CD25 7D4 Southern Biotechnology,
INC
PE rat anti-mouse CD28 37.51 Pharmingen
rat anti-mouse Pgp-1 (CD44) IM 7.8.1 Sigma immuno chemicals
Quantum Red™ Conjugate
PE rat anti-mouse CD45RB 16A Pharmingen
(= C36316A)
PE rat anti-mouse CD69 H1.2 F3 BD Pharmingen
Monoclonal anti-rat kappa and RT-39 + RL- | Sigma immuno chemicals
lambda light chains FITC conjugate 5
RPE rat anti-mouse L-selectin (Ly-22) MEL-14 Pharmingen
Goat anti-rabbit IgG (whole molecule) Sigma immuno chemicals
FITC conjugate
Purified rat anti-mouse Ly-6G and Ly- RB6-8C5 BD Pharmigen

2.4.2 Qutros reagentes

» Adjuvante de Freund Completo (Sigma Chemical Co, EUA);
= Alcool Etilico Absoluto P.A. (Synth, Brasil);
» Meio de cultura RPMI 1640 (Gibco BRL, EUA);

» Soro Fetal Bovino inativado e estéril (Cultilab, Campinas, Brasil).
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2.5 Material Especial

= Camara de Neubauer (improved);

» Seringa de vidro para emulsificacdo do AFC em PBS ou em solugédo de colageno
tipo 11;

» Sonda orogastrica.

2.6 Obtencao do Extrato Hidroalcodlico de Sementes de P. polygalaeflorus
(EHPp)

A quantidade de 25 g de sementes de P. Polygalaeflorus selecionadas, que
estava armazenada sob refrigeracdo, foi mantida em baixa temperatura com
nitrogénio liquido e imediatamente pulverizada, uma semente por vez, com pistilo
em um gral nas mesmas condi¢cdes de temperatura. A seguir, foi colocada em
envelope de papel de filtro, e entdo, submersa em 250 mL de etanol 15% (em agua
destilada) em frasco de vidro d&mbar cuja tampa foi coberta com papel aluminio na
parte interna para que substancias plasticas ndao contaminassem a extracdo. A
extracao realizou-se por 15 dias a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, tendo
sido agitada moderadamente no 7° dia. Apés este periodo de extracao, retirou-se o
envelope com as sementes pulverizadas maceradas, obtendo-se assim o extrato
hidroalcodlico 15%. Este na concentracao de 100 g/L (25 g de sementes em 250 mL
de etanol 15%) foi diluido em concentracbes de 20 g/L e 2 g/L em etanol 15%,
aliquotado em tubos coénicos de 50 mL e mantido a -4°C até o momento da
utilizagéo.

Para o calculo de rendimento, o volume de 10 mL de EHPp a 20 g p.s. de
semente/L foi liofilizado. O peso seco do extrato obtido foi de 5,7 mg a partir de 0,2 g
de peso seco de sementes, logo, 28,5 mg/1 g de peso seco de semente; rendimento
de 2,85%.
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2.7 Tratamento dos Camundongos DBA/1J com EHPp no Modelo de
Mielopoiese em Baco Induzida por AFC e no Modelo CIA

A fim de tornar o tratamento dos camundongos o mais similar possivel ao do
humano, adaptou-se a dose de uso popular da Sucupira para tratamento de AR para
a dose em camundongos para o estudo na ClA: trataram-se os animais oralmente,

por gavagem, diariamente. A tabela a seguir apresenta as correlagdes.

Quadro 3 - Adaptagéao do uso popular da Sucupira em AR para estudo na CIA.

Medicina popular Tratamento da CIA

= Um punhado (30-40 g) de sementes » Sementes pulverizadas a 10 g p.s. em
inteiras em garrafao de vinho (4,7 L); 100 ml de etanol/agua 15%;

= Curtir em lugar fresco e sombrio por » Extrair em temperatura ambiente ao
ao menos duas semanas; abrigo da luz por 15 dias;

» Tomar doses antes das refeicdes (50- | = Administrar oralmente 50 ulL/dia;
100 mL/dia);

» Dose/dia: extrato de 375-750 mg de » Dose/dia: extrato de 1; 0,1 ou 0,01 mg

p.s. de semente/individuo; de p. s. semente/animal;
* Homem 75 kg: extrato de 5-10 mg p.s. | « Camundongo peso corporal de 20 g:
semente/kg/dia; dose de 50, 5 ou 0,5 mg p.s. semente
* Posologia: > 2 semanas. /kg/dia.

» Posologia: > 2 semanas.

As doses utilizadas foram o equivalente a 0,5; 5 e 50 mg/kg, administradas
umas vez por dia. Ao se considerar que um camundongo tem em torno de 20 g,
cada animal recebeu 0,01; 0,1 e 1 mg de semente no volume de 50uL uma vez ao

dia de acordo com o grupo experimental pertencente.
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2.8 Avaliacao do Efeito do Extrato Hidroalcodlico de Sementes de Pterodon
polygalaeflorus (EHPp) na Mielopoiese - Expansao da Populacao de Células
Mac-1* (CD11b) - em Bacos de Camundongos Primados com Adjuvante de
Freund Completo (AFC)

2.8.1 Inducao da Mielopoiese e Tratamento dos Animais

O esquema ilustrativo do experimento para avaliacao da possivel modulacao
por EHPp da mielopoiese (analise de células Mac-17) induzida por AFC no bacgo é
mostrado na figura 3.

DBA/1])

el

Q% AFC id.

Dias = 1 5

10
pppoppoon +

via oral (gavagem)

Figura 3 — Esquema ilustrativo do experimento para avaliacdo da possivel
modulacao por EHPp da mielopoiese induzida por AFC no bacgo.

Administrou-se EHPp aos camundongos DBA/1J, machos, nas doses de 0,5;
5 e 50 mg/ kg, por gavagem, através de sonda orogastrica, no volume de 50 pL,
diariamente durante 9 dias. No 5° dia de tratamento, foi injetado 100 uL de AFC
estéril emulsionado com PBS pH 7,4 (2:1, AFC:PBS), i.d., no dorso (base da cauda),
no lado direito. No 102 dia de experimento, os camundongos foram anestesiados em
camara saturada com éter etilico e, sob o efeito anestésico, sofreram deslocamento
cervical. O baco foi retirado e lavado com PBS duas vezes e colocado em uma tela
dentro de um béquer contendo 5 mL de meio RPMI suplementado com 5% de SFB.
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Os bagos foram cortados com tesoura e, com auxilio de bastdo, os bagos foram
macerados dentro da tela adaptada para a técnica, formando uma suspensao de
esplendcitos, a qual foi transferida para tubo cbnico no volume total de 10 mL de
meio RPMI com soro. Uma aliquota de células foi diluida em liquido de Turk, para
que ocorresse hemdlise, e contadas em camara de Neubauer. O tubo foi mantido
em gelo durante a contagem de células. Com intuito de tornar homogénea a analise
das células do bago de cada grupo, juntou-se o nimero de 5 x 10° células de cada
bago/animal, logo, por exemplo, em um grupo de 3 animais, juntou-se 5 x 10° células
de cada baco, formando o total de 15 x 10° células do grupo. Deste total, 1 x 10°
células foi retirado para a realizacdo da marcacao para citometria. A tabela 5 mostra

0s grupos estudados neste experimento.

Quadro 4 - DistribuicAo dos grupos de animais estudados no experimento de

inducado de mielopoiese em bacos de camundongos primados com AFC e tratados

com EHPp.
- sem administracéo i.d. de AFC;
Sadio - administracao de 50 uL de agua destilada por gavagem.
- sem administracéo i.d. de AFC;
Etanol - administracao de 50 uL de etanol 15% (em agua destilada)
por gavagem.
- sem administracao i.d. de AFC;
EHPp 50 mg/kg - administracao de 50 uL de 50 mg/kg por gavagem.
- administracao i.d. de AFC;
AFC + Agua - administracao de 50 uL de agua destilada por gavagem.
AFC + - administracao i.d. de AFC;
Etanol 15% - administracédo de 50 plL de etanol 15% por gavagem.
AFC + - administracao i.d. de AFC;
EHPp 5 mg/kg - administracao de 50 puL de 5 mg/kg por gavagem.
AFC + - administracao i.d. de AFC;
EHPp 0,5 mg/kg | - administracdo de 50 uL de 0,5 mg/kg por gavagem.
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2.8.2 Marcacdo de Células do Baco com Anticorpo Anti-CD11b Conjugado a

Ficoeritrina (PE)

A fim de bloquear a ligacéo inespecifica ao receptor de fragdo cristalizada do
anticorpo (FcR), preparou-se uma solucao de anticorpo anti-CD32/16 que reconhece
o FcR: adicionou-se 4 uL deste anticorpo (clone 9.3, 0,5 mg/mL, Southern Biotech.)
em 196 uL de meio RPMI com SFB (volume total para 4 marcagdes; sendo realizada
3 marcacgodes). Pipetou-se 50 uL da solucédo de anti-CD32/16 (0,5 ug por marcagao)
em cada tubo com 1 x 10° células em 100 pL de meio com SFB para cada grupo;
tempo de incubacgédo de 20 minutos, em gelo e ao abrigo da luz. Preparou-se, entéo,
a solugcao do Ac anti-CD11b-PE, que reconhece células Mac-1": adicionou-se 6 pL
de anticorpo CD11b-PE anti-camundongo (clone M1/70, 0,2 mg/mL, BD Pharmigen)
em 196 uL de meio RPMI com 5% SFB. Apdés o tempo de incubacdo com anti-
CD32/16, pipetou-se 50 uL da solugdo com anti-CD11b-PE em cada tubo (0,3ug por
marcacao); tempo de incubagdo de 30 minutos, com homogeneizacdo aos 15
minutos, em gelo e ao abrigo da luz. Apds incubacgao, adicionou-se 1 mL de meio
5% SFB. Centrifugou-se as células a 500 x g por 10 minutos sob refrigeracao (4°C).
Aspirou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de meio com 5% SFB e repetiu-se a
centrifugacao. Por ultimo, as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio com
soro. Em seguida realizou-se a anadlise das células em citometria de fluxo, isto é, as

células analisadas neste experimento nao foram fixadas com paraformaldeido.

2.8.3 Marcacao Celular com Sonda para ldentificacdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROS)

A quantidade de 1 x 10° células do baco em 100 pL de solugdo de Hanks foi
marcada com a sonda para identificacdo de EROS na concentragéo final de 2 uM,
durante 50 minutos, a temperatura ambiente conforme informag¢des técnicas do
produto. Apéds, adicionou-se 1 mL de solucédo de Hanks e centrifugou-se as células a

500 x g por 10 minutos sob refrigeracao (4°C) por duas vezes. Em seguida, apds
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retirar o sobrenadante, as células foram bloqueadas para ligacao inespecifica ao
receptor Fc e marcadas com anticorpo anti-CD11b conforme procedimento descrito
no item acima. Nesta marcacao, as células foram fixadas em formaldeido a 1% e

analisadas em citometria de fluxo posteriormente.

2.9 Estudo do Efeito Anti-artritico do Extrato Hidroalcoodlico de Sementes de
Pterodon polygalaeflorus (EHPp)

2.9.1 Inducdo de Artrite Induzida por Colageno tipo Il (CIA) em Camundongos
DBA/1J

A CIA foi induzida segundo esquema da figura 4, com CIl purificado de
cartilagem do esterno de galinaceo (Lima et al., 1999). O ClI era dissolvido em acido
acético 0,05 M, na concentracdo de 6 mg/mL. No dia 0 da imunizagao,
camundongos DBA/1J machos adultos receberam colageno tipo Il (200 pug) em acido
acético 0,05 M emulsionado em AFC estéril na proporcdo 1:2 (v/v) i.d. no dorso
(base da cauda) no volume de 100 wl conforme Wooley e colaboradores (1981). No
219 dia, os camundongos receberam uma dose reforco de antigeno - 400 ug de ClI
em acido acético 0,05 M, no volume de 100 uL, i.p.. E neste mesmo dia iniciou-se o

tratamento.

DBA/1) =

Dias — 0 21 + 50
CII (200 pg): AFC 1.d. CII (400 pg) Ac. Ac. 1.p. Sacrificados

Inicio tratamento

Figura 4 — Esquema ilustrativo do experimento de inducdo de artrite (CIA) em
camundongos DBA/1J tratados com EHPp.
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O tratamento foi realizado por gavagem através de sonda orogastrica, no
volume de 50 ul, diariamente, durante cerca de 30 dias, exceto aos domingos. As
doses administradas de EHPp foram de 5 e 0,5 mg/kg p.c..

Para este estudo os animais foram distribuidos em grupos formados conforme

apresentado no quadro 5.

Quadro 5 — Distribuicdo dos animais em grupos para estudo do experimento de
inducao da CIA e tratamento com EHPp.

- ndo foi injetado Cll i.d. e i.p., isto €, sem indugdo da CIA;
Sadios - administragdo de 50 puL de etanol 15% (veiculo)/ dia por

gavagem.

- sofreram inducéao da CIA;

CIA + - administragcdo de 50 pL de etanol 15%/ dia por gavagem.
Veiculo

- sofreram inducéo de CIA;

CIA + - administracdo de 50 puL de 5 mg/kg p.c./ dia por
EHPp 5 mg/kg gavagem.

- sofreram inducéao de CIA;
CIA + - administracdo de 50 uL de 0,5 mg/kg p.c./ dia por
EHPp 0,5 mg/kg gavagem.

2.9.2 Avaliacdo Clinica da CIA

A medida do volume das patas direita e esquerda posteriores dos
camundongos foram monitoradas utilizando um pletismémetro (Gu & Brandwein,
1998). Cada pata foi submersa em uma célula contendo 0,05% de NaCl e 0,3% (v/v)
do reagente BBC97, fornecido pelo fabricante (Ornano, Italia), conectada através de
um transdutor a um processador digital, o qual detecta diferencas no nivel do liquido

causada pelo deslocamento de volume. Logo, o volume de liquido deslocado pela
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pata foi considerado como volume da pata para o célculo dos indices de aumento da
mesma.

Os volumes medidos para as patas traseiras em dias definidos foram
comparados com os volumes medidos nessas patas no dia 0, fornecendo um indice
de edema (i.e., percentual de inchacdo ou retracao) para cada animal. Os indices de
edema individual foram agrupados para calcular o indice médio + DP de cada grupo

(n=10-15) em dias definidos para medida da severidade da artrite.

2.9.3 Retirada e Preparacao de Linfonodos para Analise em Citdmetro de Fluxo

Ao final do experimento, os camundongos foram anestesiados em cémara
saturada com éter etilico e sob o efeito anestésico sofreram deslocamento cervical.
Os dois linfonodos inguinais e os dois linfonodos poplitios das patas traseiras de
cada camundongo foram retirados e reunidos em um eppendorf por camundongo,
com 0,5 mL de meio RPMI com 5% de SFB e 2 mM de glutamina. Em seguida,
cortou-se os linfonodos com tesoura e os pedagcos foram macerados com uma
ponteira de plastico azul (1 mL) fechada na ponta. Transferiu-se as células para um
tubo cénico com 10 mL de meio com 5% de SFB e 2 mM de glutamina para cada
animal. Uma aliquota de células foi diluida em liquido de Turk, para que ocorresse a
hemdlise, e contadas em camara de Neubauer. O tubo foi mantido em gelo durante
a contagem de células. Com intuito de tornar homogénea a analise das células dos
linfonodos de cada grupo, juntou-se o nimero de 5 x 10° células de cada animal
(pool de células dos linfonodos= 2 poplitios + 2 inguinais/animal), logo, por exemplo,
em um grupo de 10 animais, juntou-se 5 x 10° células de cada animal (n=10),
formando o total de 50 x 10° células do grupo. Deste total, 1,5 x 10° células (amostra
homogénea do grupo) foi retirado para a realizagcdo da marcacao tripla para analise

citofluorimétrica.
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2.9.4 Marcacio de Linfocitos de LN para Andlise em Citdmetro de Fluxo

Para a marcagdo com os distintos anticorpos fluorocromados, células de
linfonodos de cada grupo, na quantidade de 1,5 x 10°em 100 pL de meio com 5% de
SFB, foram inicialmente incubadas com anticorpo anti-CD16/32 (0,75 ug/ marcacao)
por 20 minutos para bloquear a ligagao inespecifica por receptor Fc, em gelo e ao
abrigo da luz durante toda a marcacao. Em seqiéncia, realizou-se a marcagcao com
trés anticorpos com fluorocromos diferentes (marcacao tripla). Solu¢cées de cada
anticorpo em meio RPMI com 5% de SFB foram adicionadas, no volume de 50 pL
cada, as células. A tabela 7 apresenta as 6 marcagdes triplas realizadas, mostrando
0s anticorpos com seus respectivos fluorocromos e quantidade por marcacéo
utilizada, salientando que todas as marcacdes foram aplicadas a cada grupo de

animal estudado.

Quadro 6 — Marcacoées triplas realizadas em células de linfonodos de animais com
CIA tratados ou ndo com EHPp.

Fluorocromos
FITC PE Cy/ QR
CD4 CD69 CD8
(0,75 ug/ marcacgao) (0,72 ug/ marcagao) (0,38 ug/ marcacgao)
CD4 L-selectina CD8
(0,75 ug/ marcagao) (0,3 ug/ marcagao) (0,38 ug/ marcacgao)
o CD4 CD8 CD44
% (0,75 g/ marcagéo) (0,5 ug/ marcacao) (50 pL 1:50/ marcacao)
8 CD25 CD4 CD8
-é (0,75 ug/ marcacao) (0,6 ug/ marcacao) (0,38 ug/ marcacao)
< CD4 CD45RB CD8
(0,75 ug/ marcacao) (0,6 ug/ marcacao) (0,38 ug/ marcacao)
CD4 CD28 CD8
(0,75 nug/ marcacgao) (0,72 ug/ marcagao) (0,38 ug/ marcacao)
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Decorridos 30 minutos de incubacgao, adicionou-se 1 mL de meio 5% SFB,
centrifugou-se a 500 x g por 3 minutos a 4°C, aspirou-se o sobrenadante e
adicionou-se 1 mL de meio com SFB e repetiu-se a centrifugacdo. Por ultimo,
ressuspendeu-se as células em 1 mL de solucdo de paraformaldeido 1,5% em
tampao Hanks para fixagdo das células. A andlise em Citometria de Fluxo foi
realizada em menos de 4 dias apés a fixagéo.

2.9.5 Retirada e Preparacdo de Bacos para Analise em Citdbmetro de Fluxo

O bacgo foi retirado e lavado com PBS por duas vezes e colocado em um
suporte com tela dentro de um béquer contendo 5 mL de meio RPMI suplementado
com 5 % de SFB. Cortaram-se os bacos com tesoura e, com auxilio de bastao, os
bacos foram macerados dentro de uma tela adaptada para a técnica, formando uma
suspensao de células, a qual foi transferida para tubo conico no volume total de 10
mL de meio RPMI com soro. Uma aliquota de células foi diluida em liquido de Turk,
para que ocorresse a hemdlise, e contadas em camara de Neubauer. O tubo foi
mantido em gelo durante a contagem de células. Com intuito de tornar homogénea a
anélise das células do bago de cada grupo, juntou-se o nimero de 5 x 10° células de
cada bago/animal, logo, por exemplo, em um grupo de 5 animais, juntou-se 5 x 10°
células de cada baco formando o total de 25 x 10° células do grupo. Deste total, 2 x

10° células foram retiradas para a realizacdo da marcagao para citometria.

2.9.6 Marcacédo de Células do Baco para Analise em Citbmetro de Fluxo

Para a marcagdao com os diferentes anticorpos fluorocromados, células do
baco de cada grupo, na quantidade de 2 x 10® em 100 pL de meio com 5% de SFB,
foram inicialmente incubadas com anticorpo anti-CD16/32 (0,75 ug/ marcacao) por
20 minutos para bloquear a ligacao inespecifica ao receptor Fc, foram mantidas em
gelo e ao abrigo da luz durante toda a marcacéo. Apos o tempo de incubacado com
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anti-CD32/16, pipetou-se 50 uL da solucao com anti-CD11b-PE em cada tubo (0,3
ug/ marcacao); tempo de incubagdo de 30 minutos, com homogeneizacdo aos 15
minutos, em gelo e ao abrigo da luz. Ap6s o tempo de incubacgao, adicionou-se 1 mL
de meio contendo 5% SFB. Centrifugou-se a 500 x g por 10 minutos sob
refrigeracao (4°C). Aspirou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de meio com 5%
SFB e repetiu-se a centrifugacao. Por ultimo, ressuspendeu-se as células em 1 mL
de solucao de paraformaldeido 1,5% em tampao Hanks para fixacao das células. As
leituras foram realizadas em menos de 4 dias apds fixagao.

Decorrido o bloqueio da ligacao inespecifica ao receptor Fc, outra marcacao
celular foi realizada utilizando o anticorpo ndo marcado anti-Gr.1 na quantidade de
1,6 ug por marcagcdo, no volume de 50 ulL. Ap6és 30 minutos de incubacéo,
centrifugou-se as células a 500 x g por 10 minutos sob refrigeragéo (4°C), por duas
vezes. O sobrenadante foi aspirado. Adicionou-se 100 uL de meio de cultura e 50 uL
de anticorpo monoclonal anti-cadeias leves kappa e lambda de anticorpos de rato
conjugados a FITC, na diluicdo de 1:50, em meio de cultura RPMI com 5% de soro.
Transcorridos 30 minutos, centrifugou-se as células novamente a 500 x g por 10
minutos sob refrigeracao (4°C), por duas vezes. Incubou-se as células com anticorpo
anti-CD11b PE (0,6 pug/ marcacao) por mais 30 minutos. Mais uma vez, as células
foram centrifugadas 500 x g por 10 minutos sob refrigeracao (4°C) e ressuspensas
com 1 mL de solugédo de paraformaldeido 1,5% em tampao Hanks para fixacdo das
células. A andlise por Citometria de Fluxo foi realizada em menos de 4 dias apds

fixacao.

2.10 Analises no Citometro de Fluxo

Para o calculo do valor absoluto de cada subpopulacdo (CD4, CD8, DN) os
percentuais de cada subpopulacdo no citograma (CD4 x CD8; marcacédo dupla)
foram multiplicados pelo numero absoluto médio de células contadas por linfonodo
(LN). Para o calculo do valor absoluto de células CD69+, Lselec -/low, ou CD45RB
high, os percentuais de cada subpopulacdo no citograma (CD4x CD8) foram
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multiplicados pelos percentuais destas subpopulagdes e pelo numero absoluto
médio de células contadas por LN.

As andlises foram realizadas no citobmetro de fluxo FACSCALIBUR (Becton
Dickinson) equipado com um laser de 488nm de ion argbnio de 15 mW. A
fluorescéncia verde emitida pelo FITC foi detectada ap6s a passagem através de um
filtro de passagem de banda de 530nm, a emissao laranja do PE apds a passagem
através do filtro de banda 585nm e a emissao vermelha do Cychrome (PE-CY5)
apos passagem através do filtro de banda longa acima de 650nm. Ajustes dindmicos
da compensacao eletronica entre essas leituras de canais foram realizados para
remover a superposicdo de emissdes espectrais. Analises foram obtidas com o

programa Cell Quest (Becton Dickinson Immunocytometry Systems).

2.11 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados através do Testes ANOVA seguido de Tukey,
para um nivel de significancia de * p<0,05 (Dawson-Saunders & Trapp, 1994),
utilizando o programa GraphPad Instat versao 3.0 (GraphPad Software, Inc).
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito Anti-artritico do Extrato Hidroalcoodlico de Sementes de Pterodon

polygalaeflorus

Com a finalidade de estudarmos o efeito anti-artritico do extrato hidroalcodlico
de Pterodon polygalaeflorus (EHPp), camundongos machos da linhagem DBA/1J
sofreram inducdo de artrite pela administracdo de colageno tipo Il (Cll). Os animais
foram primados por via intradérmica, no dorso, com 200 pg de CIl emulsionado em
AFC. Apés 21 dias, administrou-se uma dose refor¢o do antigeno ClI para estimular
a resposta imune: 400 pug de CII intraperitonialmente. Neste mesmo dia, 21°, o
tratamento foi iniciado e mantido até o dia anterior ao de sacrificar os animais (47°
dia). Os camundongos expostos a inducao da CIA foram tratados com EHPp na
dose de 0,5 mg/kg (grupo EHPp). Os grupos controles deste estudo foram:
camundongos que receberam o veiculo etanol 15% e sofreram a inducdo da artrite
(grupo CIA) e animais tratados com veiculo etanol 15% sem a inducédo da doenca
(grupo sadio). Veiculo ou EHPp (50 uL) foram administrados diariamente, exceto
domingo, por via oral (por gavagem).

A primeira técnica utilizada para verificar a evolugao do processo inflamatério
foi a medida do volume das patas posteriores direita e esquerda dos animais
realizada no Pletismémetro em dias definidos. Os valores foram comparados ao
volume medido nessas patas antes de iniciar a indugdo da CIA, no dia 0. As
diferencas foram expressas em indice de edema (i.e., percentual de inchacao ou
retracdo) para cada animal. Os indices de edema individual foram agrupados para
calcular o indice médio + DP de cada grupo em dias definidos para medida da

severidade da artrite.

O gréfico 1 apresenta o indice de edema das patas dos animais ao longo do
periodo determinado para o experimento — 47 dias. Nos animais que sofreram
inducdo da CIA, o edema de pata teve inicio pelo 24° dia de experimento,
apresentando o maior indice pelo 38° dia de experimento. Apds, as patas

edemaciadas diminuiram de volume por estarem em um estagio avancado da
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Gréfico 1. Efeito terapéutico do EHPp em camundongos com CIA. Camundongos
DBA/1J machos foram divididos em trés grupos: sadio — animais tratados com
veiculo (etanol 15%); CIA —animais que sofreram inducdo de artrite induzida por
colageno (CIA); EHPp - animais que sofreram a indugdao de CIA e foram tratados
com EHPp na dose de 0,5 mg/kg. Volumes das patas posteriores direita e esquerda
foram medidas em Pletismémetro em dias definidos e comparadas ao volume
medido nessas patas no dia 0. As diferencas foram expressas em indice de edema
para cada animal. Os indices de edema individual foram agrupados para calcular o
indice médio = DP de cada grupo em dias definidos para medida da severidade da
artrite. Grupos de 10 a 15 animais. Diferencas entre animais com CIA e com CIA
tratados com EHPp foram significantes a partir do dia 29 (p < 0.001) (ANOVA e
Tukey).
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doenca, mais severo, no qual as patas desenvolvem anquilose, isto €, perda total da
mobilidade articular por fusdo dos ossos que formam a articulagao.

A administracdo oral de EHPp reduziu o edema de pata induzido por CII. O
tratamento diario, iniciado no dia da dose reforco de Cll (i.p.) - 21° dia de
experimento- e terminado um dia antes de sacrificar os animais, inibiu
significativamente o desenvolvimento da CIA durante todo o tempo do experimento,
mostrando indices de edema préximos ao dos animais sadios.

A figura 5 exibe, a esquerda, pata posterior edemaciada e hiperemiada de um
animal do grupo CIA tratado com veiculo. A direita, animal com indugdo de CIA
tratado com EHPp (0,5 mg/kg) exibindo pata sem edema ou eritema, com volume
préximo ao do grupo controle.

A figura 6 ilustra o efeito do EHPp sobre o tamanho de linfonodos inguinais e
popliteos em camundongo que sofreu indugao de CIA. Percebe-se que os linfonodos
(LNs) do camundongo com inducdo de CIA tratado com veiculo apresentou um
aumento expressivo no tamanho quando comparado aos LNs do camundongo
tratado com EHPp.

O numero total de células nos LNs inguinais foi significativamente diferente
entre os grupos (p< 0,001) (grafico 2). A CIA aumentou cerca de duas vezes o valor
absoluto de células no LN inguinal dos camundongos tratados com veiculo em
relacdo aos sadios. Enquanto que os camundongos com inducao de CIA tratados
com EHPp apresentaram um aumento menos expressivo no niumero de células em
relagdo ao numero de células dos animais com CIA. Ao compararmos com 0S
sadios, o numero de células dos animais com CIA tratados com EHPp foi cerca de
1/3 maior.

Para a analise fenotipica das subpopulacdes de linfocitos nos linfonodos
inguinais, realizou-se a marcacdo destas com anticorpos fluorocromados para
diferentes marcadores de superficie para posterior analise em Citdmetro de Fluxo.
Inicialmente, apresentamos as marcacdes com anticorpo anti-CD4 e anti-CD8. As
percentagens das subpopulagdes linfocitarias: T CD4*, T CD8" e células duplo
negativas (DN; 90% linfocitos B) nos grupos sadios, CIA, EHPp (0,5 mg/kg) estéao
apresentadas no grafico 3. Quando se analisa o numero relativo (%) de células de
cada subpopulacao (CD4, CD8 ou DN) nos diferentes grupos, observa-se que nao
existe diferenca significativa (p> 0,05) entre os grupos.
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Figura 5. Efeito do EHPp sobre o edema de patas na CIA. Patas posteriores de
camundongos DBA/1J machos. (A) Animal com CIA tratado com veiculo apresenta
edema e hiperemia na pata. (B) Animal com indugédo de CIA tratado com EHPp

(dose de 0,5 mg/kg) exibindo pata sem edema.
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Figura 6. Efeito do EHPp sobre o tamanho de linfonodos de camundongos que
sofreram inducéo de CIA. Linfonodos inguinal (A) e popliteo (B) de animais com CIA;
Linfonodos inguinal (C) e popliteo (D) de animais com indugéao de CIA tratados com
EHPp (0,5 mg/kQ).
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Grafico 2. Numero absoluto de células nos linfonodos inguinais. Sadio — animais
tratados com veiculo (etanol 15%); CIA —animais que sofreram inducédo de artrite
induzida por coldgeno (CIA) e foram tratados com etanol 15%; EHPp - animais que
sofreram a inducdo de CIA e foram tratados com EHPp na dose de 0,5 mg/kg.
Resultados representam: média = D.P. de 2 experimentos independentes utilizando
“pool” de células de LN inguinal. * P< 0,001 em relagdo ao grupo CIA (ANOVA e
Tukey).
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Gréfico 3. Efeito do EHPp no numero relativo das subpopula¢ées de linfécitos nos
linfonodos. Sadio — animais tratados com veiculo (etanol 15%); CIA —animais que
sofreram inducao de artrite induzida por colageno (CIA) e foram tratados com etanol
15%; EHPp - animais que sofreram a inducao de CIA e foram tratados com EHPp na
dose de 0,5 mg/kg. As células dos linfonodos foram marcadas com anticorpos anti-
CD4 e anti-CD8 fluorocromados para analise em Citometria de Fluxo. Resultados
representam: média £ D.P. de 2 experimentos independentes utilizando “pool” de
células de linfonodos inguinais. P> 0,05 entre os grupos para todas as
subpopulacdes (ANOVA).
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Entretanto, o numero absoluto de linfécitos de cada subpopulacdo nos
linfonodos, obtido pela multiplicacdo do numero médio de células do LN pela
percentagem de linfécitos T CD4*, T CD8" ou células DN, indica uma diferenca
significativa entre alguns grupos (grafico 4). O nimero de linfécitos T CD4" do grupo
com artrite apresentou diferenca significativa quando comparado aos grupos sadios
e tratados com EHPp. O numero total de linfécitos T CD4" nao diferiu entre os
animais sadios e os tratados com EHPp. Por outro lado, o nimero total de linfocitos
T CD8" e DN apresentaram diferenca significativa entre todos os grupos, havendo
um maior numero destas duas subpopulacdes no grupo de animais com CIA.

Com o intuito de verificar a reprodutibilidade do procedimento de marcacao
das células com anticorpos, as percentagens das subpopulacdes de linfocitos T
CD4", linfécitos T CD8" e células DN identificadas nas marcacoes triplas de
linfonodos de camundongos sadios de dois experimentos independentes foram
comparadas (grafico 5).

Nao foi observada diferenga significativa entre os dois experimentos nos
percentuais de cada subpopulagdo analisada em cada grupo. Além disso, a soma
dos percentuais de linfécitos CD4", linfocitos CD8" e células DN de cada
experimento € de aproximadamente 100%, indicando que as marcacdes foram feitas
apropriadamente.

As subpopulacdes linfocitarias foram, entdo, caracterizadas quanto a
expressao de CD69, L-selectina, CD45RB e CD44. CD69 é uma proteina expressa
na membrana de linfocitos T e B ativados, macréfagos ativados, célula NK, portanto,
apresenta como funcdo a ativacdo celular e transducao de sinal (Janeway et al.,
2000). CD69 parece ser uma das primeiras glicoproteinas de superficie celular
induzida precocemente durante a ativacao linféide (Cambiaggi et al., 1992). Para a
andlise da expressao de CD69, as subpopulagdes de linfécitos CD4*, CD8" e células
DN de cada grupo foram inicialmente identificadas como apresentado nos
citogramas para cada grupo (grafico 6A). A seguir, as subpopulacdes de cada grupo
foram examinadas quanto a expressao de CD69 como apresentado no histograma
(gréfico 6B). Para melhor andlise dos dados, os valores da percentagem de
subpopulacdes de linfécitos dos linfonodos que expressam CD69 em cada grupo

estdo apresentados na tabela 2.
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Grafico 4. Numero absoluto de subpopulacdes linfocitarias em linfonodos. Sadio —
animais tratados com veiculo (etanol 15%); CIA —animais que sofreram inducéo de
artrite induzida por colageno (CIA) e foram tratados com etanol 15%; EHPp - animais
que sofreram a inducéo de CIA e foram tratados com EHPp na dose de 0,5 mg/kg.
O numero total de linfécitos de cada subpopulagcao foi obtido pela multiplicacdo do
numero médio de células do linfonodo pela percentagem de linfécitos CD4*, CD8" ou
DN. Resultados demonstram média = D.P. de 2 experimentos independentes com
“pool” de linfécitos de LNs inguinais. * P< 0,001 em relacdo ao grupo CIA; # P<
0,001 em relacdo ao grupo sadio (ANOVA e Tukey).
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Gréfico 5. Controle intra-experimental das marcacdes triplas de células de linfonodos
de animais sadios. Analisou-se dois experimentos independentes: experimento 1
com 3 marcacoes triplas, e o experimento 2 com 4 marcacoes triplas, ambas com
“pool” de células de linfonodos inguinais de animais sadios. Resultados
representam: média = D.P. Nao houve diferenca significativa (P>0,05) entre os
experimentos (ANOVA).
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Grafico 6. Analise citofluorimétrica da expressdo de CD69 nas subpopulagbes de
linfécitos nos linfonodos. Sadio — animais tratados com veiculo (etanol 15%); CIA —
animais que sofreram inducdo de artrite induzida por colageno (CIA) e foram
tratados com etanol 15%; EHPp - animais que sofreram a inducao de CIA e foram
tratados com EHPp na dose de 5 ou 0,5 mg/kg. A. Citogramas apresentam as
subpopulacdes em funcao da expressao de CD4 e CD8. B. Percentagens de células
CD69" nas diferentes subpopulagdes sdo mostradas nos histogramas. Experimento
representativo.
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A partir dos resultados de percentagens de linfécitos que expressam CD69
(tabela 2), pode-se avaliar que o grupo com CIA tratado com EHPp 5 mg/kg possui
0S maiores percentuais em todas as subpopulacdes de células, enquanto que os
sadios, os menores. No entanto, conforme analise da grafico 7, os valores absolutos
de linfécitos CD4"CD69*, CD8'CD69" e DN CD69" revelam que estas
subpopulacdes de linfocitos ativados estdo aumentadas de forma significativa nos
linfonodos inguinais dos animais com artrite quando comparados aos grupos sadios
e EHPp 0,5 mg/kg. O grupo de animais tratados com EHPp apresenta diferenca

significativa em relacéo aos sadios, nas trés subpopulagdes.

Tabela 2. Percentagem de células que expressam CD69 nas subpopulacbes de
linfocitos de linfonodos.

Subpopulacoes celulares CD69" (%)

CD4 CD8 DN
Sadios 27,8% 10,2% 14,2%
CIA 36,2% 22,3% 23,2%
EHPp 5 mg/kg 53,3% 28,8% 27,9%
EHPp 0,5 mg/kg 36,7% 17,0% 16,6%

Outro marcador de superficie, CD44 foi pesquisado nas subpopulacdes de
linfécitos T CD4*, T CD8" e DN dos linfonodos inguinais. CD44 é uma molécula de
adesdo expressa em linfécitos, macrofagos, granulécitos, fibroblastos, células
endoteliais e epiteliais. CD44 é descrito como um marcador de ativagdo celular em
decorréncia do aumento de sua expressdao apos estimulacdo dos linfécitos T.
Envolvido na ligagédo e rolamento dos leuc6citos no endotélio, encaminhamento para
orgaos linféides periféricos e sitios de inflamagéo (Janeway et al., 2000).

Primeiramente foram identificadas as subpopulacbées de cada grupo no
citograma (gréfico 8A.). Os histogramas mostram a percentagem de linfécitos que
expressam CD44 em cada subpopulagdo em cada grupo. Estes valores estédo

apresentados na tabela 3.
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Grafico 7. Numero absoluto de células CD69" entre as subpopulagdes linfocitarias
de linfonodos. Sadio — animais tratados com veiculo (etanol 15%); CIA —animais que
sofreram indugao de artrite induzida por colageno (CIA) e foram tratados com etanol
15%; EHPp - animais que sofreram a inducédo de CIA e foram tratados com EHPp na
dose de 0,5 mg/kg. Resultados representam: média £ D.P. de 2 experimentos
independentes com “ pools” de linfécitos de linfonodos inguinais. * P< 0,001 em
relagéo ao grupo CIA; # P< 0,001 em relagao ao grupo sadios (ANOVA e Tukey).
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Grafico 8. Analise citofluorimétrica da expressédo de CD44 nas subpopulagbes de
linfécitos em linfonodos. Sadio — animais tratados com veiculo (etanol 15%); CIA —
animais que sofreram indugdo de artrite induzida por coldgeno (CIA) e foram
tratados com etanol 15%; EHPp - animais que sofreram a indugédo de CIA e foram
tratados com EHPp na dose de 5 ou 0,5 mg/kg. A. Citogramas apresentam as
subpopulagoes em fungdo da expressao de CD4 e CD8. B. Percentagens de células
CD44" nas diferentes subpopulacdes sdo mostradas nos histogramas. Experimento
representativo.
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A analise dos resultados (grafico 8 e tabela 3) permite inferir que a
percentagem de linfécitos CD44" (alta expressdo de CD44) foi maior no grupo CIA
tratado com EHPp 5 mg/kg em todas as subpopulagdes de linfocitos dos linfonodos
inguinais, enquanto que o grupo dos animais sadios apresentou a menor
percentagem de linfécitos CD4*CD44"™ e CD8'CD44". Estando a menor
percentagem de células DNCD44" presente no grupo com CIA tratado com EHPp
0,5 mg/kg.

Tabela 3. Percentagem de células que expressam CD44 nas subpopulacbes de
linfécitos de linfonodos.

Subpopulacdes celulares CD44" (%)

CD4 CD8 DN
Sadios 25,0% 1,35% 14,0%
CIA 33,0% 4,1% 12,2%
EHPp. 5 mg/kg 34,5% 5,0% 16,3%
EHPp 0,5 mg/kg 26,0% 3,4% 12,5%

Os valores absolutos de linfécitos CD4*CD44™ CD8'CD44" e DNCD44"
revelam que estas subpopulacdes de linfécitos estdo aumentadas de forma
significativa nos linfonodos inguinais dos animais com artrite quando comparados
aos grupos sadios e EHPp 0,5 mg/kg (grafico 9). Os grupos sadios e CIA tratado
com EHPp 0,5 mg/kg ndo apresentaram diferenca significativa nas subpopulacoes
de linfécitos CD4* e DN. Entretanto, o nimero total de linfécitos CD8+CD44™ por

linfonodo inguinal foi estatisticamente diferente entre os trés grupos.
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Grafico 9. Nimero absoluto de células CD44" entre as subpopulagdes linfocitarias
de linfonodo. Sadio — animais tratados com veiculo (etanol 15%); CIA —animais que
sofreram inducao de artrite induzida por colageno (CIA) e foram tratados com etanol
15%; EHPp - animais que sofreram a inducéao de CIA e foram tratados com EHPp na
dose de 0,5 mg/kg. Resultados representam: média + D.P. de 2 experimentos
independentes com “pools” de linfécitos de linfonodos inguinais. * P< 0,001 em
relacao ao grupo CIA; # P< 0,001 em relacao ao grupo sadios (ANOVA e Tukey).
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Identificou-se também a populacdo de linfécitos T CD3" que expressam L-
selectina (CD62L), uma molécula de adesao presente em leucdcitos que se liga ao
endotélio relacionado ao “homing” de linfocitos T “naives” para linfonodos periféricos.
As células que expressam CD62L sao em grande parte linfécitos B do sangue
periférico, linfécitos T, mondcitos, granuldcitos, células NK, linfocitos de medula
O0ssea e células mieldides (Janeway et al, 2000). O grafico 10 apresenta os
histogramas de expressdo de L-selectina em linfécitos T CD3" e células CD3" de
linfonodos de camundongos sadios, com CIA tratado com etanol 15% e EHPp 0,5
mg/kg.

A analise dos dados apresentados no grafico 10 permite inferir que ndo ha
diferenca estatistica entre as populacdes de linfécitos CD3* L sel”™, células com
marcacao negativa ou intermediaria para L-selectina (CD62L), bem como entre as
populacdes de células CD3* L sel™ nos diferentes grupos. Ainda, metade da
populacdo de células L sel”’sdo CD3* outra CD3".

O nUmero absoluto de células L-sel™ entre as subpopulacdes células CD3* e
CD3 de linfonodos inguinais estao apresentados no grafico 11.

Ao analisarmos o nimero absoluto de células L-sel”™ entre células CD3" e
CD3" nos linfonodos, identificamos que o grupo CIA apresentou uma maior numero
de linfécitos T CD3*L-sel™ e células CD3™ L-sel™ em relacdo aos grupos sadio e
EHPp. Por sua vez, o grupo EHPp apresentou as duas populagdes de células L-sel

/" em menor nimero em relagéo ao grupo sadio.
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Grafico 10. Numero relativo de células L-sel™ entre células CD3* e CD3 de
linfonodos. Sadio — animais tratados com veiculo (etanol 15%); CIA —animais que
sofreram inducao de artrite induzida por colageno (CIA) e foram tratados com etanol
15%; EHPp - animais que sofreram a indugéo de CIA e foram tratados com EHPp na
dose de 0,5 mg/kg. Histogramas na parte superior da figura: células CD3+(%)/ LN
que expressam L-selectina. Histogramas na parte inferior da figura: células CD3(%)/
LN que expressam L-selectina. Resultados de 1 experimento com “pool” de células
de LNs inguinais. O controle da marcacgao esta indicado pela seta.
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Gréafico 11. NGmero absoluto de células L-sel”™ entre células CD3* e CD3 de
linfonodos. Sadio — animais tratados com veiculo (etanol 15%); CIA —animais que
sofreram indugao de artrite induzida por colageno (CIA) e foram tratados com etanol
15%; EHPp - animais que sofreram a inducéao de CIA e foram tratados com EHPp na
dose de 0,5 mg/kg. Resultados de 1 experimento com “pool” de células de
linfonodos inguinais.
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A expressdo de L-selectina (CD62L) também foi analisada nas
subpopulacdes linfocitarias TCD4* e TCD8"* (ambos apresentam CD3). O grafico 12
apresenta a distribuicdo de células em funcdo da expressao de CD4 e CD8 nos
citogramas (grafico 12A) e a expressao de L-sel nestas subpopulagcdes em LN em
histogramas (grafico 12B). As percentagens de expressdo de L-sel™ nas
subpopulacdes de linfécitos de linfonodos de camundongos dos grupos estédo
apresentadas na tabela 4 para uma melhor anélise.

Conforme identificado na analise da populacdo células L-sel™ entre células
CD3" e CD3 de linfonodos, cerca de 50% dos linfécitos CD3* (grafico 10), que sao
os linfécitos TCD4* e TCD8*, sdo L-sel”™ (grafico 12).

Os resultados da tabela 4 (percentuais) indicam que o tratamento com EHPp
0,5 mg/kg apresenta o maior valor para linfécito CD4*Lsel™, enquanto que para
CD8, os grupos apresentaram uma percentagem uniforme. Quanto as células DN,
os sadios apresentaram a maior percentagem (grafico 12 e tabela 4). Entretanto,
para uma analise mais apurada, os valores absolutos foram calculados.

O nulmero total de células Lsel™ por linfonodo inguinal (grafico 13) foi
significativamente diferente entre os grupos sadio, CIA e EHPp para todas as
subpopulagées. O nimero absoluto de linfécitos CD4*Lsel™ ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos sadios e EHPp, mas o numero absoluto de

linfocitos CD8*Lsel”" e de células DN Lsel”" teve diferenca significativa.

Tabela 4. Percentagem de células que expressam L-sel™ nas subpopulagdes de
linfécitos de linfonodos.

Subpopulacdes celulares L-sel™ (%)

CD4 CD8 DN
Sadios 42,6% 13,0% 54,8%
CIA 36,3% 14,2% 45,1%

EHPp 0,5 mg/kg 47,7% 12,4% 52,1%
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Gréfico 12. Analise citofluorimétrica da expresséo de L-selectina nas subpopulacdes
de linfécitos CD4 e CD8 em linfonodos. Sadio — animais tratados com veiculo (etanol
15%); CIA —animais que sofreram inducao de artrite induzida por colageno (CIA) e
foram tratados com etanol 15%; EHPp - animais que sofreram a inducao de CIA e
foram tratados com EHPp na dose de 0,5 mg/kg. A. Citogramas apresentam as
subpopulacdes em funcdo da expressao de CD4 e CD8. B. Percentagens de células
L-selectina nas diferentes subpopulacées sdao mostradas nos histogramas.
Experimento representativo.
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Grafico 13. Nimero absoluto de células Lsel™ entre as subpopulagdes linfocitarias
de linfonodo. Sadio — animais tratados com veiculo (etanol 15%); CIA —animais que
sofreram inducéo de artrite induzida por colageno (CIA) e foram tratados com etanol
15%; EHPp - animais que sofreram a indugao de CIA e foram tratados com EHPp na
dose de 0,5 mg/kg.Resultados representam: média £ D.P. de 2 experimentos
independentes com “pools” de linfécitos de linfonodos inguinais. * P< 0,001 em
relacao ao grupo CIA; # P< 0,001 em relacao ao grupo sadios (ANOVA e Tukey).
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Outro marcador analisado neste trabalho foi CD45RB, presente em todas as

células hematopoiéticas, possui papel essencial da ativacdo mediada pelo receptor

do antigeno de célula B e T (Janeway et al., 2000). O grafico 14 apresenta a analise

citofluorimétrica da expressdo de CD45RB em subpopulagdes de linfécitos de

linfonodos. A tabela 5 informa as percentagens de células CD45RB™ conforme

subpopulacdes linfocitarias de cada grupo estudado.

A partir dos resultados da tabela 5, pode-se avaliar que o grupo com CIA

apresentou a maior percentagem de células CD4*CD45RB", bem como em valores

absolutos (grafico 15), para linfocitos CD8+ e DN. N&o havendo diferenca

significativa entre os grupos sadios e EHPp.

Tabela 5. Percentagem de células que expressam CD45RB" nas subpopulacdes de

linfécitos de linfonodos.

Subpopulacdes celulares CD45RB" (%)

CD4
Sadios 36,5%
CIA 41,5%
EHPp 5 mg/kg 36,0%

EHPp 0,5 mg/kg 34,5%

CD8
89,9%
92,7%
89,1%
87,9%

DN
74,5%
71%
75,6%
71%
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Grafico 14. Andlise citofluorimétrica da expressdo de CD45RB em subpopulagdes de
linfécitos de linfonodos. Sadio — animais tratados com veiculo (etanol 15%); CIA —
animais que sofreram inducdo de artrite induzida por colageno (CIA) e foram
tratados com etanol 15%; EHPp - animais que sofreram a inducao de CIA e foram
tratados com EHPp na dose de 5 e 0,5 mg/kg. A. Citogramas apresentam as
subpopulacdes em funcdo da expressdao de CD4 e CD8. B. Percentagens de células
CD45RB nas diferentes subpopulagcdes sao mostradas nos histogramas.
Experimento representativo.
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Grafico 15. Numero absoluto de células CD45RB" entre as subpopulacdes
linfocitarias de linfonodos. Sadio — animais tratados com veiculo (etanol 15%); CIA —
animais que sofreram inducdo de artrite induzida por colageno (CIA) e foram
tratados com etanol 15%; EHPp - animais que sofreram a inducao de CIA e foram
tratados com EHPp na dose de 0,5 mg/kg. Resultados representam: média + D.P. de

2 experimentos independentes com “ pools” de linfocitos de linfonodos inguinais. *
P< 0,001 em relagao ao grupo CIA (ANOVA e Tukey).
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3.2 Efeito do Extrato Hidroalcoodlico de Sementes de Pterodon polygalaeflorus
na Mielopoiese em Baco (Expansdao da Populacao de Células Mac-1*) de
Camundongos Primados com Adjuvante de Freund Completo.

Granulécitos, mondécitos, células NK, subgrupo de linfécitos T, populacdes de
linfécitos B expressam CD11b (células Mac-1%). Entre outras funcdes, estas células
mediam as interacdes dos neutréfilos e dos mondécitos com o endotélio estimulado e
a expansao ou quimiotaxia dos leucécitos (Janeway et al., 2000). Com o intuito de
verificar a possivel atividade moduladora do EHPp na geracdo da populacédo de
células Mac-1* no bago de camundongos DBA1/J primados com AFC, os
camundongos foram tratados durante 9 dias com etanol 15% (veiculo) ou EHPp (5
mg/kg) ou receberam agua por via oral. No quinto dia de tratamento, injetou-se AFC
i.d. com o intuito de aumentar o nimero de células Mac-1" nos bagos dos
camundongos conforme relatado por Matthys e colaboradores (1999). Como
controle do experimento, identificou-se a percentagem normal da populacdo de
células Mac-1+ no baco de camundongos tratados com etanol 15% ou agua (sadios)
por gavagem durante 9 dias. Estes dois grupos nao receberam injecdo de AFC no 5°
dia de experimento, permitindo, desta forma, a identificacao de possivel aumento da
percentagem desta populagdo celular somente pelo tratamento com EHPp, sem a
influéncia da injecdo de AFC. No 10° dia de experimento, os bagos foram retirados e
marcados com anticorpos anti-CD11b fluorocromados para posterior analise em
Citometria de Fluxo.

Conforme resultados expressos no grafico 16, os percentuais de células Mac-
1" nos bacos de camundongos primados com AFC tratados com veiculo ou que
receberam agua aumentaram mais do que o dobro em relacdo aos animais sadios
tratados com agua ou etanol 15% cujo nivel basal se aproxima ao relatado por
Matthys e colaboradores (1999). A administracdo de EHPp aos camundongos sadios
nao alterou o percentual basal de células Mac-1" em relagdo aos animais sadios
tratados com etanol 15% (grafico 17).
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Grafico 16. Numero relativo de células Mac-1" em bacos de DBA/1J primados ou
nao com AFC e tratados com agua ou etanol 15%. Tratamento por gavagem, diario,
de agua (H20) ou etanol 15% (EtOH) do dia 1 ao 9. Grupo AFC- a mielopoiese foi
estimulada com AFC injetado i.d. no dia 5. Grupo Sadios- nao foi administrado AFC.
No 10° dia os animais foram sacrificados para andlise. Resultados representam:
média + D.P. de 2 experimentos independentes com “pools” de células de baco de 3
a 4 animais. * P<0,001 em relagdo ao animais sadios (ANOVA e Tukey).
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Grafico 17. Numero relativo de células Mac-1" em bacos de DBA1/J ndo primados
com AFC tratados com etanol ou EHPp (5 mg/kg). Tratamento por gavagem, diario,
de etanol 15% (EtOH) ou EHPp (5 mg/kg), do dia 1 ao 9. No 10° dia os animais
foram sacrificados para analise.Resultados representam: média + D.P. de 2
experimentos independentes com “pools” de células de baco de 3 a 4 animais.
P>0,05 entre EtOH e EHPp (ANOVA).
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A partir dos resultados dos controles, realizou-se o0 experimento para
verificagcdo da possivel modulagdo por EHPp da populacdo de células Mac-1* em
bacos induzido por AFC. A figura a seguir apresenta os citogramas (grafico 18A),
apresentando a distribuicdo das células em funcdo da granulosidade (SSC) e
tamanho (FSC) dos bacos dos animais tratados com etanol (EtOH) sem injecao de
AFC, animais primados com AFC tratados previamente com etanol 15% (AFC) e
animais primados com AFC tratados previamente com EHPp. O grafico 18B
apresenta os histogramas com distribuicdo das células em funcéo da expresséo de
Mac-1.

O grafico 19 demonstra o percentual de células Mac-1* no baco de
camundongos controle (sadios), camundongos primados com AFC tratados
previamente com etanol 15% (AFC), com EHPp e com extrato aquoso de Chapéu de
Couro (1,4 mg/kg, como outro controle do experimento).

Quanto ao numero absoluto de células por baco, este ndo difere entre os
animais tratados com etanol 15% néao primados (EtOH) e primados com AFC (AFC)
e entre camundongos primados com AFC tratados com etanol 15% e EHPp 0,5
mg/kg (+ EHPp) (gréfico 20).
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Grafico 18. Expressao de células Mac-1* em bagos de DBA1/J primados com AFC e
tratados com etanol ou EHPp. Tratamento e indugcdo da mielopoiese segundo
descrito na figura 22. O gréfico inserido no histograma a esquerda (B) representa o
controle de marcagéo.
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Grafico 19. Numero relativo de células Mac-1* em bagos de DBA1/J primados com
AFC e tratados com etanol ou EHPp. EtOH — animais tratados com etanol 15%; AFC
— animais tratados com etanol 15% primados com AFC; +EHPp — animais tratados
com EHPp (0,5 mg/kg) primados com AFC; +CC — animais tratados extrato aquoso
de Chapéu de Couro (1,4 mg/kg) como outro controle do experimento. Resultados
representam: média + D.P. de 2 experimentos independentes com “ pools” de
células de bago de 3 a 4 animais.” P<0,001 em relagao ao grupo AFC.
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Gréfico 20. Numero absoluto de células de bacos de DBA1/J primados com AFC e
tratados com etanol ou EHPp 0,5 mg/kg. Resultados representam: média + D.P. de 3
a 5 experimentos independentes com “pools” de células de bago de 3 a 4 animais
(EtOH n=15 bacos; AFC n=12 bacos; AFC + EHPp n=10 bagos). P>0,05 entre os
grupos (ANOVA).
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A producdo de radicais livres pelas células Mac-1 positivas foi analisada
através da marcacgéao feita por uma sonda intracelular H2-DCFDA (gréafico 21). Os
citogramas mostram a distribuicdo das células em funcdo da granulosidade e
tamanho (grafico 21). O grupo AFC apresentou uma populacdo de células com
tamanho e granulosidade altas em relacao ao grupo etanol e tratados com EHPp. Os
citogramas apresentam a distribuicdo das células em funcdo da marcacdao do
anticorpo anti-CD11b (Mac-1) e a sonda H2-DCFDA (grafico 21). Resultados
preliminares apontam que as células Mac-1", com alta producdo de radicais livres,
estdo em maior percentagem nos bacgos de animais primados com AFC em relacéo
ao baco dos animais sadios e tratados com EHPp (grafico 21). O tratamento com
EHPp 5 dias antes da injecao de AFC e mantida até o 9° dia de experimento impediu
a geracao da populagao de células Mac-1" nos bacos de animais tratados.

O estudo da populacao de células Mac-1 positivas também foi realizado nos
experimentos do modelo CIA. O grafico 22 apresenta as células dos bacos de
camundongos com CIA tratados com etanol (CIA), com EHPp (5 e 0,5 mg/kg) e
camundongos tratados com etanol (EtOH) em citogramas (granulosidade x tamanho)
e histograma, mostrando a expressado de Mac-1. Os camundongos sem inducéo de
artrite tratados com etanol 15% nao apresentaram aumento da populacéo de células
Mac-1" (grafico 22). Os animais com CIA tratados com etanol 15% (CIA)
apresentaram um aumento de cerca de 3 vezes na expressao de Mac-1 em relacao
ao grupo sadio. Resultados preliminares apontam que os tratamentos com EHPp (5
e 0,5 mg/kg), apresentam praticamente as mesmas percentagens de células Mac-1*
que o grupo CIA, cerca de 16,5%. Os nimeros absolutos de células Mac-1* também
nao foram diferentes entre o grupo CIA tratado com veiculo ou EHPp (dados nao
mostrados).

Para complementar o estudo das células Mac-1+ no baco de DBA1/J com CIA
e tratados com etanol ou EHPp, estas foram avaliadas quanto a expressao de GR.1,
uma proteina de membrana presente principalmente em neutrofilos. O grafico 23
mostra que a maioria das células Mac-1* sdo também GR.1 positivas, tanto nos
animais controle ou com CIA tratados com etanol ou EHPp.
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Grafico 21. Atividade oxidativa em células Mac-1* de bacos de DBA1/J primados
com AFC e tratados com etanol ou EHPp (0,5 e 5 mg/kg). Analise de 1 experimento
com “pool” de células de bago de 4 animais. Tratamento e indugdo da mielopoiese
segundo descrito na figura 22. Sonda H>-DCFDA detecta espécies reativas de
oxigénio.
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Grafico 22. Expressao de Mac-1+ em bacos de camundongos DBA1/J com CIA e
tratados com etanol ou EHPp. Resultados de 1 experimento com “pool” de células
de baco de 4 animais. A inducao de CIA e o tratamento foram realizados conforme
descrito na figura 22.
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Grafico 23. Expressdo de GR.1 entre células Mac-1* em bagos de DBA1/J com CIA
e tratados com EHPp. Resultados de 1 experimento com “pool” de células de baco
de 4 animais. A inducéo de CIA e o tratamento foram realizados conforme descrito
na figura 22.
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4 DISCUSSAO

Efeito do tratamento com EHPp nas subpopulacdes linféides.

O modelo experimental de Artrite Induzida por Colageno (CIA) é atualmente
um dos mais aplicados em estudos por apresentar fisiopatologia similar a Artrite
Reumatoéide humana. Nosso grupo vem demonstrando que extratos de Pterodon
pubescens sao capazes de reduzir ou mesmo impedir o infiltrado immuno-
inflamatério nas juntas, impedindo a deformacao articular (figura 6), formagdo do
pannus sinovial a partir da hiperproliferacéo de células da membrana sinovial (figura
2) e a formacdo do edema interarticular (figura 5). A diminuicdo do numero de
linfécitos nos linfonodos e, consequentemente, do seu tamanho em animais que
sofreram inducédo de CIA e foram tratados com EHPp (figuras 7 e 8) revelam um
impacto direto ou indireto do mesmo sobre a expansao dos linfocitos envolvidos no
desenvolvimento da CIA. Essa queda no numero de células induzida pelo EHPp néo
€ resultado da diminuicdo de uma subpopulacao linfocitaria em especial, ja que a
relacdo entre linfécitos CD4, CD8 ou DN (cerca de 90% de linfécitos B) em
linfonodos inguinais permanece igual em animais sadios tratados com o veiculo,
com CIA e os propensos a CIA tratados com EHPp (figura 9). O impacto assim
ocorre sobre a geracdo de células das trés subpopulagdes envolvidas no
desenvolvimento da CIA como parecem indicar os valores absolutos dos linfonodos
inguinais de animais tratados com EHPp, que se aproximam dos valores normais
(figura 10).

Efeito do tratamento com EHPp na geracao de células ativadas dentre as
subpopulacoes linféides.

O marcador de superficie CD69 tem expressdao aumentada em linfécitos T
gue recentemente contactaram antigenos (Budd et al., 1987; Lesley et al., 1988). Os

resultados da tabela 2 mostram um aumento no nimero relativo de células CD69*



91

entre as subpopulagées CD4, CD8 e DN em animais com CIA, com uma tendéncia a
reducdo nas ultimas duas subpopulacées de linfécitos com a menor dose de EHPp
(0,5 mg/kg). Isto sugere que o tratamento com EHPp pode estar impedindo, direta
ou indiretamente, a ativacao de linfécitos ou impedindo o seu acumulo no linfonodo
por estimulo de sua migragéo. O tratamento com a dose maior de EHPp (5 mg/kg)
levou a um aumento das células CD69" nas trés subpopulacdes de linfécitos em
relacdo a CIA, nao apresentando também efeito terapéutico ou linfopénico. Estes
resultados parecem corroborar os obtidos por nosso grupo com o tratamento da CIA
com extrato de sementes de P. pubescens onde doses maiores do extrato induziram
agravamento da CIA (Sabino et al., 1999a) em parte dos animais do grupo. De
destaque é o fato de que o tratamento com a dose maior de EHPp (5 mg/kg) elevou
os niveis relativos de células CD69" entre as trés subpopulagdes linfocitarias acima
dos niveis observados na CIA e que mesmo a dose menor de 0,5 mg/kg
(terapéutica) reverteu, de maneira geral, pouco a elevacdo destas células em
animais com CIA (tabela 2). Isto é indicio de que o EHPp ou ndo impede diretamente
a ativacado de linfécitos no linfonodo ou faz com que estes se acumulem nesse
orgao. Falta da chegada de fatores quimio-atraentes ao érgdo ou diminuicdo da
capacidade emigratéria das células poderiam explicar este acumulo. Resultados
preliminares mostram que o nivel de expressao da cadeia a5 de integrina (i.e. VLA-
5), ligante de fibronectina se encontra em niveis iguais nos trés grupos e nas trés
subpopulacdes (dados ndo mostrados). Isto reforga a primeira hipétese.

A reducao do numero absoluto de células CD4, CD8 e DN e dentro destas as
CD69" (figura 13) em animais tratados com dose ideal de EHPp 0,5 mg/kg em
relacdo aos nao tratados, ratificam o efeito da EHPp impedindo a geracao de células
envolvidas no desenvolvimento da CIA. Tais resultados também endossam dados da
literatura que mostram a necessidade de participacdo das trés subpopulacoes
linfocitarias para o desenvolvimento pleno da CIA (Svensson et al., 1998; Tada et al.,
1996). E importante ressaltar que o aumento de expressdo de CD69 & transitério e
que as subpopulacées de células linféides ndo sao todas ativadas ao mesmo tempo,
tornando os valores mostrados bastante significantes. Somando o0s numeros
absolutos de células CD69" das trés subpopulagdes no grupo CIA na figura 13 (~ 1,5
x10°), verificamos que estas representam cerca de 1/4 das células de um linfonodo

inguinal em animais com CIA (~ 6,0 x 105, figura 8). O nimero de células CD69* é
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reduzido & metade em animais com CIA tratados com EHPp (~0,8 x 10°), valores

proximos aos de linfonodos de animais tratados com veiculo (figura 13).

Efeito do tratamento com EHPp na geracao de células de memoria dentre as

subpopulacoes linféides.

Elevacdo da expressdao de CD44 (receptor de hiluronan) ou CD45RB
(fosfatase reguladora do TcR) e diminuicdo da expressdo na superficie de L-
selectina (CD62L; ligante de acgucares Sialil Lewis X ou A em mucoproteinas) na
membrana tém sido os principais marcadores para caracterizar células T de
memoria (Sprent, 1997), incluindo linfécitos CD8™ (Ku et al., 2000), e linfocitos B IgD
de meméria (Carril et al., 2002). Dois desses marcadores tem sido mais usados e
em conjunto (ndo sendo o caso do presente estudo): o CD44, cujo aumento parece
ocorrer primeiro, e a L-selectina, cuja perda gradual se soma ao aumento do CD44
(Sprent, 1997). Analisando a tabela 3, vemos aumentos relativos de células CD44"
entre os linfécitos CD4 e CD8 de animais com CIA em relagdo aos sadios, sugerindo
o inicio da geracao de células de memoéria. Em contraste, o namero relativo de
células L-sel™ entre as células CD4 e DN (tabela 4) diminuiu em animais com CIA
em relacdo aos sadios, sugerindo que por perderem este “homing receptor”
ganglionar estas estariam prontas a deixar o 6rgdo. Nos dois casos a dose
terapéutica de EHPp (0,5 mg/kg) reverteu os niveis de células CD44" e L-sel™ ao
padrdo dos animais sadios, principalmente as células CD4 (as principais
participantes no desenvolvimento da CIA), indicando uma provavel acao tanto na
geracdo como no éxodo das células de memédria. O aumento da expressdo de
CD45RB (fosfatase reguladora do TcR) é observado na interagdo do antigeno com o
TcR, ou seja, durante a fase de ativacao celular. Entdo, ndo surpreende o aumento
de células CD45RB" entre as células CD4 (tabela 5) no grupo CIA, & semelhanca do
que ocorre com a expressao de CD44 (figura 15), e sua reducdo com o tratamento
com EHPp (figura 21).

Analisados em conjunto, os niveis absolutos ganglionares de células CD44",
L-sel™ e CD45RB" entre as trés subpopulacdes linfocitarias aumentam
drasticamente em ganglios inguinais de animais com CIA. Embora, ao que
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conhecamos, ndo haja dados na literatura sobre a analise de células de memoria
usando este modelo em camundongos DBA1/J, os resultados aqui apresentados se
igualam aos de Campbell e colaboradores (2001) usando camundongos C57BL/6.
Mais importante ainda o tratamento com doses didrias ideais de extratos P.
polygalaeflorus impede drasticamente o desenvolvimento dessas células nos

ganglios.

Efeito do tratamento com EHPp na geracao de células Mac-1* nos bacos de
animais injetados com AFC.

Mac-1 (integrina alfaM/beta2), também conhecido como receptor de
complemento 3 (CR3), que media a adesao celular com C3b1 e ICAM-1, é expresso
em niveis variados em granulécitos, macréfagos, dendriticas, NK e B-1 (apud Taylor
et al., 1996). E rapida e positivamente regulado em neutréfilos ativados no mesmo
periodo que a CD62L ¢ liberada da superficie. Tratamento com anticorpos anti-Mac-
1 (5C6, ndo citotdxico), antes do comecgo esperado da CIA, diminui drasticamente a
sua severidade (Taylor et al., 1996). Na CIA, as primeiras células a surgir nas juntas
na regido sinovial marginal sdo Mac-1". Também s&do observadas nesta regido
células de MHC classe I, células CD4" e células IL-2r" (CD25) mas nao linfécitos B
ou linfécitos TCD8*. Na metade do periodo de desenvolvimento da CIA, as células
Mac1™ (polimorfos e macréfagos) tornam a aumentar, havendo poucos linfécitos T
(Holmdahl et al., 1988). Parte das células Mac-1* expandidas no bago migram até
as juntas onde se diferenciam em osteoclastos maduros responsaveis pela

destruicao do osso (De Klerck et al., 2004). Mais recentemente foi demonstrado que

neutrofilos ativados se ligam firmemente a células dendriticas (DCs) induzindo sua
maturacao e promovendo uma forte proliferacdo de células T polarizando-as ao tipo
“helper” 1. Essa interagdo é dependente de Mac-1 nos neutrofilos, e ndo ocorre com
outros leucocitos ja que os neutrofilos apresentam carboidratos Lewis(x) especificos
presentes na cadeia alfa(M) do Mac-1. Esta interacao permite assim um forte elo
entre a imunidade inata e a adaptativa (van Gisbergen et al., 2005).

As células inflamatérias Mac-1*, como granulécitos, macréfagos e células
dendriticas, exercem funcao importante no desenvolvimento da CIA. A introdugéo de
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um protocolo por nds estabelecido (inducao de mielopoiese em bago por AFC) a
partir do trabalho de Matthys e colaboradores (1999), que relacionaram o uso de
AFC com o aumento da hematopoese (células Mac-1") do baco e desta com a
severidade da CIA, teve o objetivo de interpretar o efeito da EHPp sobre estas
células utilizando um modelo experimental com tempo de duragdo mais curto que o
modelo da CIA.

A diferenca do protocolo de Matthys e colaboradores (1999), injetamos o AFC
isoladamente (sem CIl), ou seja, sem a geracdo de uma resposta imune
concomitante. Assim mesmo, no tempo analisado (5 dias ap6s a injecao de AFC) os
resultados reproduziram os do autor, com aumento de mais do dobro de células
Mac-1" nos animais injetados sem AFC em relagdo aos animais sadios (figura 22).
Assim, o aumento de células Mac-1" esplénicas induzido pelo AFC nesse periodo
parece independer da presenca do Cll, ou seja, de suporte de linfocitos. Ficou
também aparente que o tratamento diario ou o tipo de veiculo usado nao pareceram
causar estresse significante nos animais sadios ou injetados com AFC (figura 22) e
que o EHPp nao alterou os niveis basais (normais) de células Mac-1* dos animais
(figura 23). Mais importante ainda foi a demonstracdo que o tratamento com EHPp
reduziu os niveis de células Mac-1* nos bagos de animais tratados com AFC a niveis
préximos dos animais sadios (figuras 24 e 26). Resultados preliminares mostram que
o tratamento com EHPp reduziu drasticamente o nimero de células Mac-1" ativadas
nesse 6rgao, como medido pela sonda para deteccao de radicais livres (figura 27).
Estes resultados mostram que o EHPp nao sé interfere na mielopoiese, bem como
reduz a ativagdo das células Mac-1* esplénicas e conseqlientemente o seu suporte
(i.e., apresentacao de antigenos, e producado de citocinas e fatores quimiotaticos)
necessario a ativacao e migracao de linfécitos envolvidos no desenvolvimento da
CIA ou mesmo a sua propria participacdo inflamatéria nas articulacbes (i.e.,
producdo de mediadores inflamatérios, enzimas destruidoras de matriz e radicais

livres, prostaglandinas, ativagdo de complemento, etc).

Efeito do tratamento com EHPp na geracao de células Mac-1* nos bacos de
animais injetados com CIA.
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Causou surpresa a semelhanca do percentual de células Mac-1* em animais
com CIA tratados com etanol 15% ou EHPp (figura 28). Nao temos interpretacao
para esta observacao. Contudo, como este modelo é mais longo e apresenta duas
ondas de elevacao de células Mac-1%, a primeira com maximos entre os dia5e 10 e
a segunda entre os dias 35 e 50 (Matthys et al., 1999), é possivel que a segunda
onda, diferente da primeira, receba um suporte maior de citocinas (GM-CSF, G-CSF)
proveniente de linfocitos ativados por Cll. Cabe mencionar que os bacos de animais
com CIA pelo 48° -51¢ dia de experimento (dia do sacrificio) apresentam quase o
dobro de células em relacdo aos animais sadios sem inducdo de CIA. Também
demonstrado por Matthys e colaboradores (1999) e Campbell e colaboradores
(2001). Nao foram avaliados os pesos dos bacos dos diferentes grupos. Resultados
também preliminares mostraram que a maioria das células Mac-1* sdo Gr.1 positivas
(granulécitos). Embora ainda ndo tenhamos avaliado o percentual de
mondcitos/macréfagos nas mesmas (Anticorpo F4/80), este perfil parece ser similar

ao encontrado por Matthys e colaboradores (1999).

Mecanismos intercelulares envolvidos na resposta imunoinflamatéria da CIA

onde o EHPp poderia estar interferindo.

Inimeros trabalhos tém mostrado como podemos interferir especificamente
no desenvolvimento da CIA em diferentes vias, compartimentos e moléculas

envolvidas neste modelo. Alguns exemplos constam nos quadros a seguir:

Quadro 7a. Desenvolvimento da CIA em diferentes vias, compartimentos e
moléculas envolvidas neste modelo (continua).

Marcacao de |Referéncia Bibliografica
Ativacao

Ac anti- The effect of anti-adhesion molecule antibody on the development of
molécula de |collagen-induced arthritis. Cell Immunol., v.142, n.2, p.326-337, 1992.
adeséo

Ac anti-gp 39, |Prevention of collagen-induced arthritis with an antibody to gp39, the
ligante para |ligand for CD40. Science, v.261, n.5126, p.1328-1330, 1993.
CD40
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Quadro 7b. Desenvolvimento da CIA em diferentes vias, compartimentos e
moléculas envolvidas neste modelo (conclusao).

TCR

Ac anti-T cell |Anti-T cell receptor antibody treatment of rats with established

receptor autologous collagen-induced arthritis: suppression of arthritis without

antibody reduction of anti-type Il collagen autoantibody levels. Eur. J.
Immunol., v.21, n.5, p.1327-1330, 1991.

ECM

Ac anti-CD44 | Administration of antibodies to hyaluronanreceptor (CD44) delays the
start and ameliorates the severity of collagen Il arthritis. Scand. J.
Immunol., v.42, n.3, p.353-358, 1995.

PLAQUETAS

Antagonista |A platelet activating factor receptor antagonist prevents the

de Fator development of chronic arthritis in mice. J. Rheumatol., v.26, n.5,

ativador de p.1080-1086, 1999.

plaquetas

Trombina Amelioration of collagen-induced arthritis by thrombin inhibition. J.

Clin. Invest., v.107, n.5, p.631-640, 2001.

ANGIOGENESE

Angiogenesis inhibition suppresses collagen arthritis. J. Exp. Med.,
v.174, n.4, p.1135-1138, 1992.

CITOCINAS

TNF-alfa Anti-tumor necrosis factor ameliorates joint disease in murine
collagen-induced arthritis. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., v.89, n.20,
p.9784-9788, 1992.

INF-beta The effects of interferon beta treatment on arthritis. Rheumatology
(Oxford), v.38, n.4, p.362-369, 1999.

IL-1 Amelioration of established murine collagen-induced arthritis with
anti-IL-1 treatment. Clin. Exp. Immunol., v.95, n.2, p.237-243, 1994.

IL-13 Attenuation of collagen-induced arthritis in mice by treatment with
vector cells engineered to secrete interleukin-13. Eur. J. Immunol.,
v.26, n.10, p.2399-2403, 1996.

IL-15 Soluble IL-15 receptor alpha-chain administration prevents murine
collagen-induced arthritis: a role for IL-15 in development of antigen-
induced immunopathology. J. Immunol., v.160, n.11, p.5654-5660,
1998.

COMPLEMENTO

Ac anti-C5 Anti-C5 monoclonal antibody therapy prevents collagen-induced
arthritis and ameliorates established disease. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., v.92, n.19, p.8955-8959, 1995.

CD

CD4 Prevention of type Il collagen-induced arthritis by in vivo treatment
with anti-L3T4. J. Exp. Med., v.162, n.3, p.1105-1110, 1985.

TECNICA DE TRANSFERENCIA DE CELULAS

Linfocito T Effective treatment of collagen-induced arthritis by adoptive transfer

CD25* of CD25+ regulatory T cells. Arthritis Rheum., v.52, n.7, p.2212-2221,

2005.
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Quadro 8. Moléculas importantes na melhora e/ou supressao da CIA.

MARCACAO DE ATIVACAO

Referéncia Bibliografica

CD23

Importance of CD23 for collagen-induced arthritis:
delayed onset and reduced severity in CD23-
deficient mice. J. Immunol., v.162, n.7, p.4266-4270,
1999.

CD28

CD28-deficient mice are highly resistant to collagen-
induced arthritis. J. Immunol., v.162, n.1, p.203-208,
1999.

Intercellular adhesion

Reduced susceptibility to collagen-induced arthritis

molecule-1 in mice deficient in intercellular adhesion molecule-1.
J. Immunol., v.157, n.7, p.3153-3158, 1996.

Anti-CD5 Anti-CD5 therapy decreases severity of established
disease in collagen type llI-induced arthritis in DBA/1
mice. Clin. Exp. Immunol., v.98, n.3, p.442-447,
1994.

HORMONIOS

Femininos
Female sex hormones suppress development of
collagen-induced arthritis in mice. Arthritis Rheum.,
v.29, n.12, p.1501-1509, 1986.

Gravidez Exposure of female mice to type Il collagen reduces

susceptibility to collagen-induced arthritis in
offspring. Eur. J. Immunol., v.20, n.9, p.2149-2152,
1990.

NEUROIMUNOMODULACAO

Estresse por barulho

Exacerbation of collagen arthritis by noise stress. J.
Rheumatol., v.10, n.4, p.651-654, 19883.

Escuridao constante

Constant darkness enhances autoimmunity to type Il
collagen and exaggerates development of collagen-
induced arthritis in DBA/1 mice. J. Neuroimmunol.,
v.27,n.1, p.79-84, 1990.

QUIMIOCINAS

Antagonista de receptores de
quimiocinas

Effect of a CC chemokine receptor antagonist on
collagen induced arthritis in DBA/1 mice. Immunol.
Lett., v.57,n.1-3, p.117-120,1997.
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Quadro 9. Citocinas que aumentam a CIA.

Referéncia Bibliografica

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony stimulating factor exacerbates collagen induced
arthritis in mice. Ann. Rheum. Dis., v.56, n.6, p.364-368, 1997.

IL-1 In vivo administration with IL-1 accelerates the development of collagen-induced
arthritis in mice. J. Immunol., v.141, n.3, p.834-841, 1988.

IL-2 Immunosuppression of collagen-induced arthritis in mice with an anti-IL-2 receptor
antibody. J. Immunol., v.141, n.4, p.1150-1154, 1988.

IL-6 Blockage of interleukin-6 receptor ameliorates joint disease in murine collagen-induced
arthritis. Arthritis Rheum., v.41, n.12, p.2117-2121, 1998.

IL-15 Soluble IL-15 receptor alpha-chain administration prevents murine collagen-induced

arthritis: a role for IL-15 in development of antigen-induced immunopathology. J.
Immunol., v.160, n.11 ,p.5654-5660, 1998.

IL-17 Suppression of immune induction of collagen-induced arthritis in IL-17-deficient mice.
J. Immunol., v.171, n.11, p.6173-6177, 2003.
IL-18 A proinflammatory role for IL-18 in rheumatoid arthritis. J. Clin. Invest., v.104, n.10,

p.1393-1401, 1999.

Quadro 10. Citocinas que diminuem a CIA.

Referéncia Bibliografica

TGF-beta | Protective effect of transforming growth factor beta 1 on experimental autoimmune
diseases in mice. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., v.88, n.7, p.2918-2921, 1991.

IL-4 Suppression of collagen-induced arthritis by continuous administration of IL-4. J.
Immunol., v.159, n.11, p.5687-5696, 1997.
IL-11 An anti-inflammatory role for interleukin-11 in established murine collagen-induced

arthritis. Immunology, v.95, n.1, p.31-37, 1998.

IL-10 Interleukin-10 inhibition of the progression of established collagen-induced arthritis.
Arthritis Rheum., v.39, n.3, p.495-503, 1996.

Desta forma, parece aqui inoportuno divagar sobre em qual ou quais desse(s)
ponto(s) EHPp poderia estar interferindo. O trabalho de Matthys e colaboradores
(1999) destaca um papel importante do AFC como provavel indutor da secrecao de
IL-6 e IL-12 no desenvolvimento da CIA e do IFNy (citocina padrao da resposta Th1)
no controle negativo da hematopoese extramedular esplénica. Assim, a avaliacéo
destas citocinas, bem como de citocinas Th2 (e.g. IL-10), sdo alvos obrigatérios de
estudos futuros. Avaliacdo de células regulatérias negativas CD4'CD3"
(subpopulacdo de célula dendritica; Lane et al., 2005), CD8" (Myers et al., 2005) e
CD4" CD25" (Maloy & Powrie, 2001) também se fazem necessarias. Interessante, as
células reguladoras CD8" (via TGFB) como as CD4" CD25" dependem de IFNy para
exercer o seu efeito supressor (Myers et al., 2005; Kelchtermans et al., 2005,

respectivamente), no ultimo caso na CIA. Da mesma maneira, isolamento das
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células Mac-1" de animais tratados com EHPp podem permitir a analise molecular

das mesmas.

Que substancias presentes no extrato poderiam promover o efeito terapéutico
de EHPp na CIA?

Trabalho anterior usando as espécies P. emarginatus e P. polygalaeflorus,
responsabilizaram derivativos do vouacapan (furano-diterpenos tetra-ciclicos) pela
capacidade anti-inflamatéria encontradas nas sementes dessas arvores (Nunan et
al., 1982). Contudo, o 6leo das sementes de P. polygalaeflorus exibe uma mistura
muito complexa com alcoois de cadeia longa, sesquiterpenos nao ciclicos,
sesquiterpenos monociclicos, diterpenos aciclicos, diterpenos tri- e tetra-ciclicos, a
maioria dos quais ainda ndo caracterizada. Nosso grupo recentemente identificou no
60leo de sementes de P. pubescens por GC/MS ou NMR, alguns compostos
majoritarios como derivativos do vouacapan e os sesquiterpeno aciclicos farnesol
and geranilgeraniol. Importante, subfragdes ainda complexas desse éleo,
enriquecida em derivativos do vouacapan ou em farnesol, foram bastante ativas em
impedir o edema plantar induzido por carragenina (0,1 mg/kg) e o edema de orelha
induzido por 6leo de créton (0,1 mg/orelha) em camundongos. Uma terceira fragao
composta somente por geranilgeraniol foi bastante ativo (na ordem de 0,1 ng/orelha)
somente no ultimo ensaio (Silva et al., 2004). Adicionalmente, experimentos usando
0 modelo de pleurisia induzida por carragenina em camundongos, revelaram uma
forte inibicao da infiltracao pleural de leuc6citos apo6s tratamento com dose Unica das
fracdo enriquecida em vouacapans ou da fracdo geranilgeraniol, ambas com a
melhor dose em 0,1 mg/kg (resultados nao publicados). Portanto, embora existam
outras substancias presentes em duas dessas fracdes, 0s compostos mencionados
sao os primeiros candidatos para a atividade anti-edematogénica e anti-inflamatéria
exibida nesses modelos, bem como na CIA. E importante lembrar que a semente de
sucupira é bastante oleosa e o tratamento da CIA foi realizado com extratos aquosos
(15% etanol), enquanto as fragdes acima citadas foram obtidas a partir do éleo
extraido com etanol absoluto. Ainda assim, acreditamos que pelo longo tempo de



100

extracdo (15 dias) e pela presenca do alcool a 15%, os extratos parecem possuir
muitas das substadncias mencionadas. Extracdo dos extratos hidroalcodlicos
liofilizados com etanol absoluto nos respondera isso.

Especulacao sobre os mecanismos bioquimicos de acdao de substancias
presentes no 6leo (e extrato aquoso?) da Sucupira.

Farnesilacdo e/ou geranilgeranilizagdo representam modificacdes péds-
traducionais requiridas para o processamento de proteinas nas membranas
celulares, permitindo assim desempenhar o seu papel em processos de sinalizacao
ou catalise. Drogas que inibem essas prenilacbes, como as estatinas, tém sido
demostrado que aumentam a expressdo de ciclooxygenase-2 e a formacdo de
prostaciclinas por células de musculo liso de aortas humanas, o efeito sendo
revertido pela adicdo de geranilgeranil-pirofosfato (Degraeve et al., 2001).

Portanto, ndo podemos descartar a possibilidade de que um oferecimento
continuo de precursores de prenilagdo (ex. farnesol e geranilgeraniol), presentes no
EHPp, possam estar afetando negativamente eventos de sinalizagdo envolvidos no
desenvolvimento da CIA, tais como a producao de prostaglandinas. Curiosamente,
extratos de sucupira sao capazes de inibir a agregacao plaquetaria induzida pelo
acido araquidénico em plasma de coelho (resultados ndo publicados). Contudo, para
que a hipétese de atuacdo da sucupira na prenilacdo seja valida, farnesol e
geranilgeraniol deveriam estar na forma funcional de pirofosfato. Hepatécitos
possuem pelo menos uma enzima que leva a formagao de farnesil pirofosfato
(Bentinger et al., 1998).
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5 CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados ratificam o uso popular de infusées com
sementes de sucupira, no presente caso de P. polygalaeflorus, no tratamento de
Artrite Reumatdide humana e se somam aos anteriormente obtidos por nosso grupo
para a Pterodon pubescens, outra variedade de sucupira (Sabino et al., 1999a;
Pinto-Coelho et al., 2004). Assim, o extrato hidroalcodlico de Pterodon pubescens e
de P. polygalaeflorus despontam com potencial uso na medicina alternativa e
complementar, ndo s6 para o tratamento da AR e outras situacdes inflamatdrias,
como também atestam dados do nosso grupo usando outros modelos de inflamacéao
(Silva et al., 2004), bem como em outras situagbes de imunidade crénica, como
doencas autoimunes degenerativas (ex. espondilite, lupus) e estados de rejeicao a
transplantes. A aparente falta de efeitos colaterais em camundongos (Pinto-Coellho
et al., 2001) também indica o extrato hidroalcodlico de Pterodon para ensaios

clinicos.
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