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RESUMO 

 

LEAL, Nathália Regina Felizardo. Avaliação do potencial anti-inflamatório agudo e 

crônico e imunossupressor do extrato etanólico de Pterodon polygalaeflorus através de 

estudos in vivo e in vitro. 2011. 131f. Dissertação (Mestrado em Biociências) - Instituto de 

Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, 2011. 

 

O gênero Pterodon pertence à família das Papilonaceas e inclui cinco espécies nativas 

do Brasil: P. pubescens Benth., P. emarginatus Vog., P. apparicioi Pedersoli e P. abruptus 

Benth., sendo a espécie objeto deste estudo a P. polygalaeflorus Benth.. Seus frutos são 

livremente comercializados em mercados da flora medicinal e utilizados pela medicina 

popular devido a propriedades anti-reumática, analgésica, antiinflamatória, dentre outros 

efeitos associados a esses frutos. O principal uso popular está relacionado ao efeito 

antiartrítico que parece se encontrar na fração oleosa do fruto. O objetivo deste trabalho foi 

avaliar o extrato etanólico de Pterodon polygalaeflorus (EEPpg) quanto ao seu potencial 

antiinflamatório crônico através do modelo de artrite induzida por colágeno (CIA) e seu efeito 

sobre os linfócitos in vitro, bem como sobre a expansão de células MAC-1
+
 induzida por 

adjuvante completo de Freund (AFC). A caracterização química do EEPpg foi realizada por 

cromatografia em camada delgada (TLC), cromatografia líquida de alta performance (HPLC) 

e cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de massa (GC-MS), através dos quais uma 

gama de compostos, incluindo terpenóides de polaridades variadas e flavonóides, foram 

observados. No modelo de CIA, o EEPpg reduziu significativamente parâmetros associados 

ao desenvolvimento e progressão da doença e à severidade da doença , inibindo em até 99% o 

seu desenvolvimento e levando a ausência de sinais clínicos evidentes após tratamento com as 

menores doses do extrato (0,01 mg/kg e 0,001 mg/kg). O tratamento com EEPpg também 

reduziu características histopatológicas típicas de articulações de animais com CIA, que 

também são observadas na artrite reumatóide. O EEPpg reduziu significativamente o peso dos 

linfonodos dos camundongos, bem como o  número absoluto de segmentados, monócitos e 

linfócitos no sangue. In vitro, O EEPpg mostrou uma atividade anti-proliferativa dos 

esplenócitos estimulados com concanavalina A (Con A) ou lipopolissacarídeo (LPS) 

analisada através do ensaio de redução do sal de tetrazólio MTT, corroborada pelo seu efeito 

sobre o ciclo celular de linfócitos estimulados com Con A, onde o EEPpg nas concentrações 

de 5, 10 e 20 µg/mL reduziu significativamente, de maneira concentração-dependente, o 

número de células nas fases S+G2/M e aumentou na fase G0/G1 do ciclo celular. O efeito 

anti-proliferativo do EEPpg parece também estar associado ao aumento da apoptose dos 

linfócitos após estimulação com Con A, com aumento estatisticamente significativo no 

percentual de células mortas por apoptose  nas maiores concentrações . O EEPpg inibiu a 

expansão de células Mac-1
+
 induzida por AFC no baço, porém não no peritônio. Esse 

resultado sugere um efeito inibidor do EEPpg sobre a migração celular para as articulações 

artríticas. Esses resultados contribuem para a validação do uso popular de P. polygalaeflorus 

contra doenças relacionadas a processos inflamatórios e imunes, sobretudo na artrite 

reumatóide, antes nunca demonstrado. 

 

Palavras-chave: Sucupira. Pterodon polygalaeflorus. Inflamação. Artrite Reumatoide. 

Mielopoiese. Apoptose. 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The genus Pterodon belongs to the family Papilonaceas and includes five native 

species of Brazil: P. pubescens Benth., P. emarginatus Vog., P. apparicioi Pedersoli and 

P. abruptus Benth., being the object of this study the species P. polygalaeflorus Benth . Its 

fruits are freely traded in markets and medicinal plants used in folk medicine due to anti-

rheumatic, analgesic, antiinflammatory, among other effects associated with these fruits. The 

main use is related to the popular anti-arthritic effect that seems to be found in oily fraction of 

the fruit. The aim of this study was to evaluate the ethanol extract of Pterodon 

polygalaeflorus (EEPpg) for their potential anti-inflammatory chronic through the model of 

collagen-induced arthritis (CIA) and its effect on lymphocytes in vitro, as well as the MAC-

cell expansion 1 + induced by Freund's complete adjuvant (CFA). The chemical 

characterization of EEPpg was performed by thin layer chromatography (TLC), high-

performance liquid chromatography (HPLC) and gas chromatography coupled with mass 

spectrometry (GC-MS), through which a range of compounds, including terpenoids 

polarity varied and flavonoids, were observed. In model of CIA, EEPpg significantly reduced 

parameters associated with the development and progression of disease and disease severity, 

inhibiting up to 99% its development and leading to the absence of obvious clinical signs after 

treatment with lower doses of the extract (0,01 mg/kg and 0.001 mg/kg). Treatment with 

EEPpg also reduced histopathological features typical of arthritic joints that are also observed 

in rheumatoid arthritis. The EEPpg significantly reduced the weight of the lymph nodes of 

mice as well as the absolute number of segmented, monocytes and lymphocytes in the 

blood. In vitro, EEPpg showed an anti-proliferative activity of splenocytes stimulated with 

concanavalin A (Con A) or lipopolysaccharide (LPS) analyzed by testing to reduce the 

tetrazolium salt MTT, supported by its effect on the cell cycle of lymphocytes stimulated 

with Con A, where the EEPpg at concentrations of 5, 10 and 20 mg/mL significantly reduced 

in concentration-dependent manner, the number of cells in phases S + G2 / M and increased 

G0/G1 phase of cell cycle. The anti-proliferative EEPpg seems also to be associated with 

increased apoptosis of lymphocytes after stimulation with Con A, with a statistically 

significant increase in the percentage of dead cells by apoptosis at higher concentrations. The 

EEPpg inhibited the expansion of Mac-1 + cells induced by AFC in the spleen but not in the 

peritoneum. This suggests an inhibitory effect on cell migration by EEPpg into arthritic 

joints. These results help to validate the popular use of P. polygalaeflorus against diseases 

related to inflammatory and immune disorders, especially rheumatoid arthritis, never shown 

before. 

 

Keywords: Sucupira. Pterodon polygalaeflorus. Inflammation. Rheumatoid Arthritis. 

Apoptosis. Myelopoiesis. 

 

 



 

 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

                                                                                                                                    

Figura 1 Pterodon polygalaeflorus Benthan e seus frutos....................................... 28 

Figura 2 Sinais cardinais da inflamação...................................................................... 30 

Figura 3 Eventos celulares: etapas da cascata de adesão leucocitária..................... 33 

Figura 4 Vias extrínseca e intrínseca da apoptose....................................................... 47 

Figura 5 Patogênese da artrite reumatóide com base na visão unificada das diversas 

hipóteses geradas para a gênese e desenvolvimento da doença.................... 

 

51 

Figura 6 Patogênese da artrite induzida por colágeno................................................. 58 

Figura 7 Análise por cromatografia em camada delgada (TLC) do EEPpg................ 71 

Figura 8 Cromatogramas do EEPpg obtidos por HPLC em coluna C18 monitorada 

em 254 e 220 nm........................................................................................... 

 

73 

Figura 9 Cromatograma do EEPpg por GC/MS.......................................................... 75 

Figura 10 Visualização do edema das patas dos camundongos DBA/1J com CIA e 

tratados com EEPpg...................................................................................... 

 

76 

Figura 11 Efeito do EEPpg sobre (A) o desenvolvimento e (B) a severidade de 

escore clínico da CIA.................................................................................... 

 

77 

Figura 12 Análise histológica da pata de camundongo DBA/1J sadio.......................... 79 

Figura 13 Análise histopatológica da pata de camundongo com CIA.......................... 80 

Figura 14 Análise histológica das patas de camundongos DBA/1J com CIA tratados 

ou não com EEPpg........................................................................................ 

 

82 

Figura 15 Avaliação do efeito do EEPpg sobre os leucócitos totais do sangue de 

camundongos com CIA................................................................................. 

 

85 

Figura 16 Avaliação do efeito do EEPpg sobre os tipos de leucócitos do sangue de 

camundongos com CIA................................................................................. 

 

86 

Figura 17 Atividade anti-proliferativa do EEPpg sobre esplenócitos de 

camundongos DBA/1J.................................................................................. 

 

88 

Figura 18 Análise citofluorimétrica do ciclo celular de esplenócitos murinos 

estimulados com Con A na presença de EEPpg............................................ 

 

89 

Figura 19 Análise do número de esplenócitos de camundongos DBA/1J machos 

estimulados com Con A e na presença de EEPpg nas fases S + G2/M........ 

 

91 

   



 

 

 

 

Figura 20 Efeito do EEPpg na apoptose de esplenócitos estimulados por 48 h com 

Con A, por marcação com anexina V- FITC e PI......................................... 

 

92 

Figura 21 Análise citofluorimétrica do tamanho e granulosidade de esplenócitos de 

camundongos da linhagem C57Bl/6 machos do modelo de mielopoiese 

induzida por AFC.......................................................................................... 

 

 

94 

Figura 22 Análise citofluorimétrica do percentual de esplenócitos Mac-1
+ 

nos 

camundongos da linhagem C57Bl/6 machos do modelo de mielopoiese 

induzida por AFC.......................................................................................... 

 

 

95 

Figura 23 Efeito do AFC na indução da mielopoiese de células Mac-1
+
 entre os 

esplenócitos................................................................................................... 

 

96 

Figura 24 Efeito do EEPpg na mielopoiese induzida por AFC no baço de 

camundongos DBA/1J.................................................................................. 

 

98 

Figura 25 Efeito do EEPpg sobre o percentual de células mieloides Mac-1
+
 no 

peritônio de camundongos injetados com AFC............................................ 

 

95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 Valores de Rf do extrato etanólico de Pterodon polygalaeflorus 

obtidos por TLC em sílica gel 60..................................................... 

 

71 

Tabela 2 Tempo de retenção dos picos principais dos cromatogramas do 

EEPpg obtidos por HPLC monitorada a 220 e 254 nm relativos à 

Figura 8............................................................................................. 

 

 

74 

Tabela 3 Nome e Tr dos compostos identificados no EEPpg por 

GC/MS.............................................................................................. 

 

75 

Tabela 4 Peso absoluto e relativo de órgãos de camundongos DBA/1J 

sadios, ou com CIA (após 49 dias) tratados oralmente com etanol 

15% (CIA) ou com EEPpg............................................................... 

 

 

83 

Tabela 5 Percentual de leucócitos no sangue dos camundongos DBA/1J 

sadios ou com CIA (após 50 dias) tratados com EtOH 15% ou 

EEPpg............................................................................................... 

 

 

85 

 

 



 

 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS  

 

5-HT Serotonina 

AINES Antiinflamatórias não-esteroidais 

ACPA Anticorpo contra peptídeo citrulinado 

AFC Adjuvante completo de Freund 

Ag Antígeno 

ANVISA Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

AP-1 Fator de transcrição ativador 1 

Apaf-1 Fator apoptótico ativador de protease-1 

DNMT DNA metiltransferase 

APCs Células apresentadoras de antígeno  

AR Artrite Reumatóide 

BAX Proteína X associada a BCL-2 

BLyS Ligante estimulador de linfócito B 

BIM Mediador de morte celular que interage com BCL-2 

CAM Medicina Alternativa e Complementar. 

cFLIP Proteina inibidora celular semelhante a FLICE 

CIA Artrite induzida por colágeno 

CII Colágeno II 

COX-1 Ciclooxigenase 1 

COX-2 Ciclooxigenase 2 

DA Doenças autoimunes 

DISC Complexo sinalizador indutor de morte 

DMARDs Drogas modificadores da doença 

DNMT DNA metiltransferase  

EEPpg Extrato etanólico de Pterodon polygalaeflorus 

EOPp Extrato oleoso de Pterodon pubescens 

EHPp Extrato hidroalcoólico de Pterodon pubescens 

eNOS Óxido nítrico sintase endotelial 

FDA Food and Drug Admnistration 

GC-MS Cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de massa 



 

 

 

 

GM-CSF Fator estimulador de colônia granulócito-macrófago 

HLA Antígeno leucocitário humano 

HPLC Cromatografia líquida de alta performance 

IA Índice de artrite 

ICAM-1 Molécula de adesão intercelular 1 

ICAM-2 Molécula de adedão intercelular 2 

IgE Imunoglobulina E 

IgG2a Imunoglobulina G2a 

IL Interleucina  

INF- Interferon alfa  

INF- Interferon beta 

INF- Interferon gama 

i.p Intraperitonial 

JAM-A Molécula de adesão juncional A 

LPS Lipopolissacarídeo 

LTB4 Leucotrieno B4 

LTC4 Leucotrieno C4 

LTD4 Leucotrieno D4 

LTE4 Leucotrieno E4 

Mac-1 Molécula de adesão celular 1 

MHC Complexo de Histocompatibilidade Maior 

MAP Proteína ativada por mitógeno 

MMP Metaloproteinase de matriz 

NF-B Fator nuclear B 

NK Células Natural Killer 

NKT Células T Natural Killer 

NO Óxido nítrico 

NLR Receptor intracelular do tipo NOD (NOD-like receptor) 

OMG Organização Mundial de Saúde 

OPp Óleo de Pterodon pubescens 

PAF Fator de ativação plaquetária 

PAMPs Padrões moleculares associados à patógenos 



 

 

 

 

PECAM-1 Molécula de adesão plaqueta-célula endotelial 1  

PRRs Receptores de reconhecimento de padrões 

RANKL Ligante do receptor ativador do NF-B 

RDC Resolução de Diretoria Colegiada 

RE Resoluções específicas 

Rf Mobilidade relativa ao solvente (rate flow) 

ROS Espécies Reativas de Oxigênio 

SIRC Reposta inflamatória sistêmica 

tBID BID truncada. 

TGF- Fator de crescimento transformante beta 

TH Linfócitos T helper  

TLC Cromatografia em camada delgada 

TLRs Receptores do tipo Toll (Toll-like receptors) 

TNF- Fator de necrose tumoral alfa 

TNF-R1 Receptor do fator de necrose tumoral 

Tr Tempo de retenção 

Tregs Células T reguladoras 

TXA2 Tromboxano A2 

UV Ultravioleta 

VCAM-1 Molécula de adesão vascular 1 

VEGF Fator de crescimento do endotélio vascular 

v.o. Via oral 

WHO World Health Organization 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

SUMÁRIO  

 

 INTRODUÇÃO......................................................................................... 18 

1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA................................................................   20 

1.1 Produtos Naturais: plantas Medicinais.................................................. 20 

1.1.1 Histórico..................................................................................................... 20 

1.1.2 Plantas medicinais como agentes terapêuticos ou fitoterápicos................. 21 

1.2 Gênero Pterodon....................................................................................... 25 

1.2.1 Pterodon polygalaelforus Bentham............................................................ 27 

1.3 Inflamação................................................................................................. 29 

1.3.1 Inflamação aguda........................................................................................ 31 

1.3.1.1 Eventos vasculares...................................................................................... 32 

1.3.1.2 Eventos celulares........................................................................................ 33 

1.3.2 Inflamação crônica...................................................................................... 35 

1.3.3 Mediadores inflamatórios........................................................................... 36 

1.4 Sistema imune........................................................................................... 38 

1.4.1 Sistema imune inato.................................................................................... 38 

1.4.2 Sistema imune adaptativo........................................................................... 40 

1.5 Células da resposta imune........................................................................ 41 

1.5.1 Neutrófilos.................................................................................................. 41 

1.5.2 Macrófagos................................................................................................. 41 

1.5.3 Linfócitos.................................................................................................... 43 

1.6 Apoptose no sistema imune...................................................................... 44 

1.7 Doenças auto-imunes................................................................................ 46 

1.8 Artrite reumatóide................................................................................... 48 

1.8.1 A patogênese da AR................................................................................... 50 

1.8.2 Imunologia da AR....................................................................................... 52 

1.8.3 Tratamento da AR....................................................................................... 54 

1.9 Artrite induzida por colágeno.................................................................. 55 

2 MATERIAL.............................................................................................. 59 

2.1 Produto natural......................................................................................... 59 



 

 

 

 

2.2 Animais...................................................................................................... 59 

2.3 Material descartável e outros.................................................................. 59 

2.4 Reagentes, soluções e anticorpos e outros............................................... 60 

2.5 Equipamentos............................................................................................  61 

3 MÉTODOS................................................................................................ 62 

3.1 Preparo do extrato etanólico de Pterodon polygalaeflorus................... 62 

3.2 Rendimento............................................................................................... 62 

3.3 Análise do EEPpg por cromatografia em camada delgada (TLC)...... 62 

3.4 

 

Análise do EEPpg por cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplada a detector de fotodiodo (HPLC-DAD)....................................  

 

63 

3.5 Análise do EEPpg por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrômetro de massa (GC/MS)........................................................... 

 

64 

3.6 Estudo do efeito antiartrítico do EEPpg................................................. 64 

3.6.1 Modelo de artrite induzida por colágeno (CIA)......................................... 64 

3.6.2 Tratamento com EEPpg dos camundongos com CIA................................  65 

3.6.3 Contagem de células do sangue..................................................................  65 

3.6.4 Análise histopatologia das patas dos animais com CIA.............................  66 

3.7 Ensaio de proliferação de esplenócitos...................................................  66 

3.8 Análise do ciclo celular............................................................................. 67 

3.9 Avaliação do nível de apoptose - Anexina V e PI................................... 68 

3.10 Modelo de mielopoiese induzida por adjuvante completo de Freund 

(AFC)......................................................................................................... 

 

68 

3.11 

 

Avaliação do efeito do EEPpg sobre a mielopoieseo número de 

células Mac-1
+
 no baço e no peritônio após injeção com AFC........... 

 

69 

3.12 Análise estática.......................................................................................... 69 

4 RESULTADOS......................................................................................... 70 

4.1 Rendimento do EEPpg............................................................................. 70 

4.2 Caracterização fitoquímica do EEPpg.................................................... 70 

4.2.1 Análise por cromatografia em camada delgada do EEPpg......................... 70 

4.2.2 Análise do perfil cromatográfico do EEPpg por HPLC-DAD e GC-MS... 72 

4.3 Estudo do efeito do EEPpg sobre a artrite induzida por colágeno...... 72 

4.3.1 Efeito do EEPpg sobre o desenvolvimento e a severidade da CIA............ 72 



 

 

 

 

4.3.2 Efeito do EEPpg sobre alterações histopatológicas das patas dos 

camundongos com CIA.............................................................................. 

 

78 

4.3.3 Efeito subagudo do EEPpg sobre o peso dos órgãos de camundongos 

com CIA...................................................................................................... 

 

81 

4.3.4 Efeito do EEPpg sobre o número de leucócitos totais no sangue de 

camundongos com CIA.............................................................................. 

 

84 

4.4 Efeito do EEPpg sobre a proliferação in vitro de esplenócitos de 

camundongos DBA/1J machos induzida por diferentes mitógenos..... 

 

84 

4.5 Efeito do EEPpg sobre o ciclo celular.................................................... 87 

4.6 Efeito do EEPpg sobre a apoptose.......................................................... 90 

4.7 Efeito do EEPpg sobre o número de células Mac-1
+
 no baço e no 

peritônio de camundongos DBA/1J após injeção com AFC................. 

 

93 

4.7.1 Modelo de mielopoiese induzida por adjuvante completo de Freund........ 93 

4.7.2 Efeito do tratamento com EEPpg sobre a expansão de células Mac-1
+
 

induzida por AFC....................................................................................... 

 

97 

5 DISCUSSÃO............................................................................................. 100 

6 CONCLUSÕES......................................................................................... 111 

 REFERÊNCIAS........................................................................................ 113 

 

 



18 
 

INTRODUÇÃO 

  

A inflamação é um mecanismo fisiológico, cuja principal função é resolver um 

processo infeccioso ou reparar um dano tecidual e retornar ao estado homeostático do 

organismo. Logo, a resposta inflamatória ideal deve ser rápida, específica e autolimitada 

(Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Barton, 2008). O excesso de resposta, entretanto, pode 

conduzir ao desenvolvimento de uma inflamação patológica, que está relacionada à perda da 

tolerância e/ou de processos regulatórios, que em excesso, podem levar a danos irreversíveis 

ao tecido e ao desenvolvimento de doenças (Calder et al., 2009). 

A artrite reumatoide é uma doença autoimune sistêmica que tem como principais alvos 

as articulações, causando artrite inflamatória (Lorenzo, 2007). A inflamação crônica e 

exarcebada leva ao dano articular, além de outras doenças co-existentes, principalmente no 

sistema cardiovascular e destruição óssea, incapacitando os indivíduos que a possuem, 

acompanhado de crescente declínio sócio-econômico. Desta forma, a artrite reumatóide é uma 

doença de importância social (McInnes e O‘Dell, 2010). 

A artrite reumatoide é uma doença sem cura. Vários medicamentos tem sido utilizados 

a fim de minimizar os sintomas e melhorar a doença, porém efeitos restritos, os diversos 

efeitos colaterais e também o alto custo dessas terapias tornam seu uso limitado (Scott et al., 

2010).  Com base nisso, novas formas de terapia tornam-se fundamentais. O estudo de 

produtos naturais, incluindo as plantas, tem mostrado que estes podem ser importantes ―minas 

de ouro‖ no tratamento da artrite reumatoide, através da modulação das respostas 

inflamatórias (Khanna et al., 2007). Nessa dissertação o efeito artrítico do extrato etanólico de 

Pterodon polygalaeflorus e alguns dos mecanismos de ação da planta foram estudados. A 

Pterodon polygalaeflorus pertence ao gênero Pterodon, cujas plantas deste gênero tem como 

principal uso pela população brasileira no tratamento da artrite (Pio Corrêa, 1984; Sabino, 

1995). Estudos realizados anteriormente em nosso laboratório (LIA-BPPN, UERJ) 

demonstraram uma ação antiartrítica do extrato hidroalcoólico dos frutos de Pterodon 

pubescens (EHPp) em modelo de artrite experimental (Sabino et al., 1999ª). Desse modo, 

demonstrar a existência de um efeito antiartrítico de Pterodon polygalaeflorus e/ou de efeitos 

sobre componentes da resposta imune e inflamatória torna-se de grande relevância, tanto do 

ponto de vista etnofarmacológico e principalmente do ponto de vista terapêutico. 

Sendo assim, o objetivo geral desta dissertação foi avaliar o potencial anti-

artritogênico do extrato etanólico de Pterodon polygalaeflorus através do modelo de artrite 

induzida por colágeno (CIA) e seu mecanismo de ação e os objetivos específicos foram: 
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 Avaliar as alterações bioquímicas e morfológicas da CIA através de métodos 

histoquímicos. 

 Avaliar o efeito anti-proliferativo do extrato etanólico de Pterodon 

polygalaeflorus sobre cultura de esplenócitos murinos. 

 Avaliar o efeito do extrato etanólico de Pterodon polygalaeflorus sobre o ciclo 

celular e na indução de morte celular por apoptose em esplenócitos murinos; 

 Estudar o efeito do extrato etanólico de Pterodon polygalaeflorus sobre a 

expansão de células Mac-1
+
 induzida por adjuvante de Freund completo. 
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1  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

  

1.1 Produtos Naturais: plantas medicinais 

 

1.1.1 Histórico 

 

Ao longo dos séculos, os seres humanos têm contado com a natureza para suas 

necessidades básicas na produção de alimentos, abrigos, roupas, meios de transporte, 

fertilizantes, aromas e fragrâncias, e não menos importante, os medicamentos (Gurib-Fakim, 

2006). 

Desde os primórdios da civilização há uma preocupação constante da população pela 

procura de tratamento das principais doenças que acometem a humanidade. Isto é facilmente 

comprovado pelos inúmeros registros encontrados nas primeiras civilizações que habitaram a 

terra. Basicamente, os recursos terapêuticos utilizados pelos nossos ancestrais concentravam-

se notadamente nas plantas, animais e minerais (Calixto e Siqueira Jr., 2008). 

A história do desenvolvimento das civilizações Oriental e Ocidental é rica em 

exemplos da utilização de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em 

mecanismos de defesa, merecendo destaque as civilizações Egípcia, Greco-romana e Chinesa 

(Viegas Jr. e Bolzani, 2006). É provável que o profundo conhecimento de plantas medicinais 

em culturas tradicionais foi desenvolvido através de tentativas e erros durante muitos séculos, 

e as mais importantes curas foram cuidadosamente transmitidas oralmente de uma geração 

para outra. Embora algumas das propriedades terapêuticas atribuídas às plantas tenham sido 

provadas como erradas, a terapia com plantas medicinais é baseada nos resultados empíricos 

de centenas e milhares de anos (Gurib-Fakim, 2006). Há registros do uso de plantas 

medicinais, como a papoula (Papaver somnniferum), maconha (Cannabis sativa), babosa 

(Aloe vera), dentre outras, há milhares de anos antes de Cristo (Calixto e Siqueira Jr., 2008).  

A Revolução Industrial e o desenvolvimento da Química Orgânica resultaram na 

preferência por produtos sintéticos para tratamentos farmacológicos devido à fácil obtenção 

de compostos puros, que após modificações estruturais puderam produzir drogas mais ativas e 

seguras. Consequentemente, nas sociedades ocidentais industrializadas passou-se a considerar 

o uso de drogas a partir de recursos naturais como uma opção para pessoas de baixa educação 

ou baixa renda ou simplesmente como uma superstição religiosa sem valor farmacológico 

(Rates, 2001). 
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No século XIX iniciou-se, efetivamente, a procura pelos princípios ativos presentes 

nas plantas medicinais, criando assim os primeiros medicamentos com as características que 

se conhece atualmente (Calixto e Siqueira Jr., 2008). 

Antes da Segunda Guerra Mundial, já no século XX, uma série de produtos naturais 

isolados de plantas passou a ser utilizado clinicamente e ainda é usado nos dias de hoje. Como 

exemplos, a quinina (da casca de Cinchona), a morfina e a codeína (do látex da papoula), a 

digoxina (de folhas de Digitalis), atropina e hioscina (de espécies de Solanaceae) ainda são 

utilizadas atualmente. Outro exemplo é a penicilina, produto natural derivado de fungos, 

usada antes e durante a Segunda Guerra Mundial e ainda utilizada nos dias de hoje devido aos 

seus efeitos antibacterianos (Rates, 2001; Phillipson, 2001). 

Desde 1977, a Organização Mundial de Saúde (OMS), tem então incentivado o estudo 

de plantas tradicionais com a esperança na obtenção de benefícios a partir de seus compostos 

(Corrêa et al., 2003). 

 

1.1.2 Plantas medicinais como agentes terapêuticos ou fitoterápicos 

 

Plantas medicinais têm desempenhado importante função na saúde mundial, a despeito 

dos grandes avanços na medicina moderna. Encontram-se distribuídas pelo mundo, mas são 

mais abundantes nos países tropicais.  

Análise de novas drogas aprovadas pela FDA (Food and Drug Admnistration, USA) 

de 1981 a 2002 revelou que os produtos naturais continuaram a desempenhar um papel 

fundamental durante este período (Newman et al., 2003). Aproximadamente 25-30% de todas 

as drogas disponíveis como terapêuticas são derivadas direta ou indiretamente de produtos 

naturais (plantas, micróbios e animais) (Clardy e Walsh, 2004). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (WHO, 2002), cerca de dois terços a três 

quartos da população mundial, principalmente nos países em desenvolvimento, devido à 

pobreza e carência de acesso à medicina moderna, ainda depende essencialmente das plantas 

medicinais para seus cuidados de saúde primários. Assim sendo, muitas plantas têm sido 

cientificamente estudadas para avaliar sua qualidade, segurança e eficácia (Calixto, 2005). 

A Fitoterapia tem como objetivo prevenir, atenuar ou curar um estado patológico a 

partir da utilização de produtos de origem vegetal e vem sendo cada vez mais utilizada como 

alternativa terapêutica nestes últimos anos. Simultaneamente, observa-se um grande avanço 

científico envolvendo estudos químicos e farmacológicos das plantas medicinais, visando o 

isolamento de novos compostos com propriedades terapêuticas (Phillipson, 2001), mas 
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também como matérias-primas para a síntese, ou modelos para compostos 

farmacologicamente ativos (WHO, 1998). Este avanço vem sendo demonstrado pelo aumento 

do número de trabalhos produzidos nesta área, tanto apresentados em congressos como 

publicados em periódicos, nacionais e internacionais (Revista Brasileira de Plantas 

Medicinais, Journal of the Brazilian Chemical Society, Revista Brasileira de Farmacognosia, 

Revista Brasileira de Ciências Farmacêuticas, Química Nova, Revista Brasileira de Farmácia 

e Memórias do Instituto Oswaldo Cruz). 

As plantas medicinais apresentam grande potencial para uso como agentes 

farmacêuticos (Balunas e Kinghorn, 2005). Os extratos de plantas são tipicamente 

constituídos por uma mistura de compostos químicos que podem agir individualmente, 

aditivamente ou em sinergismo para melhorar a saúde, podendo uma única planta conter 

sustâncias que estimulam a digestão, outros compostos que são anti-inflamatórios, capazes de 

reduzir edemas e dor, compostos fenólicos que podem agir como antioxidante, taninos 

antibacterianos e antifúngicos, substâncias diuréticas e toxinas e alcaloides que melhoram o 

humor e dão uma sensação de bem-estar (Gurib-Fakim, 2006). 

Em geral, estimam-se que haja aproximadamente 320 mil espécies de plantas 

superiores no mundo (Lewinsohn e Prado, 2005), sendo que aproximadamente 10 mil têm uso 

medicinal documentado.  

Diversas evidências suportam os benefícios potenciais dos extratos de plantas à saúde, 

como atividades antioxidantes, anti-inflamatórias, antibacteriana, analgésica e antitumoral 

(McKay e Blumberg, 2006). Em alguns casos particulares, tais como drogas antitumorais e 

antimicrobianas, cerca de 60% dos medicamentos atualmente disponíveis no mercado e a 

maioria daqueles em estágios finais de testes clínicos são derivadas de produtos naturais, 

principalmente de plantas superiores (Newman et al., 2003).  

O uso de plantas medicinais como agentes terapêuticos tem ultrapassado os limites da 

tradicionalidade. Além da tradição no uso de plantas medicinais nos países em 

desenvolvimento, alguns países desenvolvidos, como Alemanha, França, Itália e Estados 

Unidos, também fazem uso de medicamentos provenientes de plantas e existem 

regulamentações adequadas para o registro dos medicamentos existentes (Eisenberg et al., 

1993; Fisher e Ward, 1994; Brevoort, 1995; Grünwald, 1995; Brevoort, 1996; Roberts e 

Tyler, 1998, Blumenthal et al. 1998; Blumenthal, 1999).  

O mercado mundial de fitoterápicos cresce gradativamente, com maior destaque nos 

países desenvolvidos devido ao aprimoramento da tecnologia farmacêutica nesta área, com 

moderna tecnologia de fracionamento, identificação e quantificação de compostos químicos, 
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permitindo um melhor controle de qualidade de fármacos, e tornando possível a fabricação de 

fitofármacos mais seguros, eficazes e de efeito totalmente reprodutivo (Cechinel Filho et al., 

2001). Estima-se que o mercado mundial de medicamentos fitoterápicos já atinja mais de 20 

bilhões de dólares (Carvalho et al., 2008). Mais especificamente, na medicina ocidental 

(EUA, Europa ocidental, etc.), verifica-se que cerca de 150 – 200 agentes terapêuticos 

provenientes de plantas estão documentados. Esta ainda é uma porcentagem pequena perto da 

quantidade de plantas superiores. Sendo assim, ainda existem muitas descobertas importantes 

a serem exploradas no reino vegetal para aplicação farmacêutica (McChesney et al., 2007). 

Nas ultimas décadas, tem-se observado um aumento do interesse das grandes 

companhias farmacêuticas na investigação de plantas superiores, visando à descoberta de 

estruturas novas e também o desenvolvimento de fitoterápicos padronizados com comprovada 

eficácia, segurança e qualidade (Editorial, 1994; De Smet, 1997). Associado a isso, muitos 

avanços significativos na ciência e na indústria têm ocorrido com objetivo de capturar o valor 

dos produtos naturais, promovendo um incentivo em pesquisas de produtos naturais (Gomord 

et al., 2005; Brown e Newman, 2006; Fullbeck et al., 2006). Talvez o mais forte impulso para 

o desenvolvimento de novos produtos naturais é o avanço da tecnologia de bioensaio durante 

os últimos anos (Piggot, 2004; Littleton et al., 2005; Potterat, 2006; Rollinger et al., 2006). 

Além, também, dos avanços na tecnologia de separações e elucidação estrutural, através de 

metodologias de cromatografia de alta performance (Foucault, 1995), tecnologias de alta 

resolução em espectrometria de massa (Deng e Sanyal, 2006) e espectrometria de alto campo 

de ressonância magnética nuclear (Croasmun e Carlson, 1994; Claridge, 1999), entre diversas 

outras metodologias. 

A maior compreensão das vias biológicas e fisiológicas e os avanços na biotecnologia 

também têm contribuído para o desenvolvimento de medicamentos mais específicos e 

seletivos em relação à aplicabilidade (McChesney et al., 2007). 

Além disso, a globalização da economia mundial serve como um estimulante para o 

desenvolvimento farmacêutico. A descoberta e o desenvolvimento de novos fármacos são 

capazes de manter a posição competitiva de uma determinada indústria. Isso tem levado 

ao interesse em pesquisas de produtos naturais como uma forma de aumentar a eficiência 

de descoberta e desenvolvimento (Vuorela, 2004). 

Agentes fitoterápicos são normalmente comercializados como preparações 

padronizadas em forma líquida, sólida ou viscosa, preparadas por maceração, percolação ou 

destilação em água ou em outros solventes (Schulz et al. 1996). 
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As vantagens que justificam o uso de fitoterápicos incluem: 1) efeitos sinérgicos, pois 

as plantas possuem vários compostos com efeitos similares, aumentando o efeito dos mesmos, 

podendo o sinergismo ocorrer através do mesmo mecanismo de ação ou por mecanismos 

diferentes; 2) associação de mecanismos por compostos agindo em alvos moleculares 

diferentes; 3) menor custo em pesquisa (Yunes e Calixto, 2001). 

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo compreendendo 20-22% do total de 

espécies de plantas superiores do planeta. Em função disso e, sobretudo pela tradição do uso 

de plantas medicinais pela população brasileira, há um enorme interesse dos pesquisadores 

brasileiros em estudar as propriedades medicinais das plantas e, mais recentemente, das 

indústrias farmacêuticas, interessada em desenvolver novos medicamentos (Calixto e Siqueira 

Jr., 2008). 

Apesar disso, nosso país não possui uma atuação destacada no mercado mundial de 

fitoterápicos, ficando atrás de países menos desenvolvidos tecnologicamente. Nossa política 

não contribui de forma efetiva para a pesquisa científica de produtos naturais como em países 

da Europa e Ásia, que mesmo possuindo uma biodiversidade significativamente menor do que 

a brasileira, possuem um sistema político que dá um enorme apoio às pesquisas científicas. 

Embora o Brasil possua a maior diversidade vegetal do mundo, com cerca de 60.000 

espécies vegetais superiores catalogadas (Prance, 1977), apenas 8% foram estudadas para 

pesquisas de compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas em suas propriedades 

medicinais (Guerra e Nodari, 2001). 

No Brasil, embora não existam dados oficialmente atualizados, estima-se que o 

mercado de fitoterápicos movimente 160 milhões de dólares anualmente (Carvalho et al., 

2008).  

O principal orgão responsável pela regulamentação de plantas medicinais e seus 

derivados no Brasil é a Agência Nacional de Vigilâcia Sanitária (ANVISA), do Ministério da 

Saúde, que tem como papel proteger e promover a saúde da população garantindo a segurança 

sanitária de produtos e serviços e participando da construção do seu acesso (Brasil, 1999). 

Isso inclui o registro de medicamentos, etapa na qual os medicamentos são avaliados quanto a 

sua segurança, eficácia e qualidade antes de serem expostos à venda para utilização pela 

população (Carvalho et al., 2008). A Resolução de Diretoria Colegiada (RDC) 48/2004 é a 

regulamentação em vigor para registro de medicamentos fitoterápicos no Brasil, que 

determina aspectos essenciais ao registro, como identificação botânica das espécies vegetais 

utilizadas, padrão de qualidade e provas de eficácia e segurança que validem as indicações 

terapêuticas propostas. Ainda existem mais quatro Resoluções específicas (RE): RE 88/2004 
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– Listas de referências bibliográficas para avaliação de segurança e eficácia de fitoterápicos; 

RE 88/2004 – Lista de registro simplificado de fitoterápicos; RE 90/2004 – Guia para a 

realização dos testes de toxicidade pré-clínica de fitoterápicos; RE 91/2004 – Guia para 

realização de inclusões, notificações e cancelamento pós-registro de fitoterápicos (Brasil, 

2004 
a, b, c, d, e

). 

O Brasil também possui uma política nacional de plantas medicinais e fitoterápicos 

aprovada por meio do Decreto Nº 5.813, de 22 de junho de 2006, que estabelece diretrizes e 

linhas prioritárias para o desenvolvimento de ações voltadas à garantia do acesso seguro e uso 

racional de plantas medicinais e fitoterápicos no Brasil, ao desenvolvimento de tecnologias e 

inovações, assim como ao fortalecimento das cadeias e dos arranjos produtivos, ao uso 

sustentável da biodiversidade brasileira e ao desenvolvimento do Complexo Produtivo da 

Saúde (Brasil, 2006). 

Extratos de plantas são amplamente utilizados na medicina popular para tratamento de 

processos inflamatórios e afecções imunes e diversos estudos científicos têm validado os 

efeitos de extratos de plantas sobre componentes do processo inflamatório e do sistema imune 

(Cardoso et al., 2008; Dutra et al., 2009; Chen, 2010; Ramadan et al., 2010). 

 

1.2 Gênero Pterodon 

 

O gênero Pterodon, pertence à famíla das Papilionáceas e inclui cinco espécies nativas 

do Brasil: P. pubescens Benth., P. emarginatus Vog., P. polygalaeflorus Benth., P. apparicioi 

Pedersoli e P. abruptus Benth. (Mors et al., 1966; Pedersoli, 1970; Fascio et al., 1976).  

Seus frutos são livremente comercializados em mercados da flora medicinal, usados 

devido suas propriedades farmacológicas (Evangelista et al., 2007). Infusões hidroalcóolicas 

de seus frutos são utilizadas na medicina popular por suas propriedades antirreumática, 

analgésica e anti-inflamatória, bem como no combate a hemorragias, fraqueza orgânica, 

doenças do estômago e úlceras (Coimbra, 1942; Cruz, 1965). 

O principal uso popular está relacionado ao efeito antiartrítico que parece se encontrar 

na fração oleosa desses frutos (Coimbra, 1942; Penna, 1946; Pio Corrêa, 1984; Sabino, 1995). 

As cascas são amargas e adstringentes, sendo utilizadas no tratamento de diarreias crônicas e 

diabetes. E também são utilizadas como tônicas, depurativas, e digestivas. 

Estudos fitoquímicos do gênero Pterodon, mostram a presença de compostos 

alcaloides na casca (Torrenegra et al., 1989); isoflavonas e alguns triterpenos na madeira 

(Marques et al., 1998), diterpenos (Fascio et al., 1976; Arriaga et al., 2000), isoflavonas 
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(Braz-Filho e Gottlieb, 1971) e sequiterpenos (Mors et al., 1966; Neto, 1976) no óleo do 

fruto. 

As investigações das espécies do gênero Pterodon foram iniciadas em 1967 (Mors et 

al.,  1967) através do isolamento da molécula 14,15-epoxigeranilgeraniol do óleo essencial do 

fruto de P. pubescens que provou ser um eficiente agente quimioprofilático na 

esquistossomose. Em seguida, foram isolados diterpenoides (Mahjan e Monteiro, 1970; 

Mahjan e Monteiro, 1973) e isoflavonas (Braz-Filho e Gottlieb, 1971), e terpenos (Fascio et 

al.,  1970) do óleo de P. emarginatus e P. pubescens, respectivamente. Em 1973, achados 

sobre a ação cercaricida do óleo do fruto de P. pubescens (Mahjan e Monteiro, 1973) e 

também das outras quatro espécies (Fascio et al., 1976), em adição a atividade antimicrobiana 

in vitro do óleo obtido de P. pubescens (Neto, 1973) motivaram os estudos com as espécies 

do gênero Pterodon.  

Algumas das propriedades farmacológicas das espécies de Pterodon conhecidas 

popularmente têm sido comprovadas cientificamente e seus efeitos biológicos têm sido 

estudados simultaneamente com a caracterização química. Das cinco espécies do gênero, 

apenas P. polygalaeflorus, P. pubescens e P. emarginatus foram estudadas 

farmacologicamente. 

Efeitos analgésicos e anti-inflamatórios de Pterodon pubescens foram comprovados. O 

extrato oleoso de frutos de P. pubescens (EOPp) e suas frações exibiram atividade analgésica 

em modelos de formalina e contorção abdominal induzida por ácido acético em 

camundongos. No modelo de contorção o EOPp e as frações 1 (PF1) e 2 (PF2) tiveram efeito 

analgésico significativo. No modelo de formalina, PF1 e PF2 tiveram efeito analgésico em 

doses baixas, porém, através de mecanismos diferentes. A PF1 inibiu ambas as fases e a PF2 

inibiu principalmente a segunda fase do processo de nocicepção, demonstrando, então, um 

efeito periférico e/ou central das frações (Coelho et al., 2005). As frações obtidas com hexano 

e diclorometano também demonstraram efeito analgésico (Coelho et al., 2005). Além disso, o 

geranilgeraniol e compostos derivados do vouacapano (metil éster 6α, 7β-

dihydroxivouacapan-17β-oato) isolados do extrato bruto de P. pubescens também 

demonstraram atividade analgésica em diversos modelos experimentais (Spindola et al., 

2010).  

Nosso laboratório (LIA-BPPN, UERJ) demonstrou uma ação antiartrítica do extrato 

hidroalcoólico dos frutos de Pterodon pubescens (EHPp) em camundongos da linhagem 

DBA/1J com artrite induzida por colágeno tipo II (CIA). O tratamento diário via oral (v.o.) 

reduziu 60% da severidade da CIA (Sabino et al., 1999a), além de afetar a produção de 
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anticorpos anti-CII. O tratamento com EHPp também diminui a contagem absoluta de células 

T CD4 ativadas, mas não interferiu sobre o número de células T CD8 ativadas. Esta 

informação é de grande importância visto que a CIA é mediada principalmente por células T 

CD4 (Dalmau et al., 1999). A avaliação histopatológica das patas dos animais com CIA 

mostrou um grande infiltrado inflamatório com predominância de neutrófilos 

polimorfonucleares, áreas de fratura e neoformação óssea. O tratamento com EHPp mostrou 

um tecido conjuntivo livre de células inflamatórias nas patas dos animais tratados (Sabino et 

al., 1999a; Coelho et al., 2004). 

Sabino e colaboradores (1999b) demonstraram ausência de atividade mutagênica e 

ausência de toxicidade aguda do EOPp em camundongos machos da linhagem DBA/1J, 

mesmo quando testado em doses muito maiores do que a utilizada na medicina popular. O 

extrato etanólico (oleoso) de P. pubescens também foi capaz de exercer atividade anti-

edematogênica aguda e tópica quando testado no modelo de edema de pata induzido por 

carragenina e edema de orelha induzido por óleo de cróton (Silva et al., 2004), 

respectivamente. 

Compostos isolados de P. polygalaeflorus e P. pubescens também exerceram atividade 

anti-proliferativa em células cancerígenas (Vieira et al., 2008; Euzébio et al., 2009; Euzébio 

et al., 2010). Estudos em nosso laboratório mostraram que o óleo de P. pubescens (OPp) foi 

capaz de inibir a proliferação in vitro das células leucêmicas K562 através da indução da 

apoptose dessas células. A síntese de DNA foi inibida significativamente pelo OPp em 23 ± 

3,8% com 30 μg/mL, induzindo um acúmulo de células na fase G1 do ciclo, em relação ao 

controle (Pereira et al., 2010). Pereira e colaboradores (2011) também mostraram o efeito 

indutor da apoptose da subfração terpênica de P. pubescens em células leucêmicas K562 

através da modulação da expressão de genes envolvidos no processo de apoptose, fator 

apoptótico ativador de protease-1(Apaf-1) e DNA metiltransferase (DNMT). 

Estudos com P. emarginatus tem demonstrado a presença de compostos fenólicos e a 

atividade antioxidante desses compostos (Dutra et al., 2008) e do extrato hexânico (Paula et 

al., 2005), além dos efeitos anti-ulcerogênico e anti-inflamatório de suas sementes (Carvalho 

et al., 1999; Dutra et al., 2009). 

 

1.2.1 Pterodon polygalaeflorus Bentham 

 

Pterodon polygalaeflorus Benth., conhecida popularmente como sucupira-branca, é 

uma árvore aromática (Figura 1) que atinge de 8-18 metros de altura (Lorenzi e Matos, 2002). 
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Diversos diterpenos e furano diterpenos foram isolados e identificados dos extratos 

obtidos dos frutos de P. polygalaeflorus, como os diterpenoides furanos 6α-

hidroxivouacapano-7β,17β-lactona, ácido 6α,7β-dihidroxivouacapano-17β-óico e metil 6α,7β-

dihidroxivouacapano-17β-oato. Esses compostos mostraram atividade antinociceptiva em 

modelos experimentais em roedores (Demuner et al., 1996; Duarte et al., 1996). O furano 

diterpeno 6α, 7β-dihidroxivouacapano-17-oato, isolado do óleo do fruto de P. 

polygalaeflorus, exibiu atividade anti-inflamatória no modelo de edema de pata induzido por 

carragenina em ratos (250 μmol/kg) inibindo 24% do edema por via oral (v.o.) e 45 % por via 

intraperitoneal (i.p) e efeitos analgésicos no modelo de contorção abdominal em 

camundongos, tendo a dose 200 μmol/kg reduzido 43% das contrações abdominais (Duarte et 

al., 1992; Almeida, 1993). Modificações químicas do composto podem torná-lo tanto anti-

inflamatório quanto pró-inflamatório como mostrado por Nunan e colaboradores (1982). 

 

Figura 1 – Pterodon polygalaeflorus Benthan e seus frutos 

Fonte: www.flickr.com 

 

Estudos envolvendo derivados do ácido 6α, 7β-dihidroxivouacapano-17-β-óico 

mostraram o envolvimento de peptídeos opioides (Duarte et al., 1992) e catecolaminas 

(Duarte et al., 1996) no mecanismo de ação analgésica. Estudos in vitro mostraram que esses 

derivados são capazes de inibir contrações do íleo de cobaias induzidas por estimulação 

elétrica por um mecanismo ainda não esclarecido, mas que pode estar relacionado com a 

ativação de receptores opioides ou 2α-noradrenérgicos (Belinelo et al., 2002), sugerindo que 

os compostos de P. polygalaeflorus podem ter uma ação direta sobre tecidos musculares lisos. 

O extrato etanólico dos frutos de P. polygalaeflorus apresentou efeito larvicida significativo 

http://www.flickr.com/
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sobre o mosquito Aedes aegypti (De Omena et al., 2006). Leal e colaboradores (2000) 

demonstraram os efeitos analgésico, anti-inflamatório e broncodilatador do extrato 

hidroalcoólico dos frutos de P. polygalaeflorus nos modelos de edema de pata induzido por 

carragenina e dextrano para avaliação da atividade anti-inflamatória e no modelo de formalina 

e contorção induzida por ácido acético para avaliação do efeito analgésico. O extrato foi capaz 

de inibir 55% das contorções induzidas por ácido acético, bem como inibir 68% da fase II no 

modelo de formalina. E no modelo de inflamação P. polygalaeflorus mostrou inibição de 68% 

do edema de pata. Doses de tratamento variaram entre 100-200 mg/kg. 

Apesar de todos os trabalhos realizados com as espécies do gênero Pterodon, ainda 

sabe-se pouco sobre os efeitos anti-inflamatórios de P. polygalaeflorus tanto na resposta 

inflamatória aguda e principalmente na resposta inflamatória crônica.  

 

1.3  Inflamação 

 

A primeira defesa do organismo a um dano tecidual é a reposta inflamatória (Cruvinel 

et al., 2010). A inflamação é definida como uma resposta à infecção, desafio antigênico ou 

injúria tecidual que é designada a erradicar microrganismos ou irritantes e pontecializar o 

reparo tecidual (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004). 

A infecção por microrganismos, a injúria tecidual ou o trauma cirúrgico levam a 

liberação de mediadores químicos endógenos e exógenos que por sua vez, dão origem aos 

primeiros sinais cardinais da inflamação: vermelhidão (rubor), edema (tumor), calor 

(aplicável apenas às extremidades do corpo) e dor (Serhan, et al., 2008). Esses sinais, além do 

quinto sinal, perda da função (functio laesa), foram caracterizados por nossos ancestrais, 

baseados na observação visual da inflamação. Os quatro primeiros destes sinais foram 

nomeados por Celsus na Roma antiga (30-38 a. C.) e o último por Galeno (130-200 d. C.) 

(Hurley, 1972).  

Os mediadores exógenos incluem peptídeos microbianos que atuam como 

quimioatraentes para o recrutamento de neutrófilos. Estes, por sua vez, fagocitam e destroem 

microrganismos e debris celulares através da produção de espécies reativas de oxigênio e 

enzimas degradativas, que ao escaparem para o meio extracelular provocam dano tecidual 

local e amplificam os sinais inflamatórios agudos dentro de minutos a horas. 
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Os mediadores químicos endógenos incluem os eicosanoides (como prostaglandina E2 

e leucotrieno B4) e componentes do complemento (como C5a). Esses mediadores são 

liberados pelas células infiltradas no sítio inflamatório, mas também podem levar 

inadvertidamente ao dano tecidual (Serhan, et al., 2008). 

A inflamação pode ser classificada em quatro tipos: (1) inflamação causada por 

imunidade inata e adaptativa contra agentes infecciosos através da ativação celular e liberação 

de mediadores a fim de prevenir ou combater a infecção e remover o material estranho; (2) 

inflamação causada por diferentes agentes inalados (‗irritantes‘) como partículas da exaustão 

do diesel, ozônio e endotoxinas; (3) inflamação alérgica onde anticorpos IgE específicos 

associados aos mastócitos se ligam aos alérgenos e em consequência disso, ocorre uma 

liberação imediata de mediadores inflamatórios e ativação de células inflamatórias; (4) 

inflamação neurogênica, mediada pelo sistema neural; podendo ocorrer simultaneamente 

esses mecanismos ou parte deles (Calder et al., 2009). A resposta inflamatória pode, 

entretanto, também ser estimulada em casos de mau funcionamento ou estresse do tecido. 

Esse tipo de resposta inflamatória é mais comum, porém ocorre em menor magnitude que as 

respostas inflamatórias clássicas induzidas por infecção e injúria (Medzhitov, 2008). 

O processo inflamatório é um mecanismo fisiológico, porém em excesso pode levar ao 

risco de resposta inflamatória sistêmica (SIRC) , falência múltipla dos órgãos e até a morte. A 

principal função da inflamação é resolver a infecção ou reparar o dano e retornar ao estado de 

homeostasia. Logo, a resposta inflamatória ideal deve ser rápida e, se necessário, destrutiva 

além de específica e autolimitada (Barton, 2008). Logo, mecanismos de auto-regulação do 

Figura 2 – Sinais cardinais da inflamação. Fonte: www.patofisio.wordpress.com 
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processo inflamatório, que incluem secreção de citocinas anti-inflamatórias, inibição de 

cascatas de sinalização pró-inflamatórias, liberação de receptores para mediadores 

inflamatórios e ativação de células reguladoras são ativados. A inflamação patológica envolve 

a perda da tolerância e/ou de processos regulatórios, que quando em excesso, podem levar a 

danos irreversíveis ao tecido hospedeiro e a doenças (Calder et al., 2009). A importância 

desse equilíbrio é demonstrada em certas infecções crônicas e desordens inflamatórias onde a 

resposta inflamatória causa mais dano ao hospedeiro que ao microrganismo em si (Segal et 

al., 2000; Nathan, 2002). 

A inflamação pode ser dividida em duas categorias principais, baseado no tempo e em 

suas características patológicas: inflamação aguda e inflamação crônica (Quadro 1). Durante 

ambos os processos, uma variedade de fatores solúveis estão envolvidos no recrutamento de 

leucócitos através do aumento da expressão de moléculas de adesão e quimioatração. Muitos 

desses fatores regulam a ativação de células residentes (como fibroblastos, células endoteliais, 

macrófagos teciduais e mastócitos) e o recrutamento de células inflamatórias (como 

monócitos, linfócitos, neutrófilos e eosinófilos). Outros resultam em respostas sistêmicas do 

processo inflamatório (por exemplo, febre, hipotensão, síntese de proteínas de fase aguda) 

(Feghali e Wright, 1997). Esses fatores solúveis que medeiam estas respostam incluem: (1) 

metabólitos lipídicos solúveis, como o fator ativador plaquetário (PAF) e derivados do 

metabolismo do ácido araquidônico (prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas); (2) três 

cascatas de substrato/ proteases solúveis (cascata do complemento, de cininas e de 

coagulação) que geram numerosos peptídeos pró-inflamatórios; (3) o óxido nítrico; e (4) as 

citocinas, que orquestram a resposta inflamatória (Feghali e Wright, 1997) e as quimiocinas 

que tem função na quimiotaxia de leucócitos (Viola e Luster, 2008). 

 

1.3.1 Inflamação aguda  

 

A inflamação aguda tem duração relativamente curta (horas a dias) e é caracterizada 

por vasodilatação, exsudação de líquido rico em proteínas plasmáticas (exsudato), que leva a 

formação de edema, e por recrutamento e ativação de leucócitos, principalmente granulócitos 

polimorfonucleares seguido por monócitos que se diferenciam localmente em macrófagos 

(Splettstoesser e Schuff-Werner, 2002; Carraway et al., 2003; Levi e van der Poll, 2005; 

Lawrence e Gilroy, 2006). Na inflamação aguda predominam elementos da resposta imune 

inata (Abbas, 2007). Ela pode ser dividida em eventos vasculares e celulares. 
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Características dos processos 

inflamatórios agudo e crônico. 

Inflamação Aguda Inflamação Crônica 

Agente causal Patógenos orgânicos, radiação 

ionizante, agentes químicos, 

trauma mecânico. 

Persistência do estímulo 

inflamatório inicial 

Células envolvidas Neutrófilos, monócitos, 

macrófagos, mastócitos 

Macrófagos, linfócitos, fibroblastos 

Mediadores primários Aminas vasoativas, eicosanoides, 

quimiocinas, espécies reativas de 

oxigênio 

INF-, citocinas, fatores de 

crescimento, enzimas hidrolíticas 

Início Imediato Tardio 

Duração Poucos dias Meses ou anos 

Evolução 
Cicatrização com restituição 

integrada, formação de abscesso ou 

cronificação 

Destruição tecidual e fibrose 

 

 

 

1.3.1.1  Eventos vasculares 

 

Os eventos vasculares caracterizam-se por vasodilatação arteriolar local e aumento da 

permeabilidade vascular, resultando na formação de edema (Cruvinel, et al., 2010).  

A vasodilatação é característica clássica da inflamação aguda. É clinicamente 

caracterizada por vermelhidão e calor e ocorre a fim de facilitar a entrega local de mediadores 

solúveis e células inflamatórias. A vasodilatação é mediada pela ação do óxido nítrico e 

prostaglandinas vasodilatadoras (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Kumar et al., 2007).  

O aumento da permeabilidade vascular é induzido por mediadores inflamatórios como 

histamina, bradicinina, leucotrienos, componentes do sistema complemento, substância P e 

fator ativador plaquetário (PAF) (Denzlinger, 1985; Friedl, 1989) que levam ao fluxo de 

líquido rico em proteínas do interior do vaso sanguíneo para o interstício e consequente 

formação do edema, através de alterações nas funções de barreira dos pequenos vasos 

sanguíneos e aumento da permeabilidade dos capilares e vênulas a água e proteínas 

(Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Kumar et al., 2007). 

 

Quadro 1. Características dos processos inflamatórios, agudo e crônico. 

Fonte: Cruvinel et al., 2010, adaptado. 
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1.3.1.2  Eventos celulares 

 

Os eventos celulares são caracterizados pela marginalização, adesão e migração dos 

leucócitos para o sítio inflamatório, onde ocorre a fagocitose de agentes patogênicos, 

destruição de bactérias e outros microrganismos, degradação de tecido necrótico e de 

antígenos estranhos. Os primeiros leucócitos a chegarem ao local da inflamação ou infecção 

são os neutrófilos (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004). Os leucócitos também podem 

prolongar a inflamação e induzir lesão tecidual ao liberarem enzimas, mediadores químicos e 

radicais livres de oxigênio (Kumar et al., 2007). 

A cascata de adesão leucocitária refere-se aos eventos envolvidos na migração dos 

leucócitos do sangue para o sítio inflamatório. Diversos estudos (Laudanna et al., 2002; 

Muller, 2003; Imhof e Aurrand-Lions, 2004; Kinashi, 2005) têm levado a expansão da versão 

original de três etapas (rolamento, adesão e transmigração), para uma versão incluindo, 

rolamento lento, adesão forte, rastejamento intraluminal, migração paracelular e migração 

transcelular (Ley et al., 2007). 

 

 

 

 

O processo da adesão e a transmigração de leucócitos são determinados 

principalmente por moléculas de adesão presentes na superfície dos leucócitos e das células 

endoteliais, por fatores quimiotáticos (como, IL-8, MCP-1), e por certas citocinas que 

Figura 3 –  Eventos celulares: etapas da cascata de adesão leucocitária. 

Fonte: Ley et al., 2007, traduzido. 
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regulam a expressão na superfície celular e a intensidade de adesão destas moléculas 

(Laudanna et al., 2002; Muller, 2003; Imhof e Aurrand-Lions, 2004; Kumar et al., 2007). 

O rolamento dos leucócitos é mediado pelas selectinas e seus ligantes, que incluem as 

L- selectinas, expressas pela maioria dos leucócitos, E-selectinas, expressas pelas células 

endoteliais ativadas e P-selectinas, expressas em plaquetas ativadas e também em células 

endoteliais ativadas (Ley et al., 2007). O rolamento dos leucócitos resulta da interação de 

baixa afinidade entre os leucócitos e as células endoteliais (Garrood et al., 2006).  Outras 

moléculas de adesão celular podem atuar como mediadores do rolamento de leucócitos 

independente das selectinas, como a glicoproteína transmembrana tipo I (CD44), que é 

expressa numa forma ativada por subgrupos de linfócitos ativados (Ponta et al., 2003). 

As integrinas também participam do rolamento de leucócitos e medeiam a adesão 

firme dos leucócitos ao endotélio inflamado (Ley et al., 2007). Como ligantes das integrinas 

tem-se os componentes da matriz extracelular ou contra receptores específicos (Danen e 

Sonnenberg, 2003). As integrinas têm diversas funções envolvidas na regulação do sistema 

imune, na organização tecidual e na sinalização celular (Danen e Sonnenberg, 2003; Schmidt 

e Friedl, 2010). No Quadro 2 são mostradas integrinas identificadas como particularmente 

importantes na migração de leucócitos. 

 

Integrina Subunidades Expressão Ligantes 

LFA-1, 

CD11A/CD18 

α1β2 Monócitos, neutrófilos, células T, 

macrófagos, células dendríticas 

ICAM-1, -2, -3 

Mac-1, 

CD11b/CD18 

αMβ2 Monócitos,  

neutrófilos,  

células NK 

ICAM-1, 

iC3b, Fator X 

Fibrinogênio 

P150, 95, CR4 

CD11c/Cd18 

αxβ2 Monócitos,  

células NK, neutrófilos, 

subgrupos de células T e B 

ICAM-1 

iC3b, fibrinogênio 

VLA-4, CD 

49d/CD29 

α4β1 Células T e B, monócitos VCAM-1, 

MAdCAM-1, 

fibronectina 

LPAM-1 α4β7 Células T e B VCAM-1, 

MAdCAM-1 

ICAM, molecular adesão intracelular; LFA-1, antígeno funcional de leucócito; LPAM-1, 

molécula de adesão dos linfócitos da placa de Peyers 1; MAdCAM-1, molécula de adesão 

dirigida a mucosa 1; VCAM, molécula de adesão vascular 1, VLA-4, antígeno de ativação 

muito tardio-4.  

 

 

Quadro 2 – Integrinas de leucócitos e seus ligantes endoteliais. 

 Fonte: Garrod et al., 2006, traduzido. 
 

. 
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As integrinas mais relevantes para a adesão leucocitária pertencem às subfamílias 

integrina-β1 e integrina β2. A integrina CD11b/CD18 ou Mac-1 é uma integrina β2 expressa 

principalmente em células mieloides (granulócitos e monócitos), mas também é encontrada 

em células T (Fagerholm et al., 2006). Esta integrina está envolvida na fagocitose, adesão a 

ICAM-1 e migração através do endotélio, bem como outras funções como regulação da 

apoptose e desgranulação (Springer, 1990; Gahmberg,1997). A integrina Mac-1 tem um 

grande repertório de ligantes que inclui o fibrinogênio (Wright et al.,1988), ligantes de 

molécula 1e 2 de adesão intercelular (ICAM-1 e ICAM-2) (Diamond et al.,1990; Xie et al., 

1995), a proteína do sistema complemento iC3b (Beller et al. 1982), colágeno (Walzog et al., 

1995) e a metaloproteinase de matriz, MMP9 (Stefanidakis et al., 2003). 

A transmigração através das paredes venulares é o último passo no processo da 

emigração de leucócitos para os tecidos inflamados. A transmigração ocorre como resultado 

da interação entre as integrinas dos leucócitos e seus ligantes em células endotelias, como 

ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1, JAM-A, entre outras (Ley et al., 2007). Esse processo tem a 

membrana basal como o último obstáculo para a completa evasão dos leucócitos para o sítio 

inflamatório e os mecanismos pelos quais os leucócitos passam pela membrana basal parecem 

estar associados a regiões com menor expressão de certos constituintes da membrana basal 

endotelial (como laminina-10 e colágeno IV), o que parece favorecer a passagem de 

neutrófilos (Wang et al., 2006) e células T (Sixt et al., 2001), além da interação entre 

integrinas leucocitárias e componentes da membrana basal, como a fibrina, a fibronectina 

(Cruvinel et al., 2010),  laminina (Dangerfield et al., 2002), e a enzima elastase (Wang, et al., 

2005). 

 

1.3.2  Inflamação crônica 

 

Se a inflamação aguda não for resolvida completamente com a remoção do estímulo 

nocivo ou se houverem falhas nos mecanismos de resolução, esta pode evoluir para 

inflamação crônica (Lawrence e Gilroy, 2006). A inflamação crônica tem duração prolongada 

(semanas a meses ou anos). É caracterizada por inflamação ativa e destruição tecidual e 

tentativa de reparo ao mesmo tempo, além de infiltração de células mononucleares 

(monócitos, macrófagos e linfócitos), proliferação de vasos sanguíneos e fibrose. Podem 

surgir infecções persistentes, exposição prolongada a agentes potencialmente tóxicos e reação 

imune contra antígeno (Ag). Doenças inflamatórias crônicas incluem artrite reumatoide, lúpus 
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eritematoso sistêmico, silicose, aterosclerose e doença inflamatória intestinal (Davies et al., 

2003; Liew, 2003; Libby, 2007; Cruvinel et al., 2010). 

 

1.3.3 Mediadores inflamatórios 

 

Diversos mediadores de origem, características químicas e funções diferentes são 

importantes na regulação da resposta inflamatória.  

O óxido nítrico (NO) provoca dilatação dos vasos sanguíneos (Sherwood e Toliver-

Kinsky, 2004), suprimi a agregação plaquetária, regula a migração leucocitária e adesão 

celular ao endotélio, atenua a migração e a proliferação celular da musculatura lisa vascular, 

inativa/ inibe a expressão de certas moléculas de adesão e influencia na produção do ânion 

superóxido (Vallance e Chan, 2001). Espécies reativas geradas a partir de NO atuam como 

agentes antimicrobianos e sua produção exagerada pode  levar ao dano tecidual e pode levar a 

apoptose dependente de caspases (Vallance e Chan, 2001; Kumar et al., 2007; Gao, 2010). 

As aminas vasoativas incluem a histamina e a serotonina. A histamina possui ação 

vasodilatadora arteriolar e aumenta a permeabilidade venular, promovendo o extravasamento 

de líquido inflamatório para o tecido inflamado, sendo também constritora das artérias de 

grande calibre (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Kumar et al, 2007). A serotonina (5-HT) 

também aumenta a permeabilidade vascular (Kumar et al, 2007).  

Os eicosanóides formam uma família de metabólitos oxidados do ácido araquidônico, 

que incluem prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX), leucotrienos e lipoxinas. As PG e TX 

são formados por ação de enzimas da via da ciclooxigenase, a ciclooxigenase-1 (COX-1), 

constitutivamente expressa, e ciclooxigenase-2 (COX-2) que é induzida durante a inflamação, 

e sintetases específicas. Pela via das lipooxigenases, através das enzimas 5-lipooxigenase, 

12/15 lipooxinagenase, leucotrieno A4 hidrolase e leucotrieno C4 sintase, são produzidos 

várias classes de leucotrienos e lipoxinas (Haeggström et al., 2010). 

A COX-2 é um potencial alvo terapêutico. Drogas anti-inflamatórias não-esteroidais 

(AINES) específicas para COX-2, conhecidas como coxibs, tem sido amplamente prescrita 

para dor inflamatória associada à artrite reumatoide e osteoartrite (Haeggström et al., 2010). 

As prostaglandinas estão envolvidas na vasodilatação e na formação de edema, na 

promoção da febre e na inibição da agregação plaquetária. O tromboxano A2, ao contrário, é 

vasoconstrictor e facilita a agregação plaquetária (Narumiya, 2009). Os leucotrienos estão 

envolvidos na promoção e as lipoxinas na resolução do processo inflamatório (Hersberger, 

2010). O leucotrieno B4 (LTB4) é um quimioatraente de leucócitos e está envolvido no 
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aumento do rolamento e na adesão ao endotélio, seguindo por migração transendotelial. 

Também estimula a secreção do ânion superóxido e a liberação de diferentes constituintes dos 

grânulos dos leucócitos (Hafstrom, 1981; Rae e Smith, 1981; Funk, 2001). Os leucotrienos 

cisteinil (LTC4, LTD4 e LTE4) aumentam a permeabilidade vascular (Di Gennaro et al., 2009) 

e são potentes broncoconstritores, sendo importantes durante a patogênese da asma (Funk, 

2005; Dahlen, 2006; Fal e Kopec, 2010). 

O PAF é também um mediador derivado dos fosfolipídios de membrana e estimula a 

agregação plaquetária, tem ação bronco-constritora e, em concentrações muito altas, estimula 

a  vasodilatação e o aumento da permeabilidade vascular. Também estimula adesão 

leucocitária, quimiotaxia, desgranulação e estresse oxidativo (Yost et al., 2010).   

Três cascatas de proteases influenciam os eventos da resposta inflamatória: cascata do 

complemento, cascata das cininas e cascata de coagulação. A cascata do complemento ou 

sistema complemento é dividida em três vias: clássica, alternativa e das lectinas. Estas vias 

promovem a inflamação e a destruição microbiana, através da quimioatração de neutrófilos, 

opsonização e fagocitose de microrganismos e formação do complexo proteolítico com 

componentes do sistema complemento, que provoca a ruptura da membrana celular 

microbiana, levando consequentemente à morte (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Zipfel, 

2009). A cascata das cininas ou sistema calicreína-cinina culmina na produção de 

bradicinina, que exerce várias funções, dentre elas, a produção de dor inflamatória (Ueno e 

Oh-ishi, 2003). As cininas parecem também estar envolvidas na vasodilatação, no aumento da 

permeabilidade vascular, extravasamento do plasma e migração celular (Hall e Morton, 1997; 

Marceau e Bachvarov, 1998). A cascata de coagulação é constituída por duas vias: a via 

extrínseca (via do fator tecidual-fator VIIa) e a via intrínseca (sistema de contato) 

(Macfarlane, 1964; Davie e Ratnoff, 1964; Levi et al., 2003) que culminam na gênese da 

enzima trombina, que, por proteólise, converte o fibrinogênio solúvel em fibrina insolúvel 

(Franco, 2001). Do ponto de vista fisiológico da coagulação e da limitação em modelos in 

vivo, a cascata de coagulação tem sido divida em três fases: iniciação, amplificação e 

propagação (Becker, 2005), como mostrado na Figura 4. 

As citocinas são polipeptídios que atuam como reguladores das reações inflamatórias 

e imunes e são os principais determinantes da produção do infiltrado inflamatório, do estado 

de ativação celular e das respostas sistêmicas a inflamação (Feghali e Wrigth, 2001; 

Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004). São sintetizadas por diversos tipos celulares, dentre eles 

os fibroblastos residentes, células endoteliais e epiteliais, células dendríticas, NK (natural 

killer), linfócitos T, sendo que monócitos/macrófagos são seus maiores produtores (Sherwood 



38 
 

e Toliver-Kinsky, 2004). As quimiocinas constituem uma grande família de citocinas 

estruturalmente homólogas, responsáveis pela movimentação dos leucócitos, inclusive sua 

migração para locais de inflamação tecidual a partir do sangue (Kunkel e Butcher, 2002; 

Locati et al., 2005). As citocinas contribuem para a resposta imune adaptativa e/ou 

patogênese de várias doenças ao ser crucial na migração de células mononucleares pelo corpo 

e para os tecidos (Cyster, 1999; Rossi e Zlotnik, 2000). 

 

1.4 Sistema imune 

 

O sistema imune desempenha importante função na proteção do hospedeiro de uma 

infinidade de organismos patogênicos, além de ajudar na remoção de substâncias tóxicas e 

alérgicas que penetram através das mucosas. O sistema imune deve ter a habilidade de 

eliminar o patógeno invasor, a toxina ou o alérgeno e, além disso, diferenciar o próprio do não 

próprio. Existem dois mecanismos imunes envolvidos na detecção e eliminação dos 

patógenos microbianos: a imunidade inata e a imunidade adaptativa (Chaplin, 2010). 

 

1.4.1 Sistema imune inato 

 

A imunidade inata é uma resposta rápida e estereotipada a um grande, porém limitado 

número de estímulos. Este sistema está preparado para agir rapidamente após invasão por 

patógeno ou toxina, constituindo, dessa forma, a primeira resposta do hospedeiro. É 

representada por barreiras físicas, químicas e biológicas, células especializadas e moléculas 

solúveis. A resposta inata inclui proteínas solúveis e moléculas bioativas presentes no fluido 

biológico (como proteínas do complemento) ou que são liberadas por células ativadas 

(incluindo citocinas, quimiocinas, mediadores lipídicos, espécies reativas de oxigênio, aminas 

biotivas e certas enzimas).  Contudo, características da resposta inflamatória aguda, como 

aumento da permeabilidade vascular, vasodilatação e infiltração celular, também fazem parte 

da imunidade inata (Medzhitov e Janeway, 2000; Barton, 2008; Chaplin, 2010). 

As principais células envolvidas na resposta imune inata são os macrófagos, 

neutrófilos, células dendríticas e células Natural Killer, que estão envolvidas na fagocitose, 

liberação de mediadores inflamatórios, ativação de proteínas do sistema complemento, síntese 

de proteínas de fase aguda, citocinas, como TNF-, IL-1, IL-12, INF-, INF-, IL-6, IL-10, 

IL-15, IL-18, e quimiocinas (Delves e Roitt, 2000; Cruvinel et al., 2010). 
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Os receptores da resposta imune inata são limitados quanto a sua especificidade, 

reconhecendo ―alvos‖ conservados evolutivamente. Esses padrões moleculares incluem os 

lipopolissacarídios, resíduos de manose, proteínas derivadas de aldeído encontrados em 

patógenos, e são chamados de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs).  

Os PAMPs são reconhecidos por diferentes receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs), dentre eles os receptores NOD-like (NLR) e Toll-like (TLRs) (Janeway e Medzhitov, 

2002; Barton, 2008). Esses receptores estão envolvidos na opsonização, ativação do sistema 

complemento, fagocitose, produção de espécies reativas de oxigênio, e liberação de citocinas, 

autacoides e mediadores lipídicos, através da ativação de fatores de transcrição que ativam 

genes pró-inflamatórios (Wright, 1999; Takeda, 2005; Barton, 2008). Dentre os PRRs, os 

TLRs são os melhores caracterizados e se destacam por seu papel central na ligação a 

patógeno e iniciação das respostas inflamatória e imune. Estão presentes principalmente em 

macrófagos, neutrófilos e células dendríticas (Barton, 2008; Crunivel et al., 2010). Dentre os 

ligantes dos TLRs, encontra-se o lipopolissacarídio (LPS) (TLR4), peptideoglicano e zimosan 

(TLR2), além de RNA de fita simples (TLR7 e 8) e fita dupla (TLR3) (Barton, 2008).  

A resposta imune inata exerce duas principais funções: a ativação da cascata 

inflamatória, a fim de conter a infecção, e a ativação do sistema imune adaptativo (Barton, 

2008). A ativação via TLR gera condições favoráveis para a ativação de células que ainda não 

entraram em contato com qualquer antígeno (células T naive). As células apresentadoras de 

antígeno (macrófagos, células dendríticas) reconhecem o antígeno e o drenam para os nódulos 

linfoides, onde as células T são ativadas. A resposta imune inata ainda fornece o segundo 

sinal necessário para iniciar a proliferação e diferenciação de linfócitos T e B antígenos-

específicos (Harris e Ronchese, 1999) e influenciam na natureza da resposta imune adaptativa 

em função do tipo de microrganismo que infecta o hospedeiro. Em infecções por 

microrganismos intracelulares, estes são fagocitados e processados pelos macrófagos, estes 

expressam moléculas co-estimulatórias e secretam citocinas como IL-12, as quais vão ativar a 

resposta imune adaptativa mediada por linfócitos. Os microorganismos extracelulares que 

atingem o sangue, ativam o sistema complemento que vai levar à estimulação da produção de 

anticorpos (Acs) por linfócitos B. Microrganismos extracelulares também estimulam a 

secreção de TNF-, quimiocinas e IL-1 por macrófagos (Abbas et al., 2007). 
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1.4.2 Sistema imune adaptativo 

 

A resposta imune adaptativa é uma resposta biológica altamente sofisticada, 

envolvendo anticorpos e receptores de células T, como sistemas de reconhecimento de 

patógenos com alto padrão de mutação e replicação intracelular (Moser e Leo, 2010). 

Depende da ativação de células especializadas, os linfócitos (citotóxicos, auxiliares, células B, 

plasmócitos),além das células apresentadoras de antígeno (APCs), que são responsáveis pela 

sua ativação dos linfócitos através da apresentação de antígenos associados a moléculas do 

complexo de histocompatibilidade maior (MHC) (Cruvinel et al., 2010). As APCs retiram o 

antígeno de tecidos periféricos e o entrega aos linfócitos, no linfonodo ou no baço, através da 

linfa ou do sangue, respectivamente, para que sejam reconhecidos (Medzhitov, 2007). 

Uma característica importante da resposta imune adaptativa é o desenvolvimento de 

células em estado aparentemente dormente, que após contato com antígeno específico pode 

re-expressar suas funções efetoras (Chaplin, 2010). 

As principais características da resposta imune adaptativa são: especificidade e 

diversidade de reconhecimento, memória especializada de resposta, autolimitação e tolerância 

a componentes próprios do organismo (Delves e Roitt, 2000). Pode ser dividida em três fases: 

reconhecimento do antígeno pelo linfócito, ativação e fase efetora (Abbas et al., 2007). 

A resposta imune adaptativa pode ser do tipo humoral, quando é mediada por 

anticorpos produzidos por linfócitos B, ou celular, quando é mediada por linfócitos T (Abbas 

et al., 2007). Os antígenos extracelulares são reconhecidos por imunoglobulinas associadas à 

membrana dos linfócitos B (receptor de célula B ou BCR), que quando ativados, se 

diferenciam em células produtoras de anticorpos específicos àquele antígeno. Já os antígenos 

intracelulares são processados e reconhecidos pelos receptores de células T (TCR) (Moser, 

2010). 

Após a eliminação do patógeno, o sistema imune entra no processo de homeostase, 

com a morte dos linfócitos antígenos-específicos por apoptose (Holtzman et al., 2000) e 

manutenção de células de memória, que são responsáveis pela resposta imune secundária, 

mais rápida e mais intensa, ao antígeno em caso de novo contato do organismo com o mesmo 

(Jenkins et al., 2001). 
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1.5 Células da resposta imune 

 

1.5.1 Neutrófilos 

 

Os neutrófilos representam a primeira linha de defesa do organismo contra patógenos 

invasores, sendo, portanto, importantes na resposta imune inata (Witko-Sarsat et al., 2000). 

Produtos bacterianos, citocinas e quimiocinas (TNF-, GM-CSF, IL-8 e INF-) são 

responsáveis pela mobilização e ativação dessas células, que adquirem funções a fim de 

eliminar o patógeno, através da fagocitose (Wrigh et al., 2010). Os neutrófilos possuem em 

seus grânulos diversas proteases e produzem espécies reativas de oxigênio para rapidamente 

matar o patógeno fagocitado. Essas moléculas, porém, são capazes de causar dano ao tecido 

hospedeiro, como é observado em doenças autoimunes, após a liberação dessas moléculas 

tóxicas por neutrófilos ativados inapropriadamente. Neutrófilos quiescentes no sangue 

periférico possuem tempo de vida muito curto (12-18 h). Após a ativação ocorre uma 

extensão no tempo de vida e alteração de suas propriedades moleculares, como apoptose 

retardada, síntese de mediadores pró-inflamatórios e a habilidade de apresentar antígenos as 

células T (Wrigh et al., 2010). Os neutrófilos apresentam antígenos via MHC classe II, 

estimulando a ativação e proliferação de linfócitos T (Gosselin et al., 1993). As citocinas 

secretadas por neutrófilos ativados incluem a IL-8, IL-1, IL-1RA, IL-6, IL-12, TGF-, TNF-

, que ativam outros neutrófilos e outras células do sistema imune (células dendríticas, 

macrófagos e linfócitos). Além de secretar ligante estimulador de linfócito B (BLyS) que 

dirige a proliferação e maturação de células B (Scapini et al., 2005) e IFN- que participa na 

ativação de macrófagos e na diferenciação de linfócitos T (Ethuin et al., 2004). Os neutrófilos 

também produzem leucotrienos e prostaglandinas, principalmente LTB4 e PGE2. LTB4 é 

quimioatraente de neutrófilo e promove adesão e migração através do aumento da expressão 

da integrina Mac-1, já a PGE2 exibe um efeito anti-inflamatório nos neutrófilos, diminuindo a 

atividade da NADPH oxidase e diminuindo os níveis de adesão endotelial e quiomiotaxia 

(Hecker et al., 1990). 

 

1.5.2 Macrófagos 

 

Macrófagos são células fagocíticas residentes de tecidos linfoides ou não linfoides, 

originadas a partir da diferenciação dos monócitos. Estão envolvidos na homeostase do 
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tecido, através do clearence de células apoptóticas e produção de fatores de crescimento 

(Geissmann et al., 2010), além de possuírem várias funções tróficas (Pollard, 2009). Os 

macrófagos possuem funções tanto na imunidade inata (fagocitose de patógenos e debris 

celulares) quanto na imunidade adaptativa (processamento e apresentação de antígeno via 

MHC) (Abbas, 2007). Na resposta imune e inflamatória, os macrófagos atuam como APCs e 

potencializam a ativação de linfócitos B e T pela expressão de moléculas co-estimuladoras e 

liberam citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6, IL-12, TNF- e quimiocinas, além de 

ROS e NO. Os macrófagos também podem em certas infecções, como aquelas por 

Mycobacterium tuberculosis, que são resistentes a ação microbicida do macrófago, se tornar 

grandes e multinucleados e junto aos linfócitos e fibroblastos, formarem os granulomas, a fim 

de impedir a disseminação do patógeno (Cruvinel et al., 2010). Os macrófagos são altamente 

versáteis e plásticos dependendo da exposição a sinais microambientais. As citocinas e 

produtos microbianos são responsáveis por afetar a função especializada e polarizada dos 

fagócitos mononucleares. Os macrófagos são divididos em dois tipos: macrófago M1 e M2.  

O INF- e/ou LPS ou outras citocinas, como TNF- e GM-CSF, estão envolvidos na 

polarização do tipo M1 dos macrófagos ou ativação clássica do macrófago (Hamilton, 2002). 

Macrófagos M1 são caracterizados por alta capacidade de apresentação de antígeno, alta 

produção de IL-12 e IL-23 (Verreck et al., 2004), além de outras citocinas e consequente 

ativação de resposta TH1 e alta produção de intermediários tóxicos, como NO e intermediários 

reativos de oxigênio (ROI). Medeiam também a resistência contra parasitas intracelulares e 

tumores. Outras formas de ativação de macrófagos que não correspondem à ativação clássica 

M1, são chamadas genericamente como ativação alternativa ou M2. Os macrófagos M2 são 

ativados através da exposição a IL-4 ou IL-13, imunocomplexos, IL-10, glicocorticoides, 

hormônios corticosteroides, activina A ou IL-21. Macrófagos M2 são caracterizados pela alta 

produção de IL-10, capacidade de produção de citocinas pró-inflamatórias na presença de 

determinados estímulos, como na presença de LPS, estão envolvidos também no reparo 

tecidual, estimulando fibroblastos e promovendo a deposição de matriz extracelular e 

promovem a resposta TH2 (Mantovani et al., 2004; Gordon and Taylor, 2005; Gallina et al., 

2006; Mantovani et al., 2007; Mosser and Edwards, 2008).  

Os macrófagos, devido as suas funções imunológicas e de reparo, e a desregulação 

dessas atividades, encontram-se envolvidos em muitas doenças, como na artrite reumatoide 

(Pollard, 2009). 
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1.5.3 Linfócitos 

 

Os linfócitos B, T e células NK sãoformados a partir de precursores linfóides na 

medula óssea (Mesquita-Junior et al., 2010).  Os linfócitos medeiam o reconhecimento de 

antígenos na imunidade adaptativa através de receptores de antígenos: receptor de célula B 

(imunoglobulinas) e receptor de célula T (TCR). Esses receptores são gerados a partir da 

recombinação somática de segmentos de genes, que leva a formação de um repertório 

altamente variável de receptores de antígeno, porém cada receptor é altamente específico 

(Medzhitov, 2000; Chaplin, 2010). 

Existem dois tipos de células T: T-helper (TH) ou T CD4
+
 (chamada assim, devido à 

expressão do co-receptor CD4); e as células T citotóxicas ou T CD8
+ 

(que expressa CD8). 

Essas células reconhecem peptídeos antigênicos que se encontram ligados ao MHC classe II e 

classe I, respectivamente. A diferenciação dos linfócitos nos tipos celulares efetores e a 

localização destes no sítio de infecção são reguladas pela ação de citocinas e quimiocinas, 

respectivamente, geradas pelo sistema imune inato (Medzhitov, 2007). As células TH podem 

se diferenciar em células TH1e TH2 (Medzhitov, 2007). A resposta TH1 está associada a 

infecções intracelulares e sua principal função é promover a fagocitose mediada por 

imunidade antimicrobiana (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004). Dentre as diversas citocinas 

secretadas pelas células TH1, está o INF-, que causa a ativação de macrófagos e estimula a 

função citolítica das células T CD8
+
. O INF- também estimula células B a produzirem 

anticorpos IgG2a opsonizantes e ligantes de complemento (Libby, 2007; Medzhitov, 2007). A 

IL-12 secretada pelas células dendríticas e macrófagos promove a diferenciação de linfócitos 

T naive em um fenótipo TH1 (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004). A resposta TH2 está 

relacionada à patógenos extracelulares. A diferenciação em células TH2 é induzida por IL-4, 

através da ativação do fator de transcrição STAT 6. As células TH2 estimulam a imunidade 

humoral pela produção de diversas citocinas (como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) (Sherwood e 

Toliver-Kinsky, 2004). Essas citocinas estimulam a maturação de células B em células 

plasmáticas produtoras de anticorpos (plasmócitos) e promovem a ligação entre células B a 

fim de aumentar a produção de anticorpos IgE. As células TH2 podem recrutar e ativar 

mastócitos, outros efetores da resposta alérgica, que estão relacionados com uma variedade de 

estados de doença, contribuindo na inflamação crônica (Libby, 2007). As células TH2 são 

importantes na resolução da inflamação, pois produzem citocinas anti-inflamatórias, como a 

IL-4, IL-10 e IL-13 (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Libby, 2007). 
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As células TH também podem se diferenciar em outras células efetoras, como TH17 e T 

reguladoras (Tregs). As células TH17 produzem IL-17 que promove o recrutamento de 

neutrófilos e monócitos através de mediadores quimioatraentes como IL-8 e proteína 

quimioatraente de neutrófilo e promove a maturação e o crescimento de células mieloides 

recrutadas. Além disso, a IL-17 estimula a produção de IL-6, óxido nítrico e PGE2, pode atuar 

em sinergismo com citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, TNF-, IFN- e ligante de 

CD40, conduzindo a expressão de genes e amplificando a resposta inflamatória (Afzali et al., 

2007). As células Tregs, por sua vez, têm a capacidade de inibir a proliferação e produção de 

citocinas pelas células T, estando envolvidas no controle da tolerância periférica. As Tregs 

produzem fator de crescimento transformante  (TGF-) e IL-10. O TGF- suprime as 

funções das células TH1 e TH2, macrófagos, células NK e células B (Sherwood e Toliver-

Kinsky, 2004; Afzali et al., 2007; Vignali et al., 2008). A citocina IL-17 e as células Treg 

parecem estar envolvidas de maneira mutuamente exclusiva na promoção e no 

desenvolvimento de doenças autoimunes, como na artrite reumatoide, tendo a IL-17 

contribuindo com suas funções pró-inflamatórias e as células Tregs com propriedades anti-

inflamatórias (Afzali et al., 2007). 

  

1.6 Apoptose no sistema imune 

 

A remoção de células danosas, danificadas, defeituosas ou supérfluas é crítica para o 

desenvolvimento normal e homeostase tecidual em organismos multicelulares (Vaux e 

Strasser, 1996) e em geral, a morte dessas células ocorre por apoptose (Rastogi et al., 2009)). 

O termo apoptose refere-se a um processo dependente de energia, iniciado por diversos 

estímulos intracelulares e extracelulares,como radiação ultravioleta, estresse oxidativo e 

agentes químicos genotóxicos, no qual as células vivas participam de sua própria morte de 

maneira eficiente e organizada, contrariando ao processo ―desorganizado‖ da morte celular 

por necrose,(Huerta et al., 2007, Rastogi et al., 2009). A apoptose é um processo crucial 

dentro dos sistemas biológicos e é considerado como um componente imperativo de vários 

processos incluindo a renovação celular normal, o bom desenvolvimento e funcionamento do 

sistema imunológico, a multiplicação dos cromossomos mutados, atrofia dependente de 

hormônios, o desenvolvimento embrionário normal, a eliminação de células que impedem a 

manutenção da homeostase (Reed & Tomaselli, 2000; Elmore, 2007). Danos ao DNA e 

produção de lesões predominantes, como resultado da radiação ultravioleta (RUV), radiações 
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ionizantes (RI), estresse oxidativo, da replicação ou erros de recombinação, bem como de 

compostos genotóxicos ambientais e terapêuticos são uns dos principais fatores 

desencadeantes de apoptose (Nagata, 1997; Norbury e Zhivotovsky, 2004; Batista et al., 

2009). 

A apoptose é caracterizada morfologicamente e biologicamente por prolongamentos 

da membrana plasmática, exposição de fosfatidilserina para a superfície, condensação do 

núcleo, fragmentação do DNA internucleossomal, e fagocitose dos corpos apoptóticos por 

células vizinhas (Hengartner, 2000; Savill e Fadok, 2000). 

As vias extrínseca(ou receptor de morte)  e intrínseca tem sido bem descritas e 

envolvem uma grande número de proteínas (Igney & Krammer, 2002), dentre elas, as 

proteínas pró-apoptóticas (Bax, Bid e Bak) e anti-apoptóticas (como Bcl-2 e Bcl-XL) e as 

caspases (Grivicich et al., 2007). As caspases clivam muitas proteínas celulares, como a 

laminina e ativam proteoliticamente enzimas (como DNAses) que contribuem para a 

destruição celular.  

A via extrínseca inicia-se através da ligação de um ligante ao receptor de morte, como 

por exemplo, CD95 (ou Fas) que conduz a formação do complexo sinalizador indutor de 

morte (DISC), através da ligação da proteína adaptadora, FADD, aos seus domínios 

citoplasmáticos dos receptores, resultando na ativação de caspases iniciadoras 8 e 10, as quais 

por sua vez ligam e ativam as caspases executoras 3, 6 e 7 culminando na apoptose 

(Chinnaiyan et al., 1995; Krammer, 2000; Walczak e Krammer, 2000; Muppidi et al., 2005; 

Bouillet e O‘Reilly, 2009). A ligação de Fas por seu ligante, FasL, potencialmente dirige a 

apoptose (Kischkel et al. 1995; Nagata, 1997; Strasser et al, 2009). A via extrínseca é 

indispensável na apoptose dirigida por remoção de citocinas ou estresse citotóxico como 

aqueles impostos por radiação  ou drogas quimioterapêuticas. 

A via intrínseca, ou via mitocondrial envolve a ativação de membros pró-apoptóticos 

da família Bcl-2, como o mediador de morte celular que interage com BCL-2 (BIM) levando 

a permeabilidade da membrana mitocondrial e consequente liberação do citocromo c do 

espaço intermembrana para o citosol, que uma vez liberado interage com o fator de ativação 

de peptidase apoptótica (Apaf-1), ATP e pró-caspase 9 para formar o apoptossoma. O 

apoptossoma cliva e ativa a caspase 9, a qual leva a apoptose através da ativação das caspases 

3, 6 e 7 (Adrain e Martin, 2001; Bayir e Kagan, 2008; Bouillet e O‘Reilly, 2009). Estresse 

intracelular ou extracelular como a deprivação de fatores de crescimento, danos no DNA, 

hipóxia ou ativação de oncogenes podem levar a ativação desta via (Grivicich et al., 2007). 
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As vias da apoptose, entretanto, apesar de distintas, encontram-se associadas e 

influenciam uma a outra (Figura 4). 

A morte celular por apoptose tem um papel crítico no desenvolvimento e no 

funcionamento do sistema imune. Durante a diferenciação, a apoptose elimina linfócitos 

desprovidos de receptores de antígenos úteis e aqueles perigosos. A morte do linfócito está 

também envolvida na limitação da magnitude e duração das respostas imunes. Estudos 

prévios de morte celular induzida por ativação concluíram que o CD95 (componente da via 

extrínseca) tem um papel importante no encerramento das respostas imunes mediadas por 

linfócitos T, em contrapartida, outros estudos propõem o BIM (componente da via intrínseca) 

como o principal fator responsável. Porém, com base em estudos recentes, um novo modelo 

que acomoda papéis complementares tanto de Fas quanto de BIM tem sido proposto (Bouillet 

e O‘Reilly, 2009). Estudos têm mostrado também, que a super-expressão ou perda de 

membros da família Bcl-2 pode levar a hiperplasia ou hipoplasia de populações celulares 

hematopoiéticas, porém nenhuma das mutações nocaute com caspases teve efeitos dramáticos 

sobre o sistema hematopoiético (Marsden e Strasse, 2003). A deficiência na apoptose de 

células imunes também está envolvida na geração de doenças autoimunes (Nagata, 2010). 

 

1.7 Doenças autoimunes 

 

As doenças autoimunes (DA) são definidas como uma síndrome clínica causada por 

ativação de células B ou células T ou ambas, na ausência de uma infecção ou outra causa 

discernível (Davidson e Diamond, 2001). As DA incluem mais de 70 diferentes desordens e 

afeta aproximadamente 5% da população Ocidental. Resultam da complexa interação de 

fatores ambientais e genéticos e são altamente variáveis quanto aos tecidos alvos, idade de 

início da doença e repostas a tratamentos imunossupressores. As DA tem a participação tanto 

da imunidade humoral quanto celular em resposta a injúria tecidual. Muitos dos fatores 

envolvidos no desenvolvimento de doenças autoimunes ainda não foram identificados (Selmi 

et al., 2004; Burek e Taylor, 2009; Dedeoglu, 2009; Selmi e Gershwin, 2009). 

Alterações que diminuem o limiar para sobrevivência e ativação de células B e 

produção de auto-anticorpos, alterações genéticas que afetam globalmente as funções das 

células T reguladoras ou a produção de citocinas levam ao desenvolvimento de várias 

desordens autoimunes (Majet et al., 2000; Boismenu e Chain, 2000). 
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Figura 4 – Vias extrínseca e intrínseca da apoptose. Na via extrínseca (ou via de morte 

regulada por receptor), a ligação do CD95L ao CD95 leva a ativação da caspase 8 pela 

proteína adaptadora FADD (domínio de morte associado a Fas) e a formação do compelxo 

sinalizador indutor de morte (DISC) através da interação de domínios homólogos. A caspase 

8 ativada cliva as caspases 3, 6 e 7, que tem como alvo, substratos celulares vitais, induzindo 

a morte celular. Na via intrínseca, sinais de estresse externo como privação de fator de 

crescimento, exposição a drogas citotóxicas ou radiação medeiam a ativação de proteínas 

como mediador de morte celular que interage com BCL-2 (BIM), que ativam proteína X 

associada a BCL-2 (BAX) e o antagonista de BCL-2 (BAK) tanto direta (linha pontilhada) 

quanto indiretamente (linda sólida) por interação com membros anti-apoptóticos da família de 

BCL-2. A oligomerização de proteínas como BAX e BAK causa a permeabilização da 

membrana mitocondrial externa, liberação do citocromo e ativação da caspase iniciadora 9 no 

apoptossoma. A caspase 9, então, ativa as caspases 3, 6 e 7, que em ultima instância resulta na 

morte celular. APAF1, fator apoptótico ativador de protease-1; cFLIP, proteina inibidora 

cellular semelhante a FLICE; tBID, BID truncada. Fonte: Bouill e O‘Reill, 2009, traduzido. 
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A presença de um grande número de auto-anticorpos contra estruturas funcionais das células 

(ácido nucleico, moléculas nucleares, receptores, ou outros componentes funcionais das 

células) é observada nas DA. Esses auto-anticorpos são detectados no soro e são centrais no 

diagnóstico e classificação desse tipo de desordem. Os auto-anticorpos podem estar presentes 

no soro dos pacientes muitos anos antes das manifestações clínicas da doença. Porém, a 

presença de auto-anticorpos não se encontra limitada somente a doenças autoimunes, pois 

outras condições clínicas, como o câncer e o dano tecidual agudo, estão associados a sua 

presença. A presença de auto-anticorpos, entretanto, é uma evidência de quebra ou falha da 

tolerância de células B para com auto-antígenos correspondentes (Lleo et al., 2010). 

Os mecanismos envolvidos na quebra da auto-tolerância ainda são amplamente 

desconhecidos. O desenvolvimento de tolerância pelas células B ocorre na fase de maturação 

dessas células, tanto na medula óssea (tolerância central), quanto na periferia (tolerância 

periférica). Células B auto-reativas costumam morrer por apoptose, porém a falha na 

tolerância central e periférica leva ao aumento dessas células, favorecendo o desenvolvimento 

da autoimunidade. As células T helper estão profundamente envolvidas na quebra da 

tolerância ao próprio pelas células B levando a produção de auto-anticorpos (Lleo et al., 

2010). 

Os auto-anticorpos podem causar dano tecidual através de mecanismos que incluem a 

formação de complexos imunes, citólise e fagocitose de células-alvos e interferência na 

fisiologia celular (Davidson e Diamond, 2001). A deposição de imunocomplexos circulantes 

pode causar glomerulonefrite, vasculite e artrite (Lleo et al., 2010). Além dos auto-anticorpos, 

as células T auto-reativas também podem causar dano tecidual, principalmente células TH1, 

através do recrutamento de células inflamatórias e produção de mediadores (O‘Garra et al., 

1997). 

 

1.8 Artrite reumatoide 

 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença autoimune sistêmica crônica que afeta o 

sistema do tecido conjuntivo, tendo como principais alvos as articulações, especialmente as 

membranas sinoviais, causando artrite inflamatória (Lorenzo, 2007). A artrite inflamatória 

está associada ao dano articular, além de comorbidades, principalmente no sistema 

cardiovascular e destruição óssea. Torna-se uma doença de importância social visto que existe 

uma crescente incapacidade e declínio sócio-econômico nos indivíduos acometidos com AR 

(McInnes e O‘Dell, 2010). É induzida por uma combinação de fatores genéticos, ambientais e 
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mecanismos aleatórios, além da desregulação das respostas imunes envolvendo células 

imunes inatas, incluindo neutrófilos, macrófagos e APCs, bem como a ocorrência da perda de 

tolerância por células B e T (Laufer, 2010). A AR é considerada, segundo estudos 

observacionais que utilizam critérios de classificação da doença, quando tratada, como uma 

doença grave de duração longa, com características dominantes extra articulares, opções de 

tratamento limitadas e resultados pobres (Scott et al., 2010). 

Clinicamente a AR tem como sintomas predominantes a dor, rigidez, e edema nas 

juntas periféricas. O curso clínico da doença é extremamente mutável, variando entre uma 

artrite média, autolimitada a uma inflamação multissistêmica rapidamente progressiva com 

profunda morbidade e mortalidade (Lee e Weinblatt, 2001). 

A distribuição da AR é mundial, tendo uma prevalência de aproximadamente 1% da 

população (Lorenzo, 2007) e um pico de incidência entre 40 e 60 anos de idade. Sabe-se que 

fatores genéticos e ambientais contribuem para sua patogênese, porém pouco se sabe sobre 

sua etiologia (Lorenzo, 2007; Kochi et al., 2009). Estudos epidemiológicos mostram que a 

prevalência da AR varia geograficamente e esta variação depende do background genético. É 

observado que caucasianos são mais susceptíveis ao desenvolvimento da AR que os asiáticos 

e os africanos (Rothschild et al., 1992; Koshi et al., 2009). Tem-se notado também que a AR 

possui uma baixa prevalência na África rural e alta prevalência em tribos específicas das 

Américas Nativas, porém não existe uma clara associação entre AR e status socioeconômicos 

(Lee e Weinblatt, 2001). O maior fator de risco ambiental é o fumo. Outros fatores de risco 

em potencial são ingestão de álcool, café, estado de vitamina D, uso de contraceptivos orais, 

embora as evidências que suportam esses outros fatores sejam fracas (Scott et al., 2010). 

Quanto ao gênero, a AR afeta mais as mulheres que os homens (2:1), e sugere-se que 

isto esteja relacionado a fatores ambientais e genéticos e dos hormônios sexuais, que 

provavelmente modulam o curso da doença e contribuem para as diferenças observadas 

(Gelderman et al., 2007). 

Ciquenta por cento do risco de desenvolver AR está atribuído a fatores genéticos (van 

der Woude et al., 2009). Estudos tem sustentado fortemente a existência da predisposição 

genética pela evidência de maior concordância entre gêmeos e irmãos, mostrando que gêmeos 

monozigóticos possuem maiores índices de concordância que gêmeos dizigóticos (MacGregor 

et al., 2000). E observa-se que irmãos de pacientes com AR tem risco aumentado de 

desenvolver a doença, numa relação 2:17 em relação a população (Seldin et al., 1999). Maior 

susceptibilidade a artrite está associada a genes do antígeno leucocitário humano HLA, dentre 

eles o HLA-DR1 e o HLA-DR4 (Deighton et al., 1989; Laufer, 2010). 
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Aproximadamente, 85% dos pacientes com AR é fator reumatoide positivo. Fator 

reumatoide é um anticorpo contra a porção Fc da imunoglobulina G. Imunocomplexos com o 

fator reumatoide tem sido mostrado em pacientes com artrite reumatoide. Uma teoria é que 

esses complexos ativem o sistema complemento contribuindo para o processo inflamatório da 

AR. Além do fator reumatoide, anticorpos contra peptídeos citrulinados (ACPA) têm sido 

encontrados em pacientes com AR (Harris et al., 2005; Raza et al., 2005; Lee e Schur, 2003; 

Zeng et al., 2003; Van Gaalen et al., 2004). Acredita-se que antígenos sejam modificados por 

citrulinação, o que permitiria a ligação destes a alelos HLA, e o resultado dessa ligação seria a 

quebra da tolerância que permite a ligação de anticorpos a esses antígenos (Hill et al., 2003). 

 

1.8.1 A patogênese da AR 

 

O início da AR é precedido por uma fase pré-articular com quebra da auto-tolerância, 

porém, ainda não se sabe se a inflamação do tecido sinovial ocorre ao mesmo tempo em que o 

desenvolvimento da autoimunidade ou se ocorre um evento de transição da autoimunidade, a 

ocorrência clinica da inflamação articular (Figura 5). Manifestações clínicas da doença 

caracterizam-se por sinovite na junta e dano ao osso e à cartilagem adjacente (Iain e O‘Dell, 

2010). 

O tecido sinovial inflamado é central a patofisiologia da AR (Lee e Weinblatt, 2001). 

A camada sinovial é constituída por sinoviócitos, semelhantes a fibroblastos (tipo B) e 

semelhantes a macrófagos (tipo A) (Laufer, 2010). Durante a AR o número dessas células na 

camada sinovial aumenta (Bartok e Firestein, 2010). A membrana sinovial na AR transforma-

se de uma estrutura quiescente relativamente acelular para uma forma hiperplásica, invasiva 

do tecido e repleta de células imunocompetentes (Bartok e Firestein, 2010). 

Histologicamente, o tecido sinovial na AR se caracteriza por hiperplasia celular, 

influxo de leucócitos inflamatórios, mudanças de expressão na superfície celular de moléculas 

de adesão, proteinases, inibidores de proteases, pronunciada angiogênese e grande quantidade 

de citocinas (Lee e Weinblatt, 2001). Na camada subsinovial, durante a AR, existe uma 

infinidade de leucócitos ativados, incluindo macrófagos, células dendríticas, células B (5%), 

células T CD4 (30-40%), T CD8, mastócitos, células Natural Killer (NK) e células T Natural 

Killer (NKT) e algumas vezes agregados linfoides (Firestein, 2009; McInnes e O‘Dell, 2010). 

A infiltração celular é garantida pela grande quantidade de fatores pró-angiogênicos que 

provocam uma vascularização proliferativa. Apesar da intensa vascularização, o ambiente 
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sinovial na AR é altamente hipóxico, porém a significância biológica disso é pouco 

compreendida (Taylor e Sivakumar, 2005). 

Um fator característico da AR é a formação do pannus, que é definido com um tecido 

sinovial invasivo (Lee e Weinblatt, 2001), envolvido na erosão das articulações na AR. O 

pannus se desenvolve em resposta a citocinas secretadas por células imunes inflamatórias e 

também por sinoviócitos tipo B, que além da secreção de citocinas, adotam um fenótipo 

crescentemente agressivo (Bartok e Firesten, 2010). 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Patogênese da artrite reumatoide com base na visão unificada das diversas 

hipóteses geradas para a gênese e desenvolvimento da doença. Inicialmente, ocorre a fase de 

autoimunidade que precede (mais de anos) o começo clínico da doença. A transição para a 

fase clínica da doença é iniciada por processos mal entendidos, como eventos biomecânicos e 

neurológicos. Em seguida ocorre inflamação, destruição da articulação e aumento de 

comorbidades, como doenças cardiovasculares. Fonte: McInnes & Schett, 2007, traduzido. 
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O pannus possui características histológicas distintas das outras regiões da sinóvia e 

possui fases de progressão ao longo da doença. Inicialmente, ocorre a penetração da 

cartilagem pelo pannus sinovial, composto por células mononucleares e fibroblastos com alta 

expressão de metaloproteinases de matriz pelas células da camada sinovial. E em fases mais 

tardias da doença o pannus pode ser substituído por pannus fibroso compreendido por uma 

camada minimamente vascularizada de células do pannus e colágeno sobrejacente à 

cartilagem (Lee e Weinblatt, 2001).  

A inflamação crônica da sinóvia, na AR, é mantida pelas células do infiltrado e pelos 

sinoviócitos através da produção de fatores reumatoides e produção de citocinas do repertório 

Th1 e Th2 (Weissmann, 2006).  

Existe uma comunicação bidirecional entre o sistema imune adaptativo e a articulação. 

Ao passo que a articulação inflamada nutre o ambiente linfoide, as células T, células B e 

macrófagos induzem proliferação sinovial e ativação de osteoclastos (Manzo et al., 2010). 

 

1.8.2 Imunologia da AR 

 

O desenvolvimento da AR envolve componentes tanto do sistema imune inato quanto 

do sistema adaptativo. Componentes do sistema imune inato, como as células dendríticas, 

macrófagos,  receptores Toll-like (TLRs), receptores NOD-like e componentes moleculares do 

inflamossoma têm grande importância na AR (Sidiropoulos et al., 2008; Huang e Pope, 2010) 

e estão envolvidos no reconhecimento de PAMPs, na ativação celular, produção de citocinas e 

na ativação de vias de sinalização como a via do fator nuclear  B (NF-B), a via das 

proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAP quinase) e via do fator de transcrição ativador 

1 (AP-1), que estão relacionados a expressão de citocinas inflamatórias, mediadores e 

metaloproteinases na AR (Gierut et al., 2010). 

O sistema imune inato é persistentemente ativado na AR, como mostrado pela 

expressão contínua de citocinas derivadas de macrófagos, como TNF-, IL-1 e IL-6 (Gierut et 

al., 2010). 

Com relação aos componentes da imunidade adaptativa, além da presença abundante 

de subtipos de células T CD4 e T CD8 ativadas, células B, plasmócitos e células do plasma na 

sinóvia (Iain e O‘Dell, 2010), centros germinativos ectópicos, constituídos por células T 

CD4
+
, BCD20

+
 e um rede de células dendríticas foliculares estão presentes numa proporção 

substancial de pacientes, e estudos recentes têm relacionado estes centros germinativos como 
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locais para a maturação e ativação de células B e promoção da produção de auto-anticorpos 

(Humby et al., 2009). A base celular para a apresentação de auto-anticorpos permanece 

desconhecida, mas parece que está relacionada à função das células B e células dendríticas 

mieloides e plasmocitoides. 

A AR foi historicamente considerada como uma doença mediada pela resposta Th1, 

porém estudos recentes tem mostrado que células Th2 podem predominar na fase inicial de 

produção de auto-anticorpos (Raza, 2005) e células Th17, que secretam IL-17 tem mostrado 

efeitos cruciais na AR (Lubberts, 2010). 

A presença de células T é predominante à de células B no tecido sinovial, sendo as 

células T CD4
+
 ativadas encontradas em maior quantidade (Weyand, 2000), incluindo células 

T de memória. A participação de células T na AR compreende a produção de citocinas pró-

inflamatórias, como IFN-, IL-1, IL-2, IL-6, IL-17, TNF- e GM-CSF, o contato células 

célula, respostas antígenos específicas, ativação de osteoclastos e reabsorção óssea (Firestein, 

2003). A susceptibilidade genética associada à haplótipos de MHC mostra a importância e o 

papel crítico das células T na AR, inclusive no que se refere ao reconhecimento de auto-

antígenos apresentados pelas APCs (Taneja e David, 2010), o sistema imune de pacientes com 

AR possui um alto nível de células T auto-reativas (Goronzy et al., 1998). Além disso, 

moléculas co-estimuladoras CD40 ligante promovem a proliferação de células B, produção de 

imunoglobulinas, ativação de monócitos e diferenciação de células dendríticas. Moléculas co-

estimulatórias podem estar presentes em níveis elevados no tecido reumatoide, induzindo 

ativação de células T independente de antígenos (Scrivo et al., 2007) . 

A apoptose de leucócitos no fluido sinovial, incluindo os linfócitos, encontra-se 

inibida na artrite reumatoide estabelecida. Os mecanismos responsáveis por essa inibição 

parecem estar relacionados aos altos níveis de citocinas anti-apoptóticas na artrite precoce 

(IL-2, IL-4, IL-15,GMCSF, GCSF) (Raza et al., 2006). 

Os linfócitos B estão envolvidos na produção de auto-anticorpos, apresentação de 

antígenos através do BCR, ativação da função das APCs, modulação de células T, síntese de 

citocinas, funções mediadas por quimiocinas, neolinfogênese ectópica e parecem estar 

envolvidas na homeostase do osso (Marston et al., 2010). 

As citocinas estão implicadas em cada fase da AR, promovendo a autoimunidade, 

manutenção da sinovite inflamatória crônica e conduzindo a destruição do tecido adjacente 

(McInnes e Schett, 2007). Dentre as citocinas envolvidas na AR encontram-se: a IL-1α, IL-

1β, que medeiam a ativação de osteoclastos, a expressão de moléculas de adesão, a secreção 

de quimiocinas e mediadores inflamatórios (NO e PG); TNF-α, envolvido na ativação de 
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monócitos, burst oxidativo, apoptose de células T, regulação clonal e disfunção de TCR, 

aumento da produção de MMP e citocinas e aumento da expressão de moléculas de adesão 

endoteliais; IL-6, que regula a proliferação de células B e produção de anticorpos, a 

hematopoiese, a proliferação, diferenciação e citotoxicidade de células T, produção de 

proteínas de fase aguda; IL-12, que induz a proliferação e a diferenciação de células Th1, a 

citotoxicidade de células T e NK e ativação de células B; IL-23, que causa a proliferação de 

células Th17; IL-17, atua na liberação de citocinas pelos fibroblastos sinoviais e liberação de 

MMP, osteoclastogênese, aumento da produção de citocinas dos leucócitos; interferon tipo I, 

que causa o aumento da expressão de MHC, ativação de macrófago e linfócito, diferenciação, 

sobrevivência e alterações citoesqueléticas; fator de crescimento do endotélio vascular 

(VEGF), que é importante na angiogênese; ligante do receptor ativador do NF-B (RANKL), 

que está envolvido na ativação e maturação de osteoclastos e logo, na reabsorção óssea e 

modula interações células T-células dendríticas (McInnes e Schett, 2007). Fatores de 

sobrevivência, como BLyS e APRIL, que são críticos para a manutenção da auto-reatividade 

de células B, e adipocitocinas tem mostrado a existência de uma intrigante ligação entre 

ativação tecidual de adipócito, síndrome metabólica e inflamação articular (Toussirot et al., 

2007; Daridon et al., 2009). 

 

1.8.3 Tratamento da AR 

 

A AR ainda é uma doença incurável. Várias abordagens têm sido aplicadas em 

estágios patológicos diferentes da doença. O tratamento de pacientes com artrite reumatoide 

inclui AINES, drogas modificadoras da doença (DMARDs), agentes biológicos e 

glicocorticoides. 

Os AINES têm sido por muito tempo utilizados para o tratamento de pacientes com 

AR, porém essas drogas só são capazes de melhorar os sintomas da doença, e não de 

modificar a progressão e a incapacitação em longo prazo da doença. Devido a limitada 

eficiência dos AINES e seus efeitos colaterais gastrointestinais e cardíacos, essas drogas 

perderam seu papel histórico como a primeira linha de tratamento da AR (Emery, 2006; Scott 

et al., 2010).  

As DMARDs são um grupo heterogêneo de agentes agrupados por uso e convenção 

(Scott et al., 2010). São considerados o pilar do tratamento da AR (Donahue et al., 2008), 

porém seus diversos mecanismos de ação ainda são desconhecidos. Essas drogas são capazes 

de reduzir o edema e a dor na junta, diminuir marcadores de fase aguda, limitar o dano 



55 
 

articular progressivo e melhorar a função (Scott et al., 2010). A DMARD mais utilizada é o 

metotrexato, porém a sulfassalazina e lefunomida também são amplamente utilizados. Os 

DMARDs podem ser utilizados sozinhos (monoterapia) ou em combinação a fim de aumentar 

a eficácia (Lee, 2001; Choy et al., 2005). Porém, os DMARDs são pobremente tolerados a 

longo-prazo e provocam vários efeitos colaterais, incluindo uns menos severos, como náuseas 

e outros mais graves, como hepatoxicidade, discrasias sanguíneas e doença intersticial 

pulmonar (Alcorn e Madhok, 2009; Salliot e van der Heijde, 2009). 

Os glicocorticoides são utilizados há mais de 60 anos no tratamento da AR. Durante 

curto prazo, os glicocorticoides reduzem a inflamação do tecido sinovial. Em longo prazo, 

diminuem o dano articular, porém expõem a riscos adversos substanciais, como infecções e 

osteoporose, e seu risco global/benefício é considerado desfavorável (Kirwan et al., 2007; 

Ravindran et al., 2009). 

Entre os agentes biológicos utilizados para o tratamento da AR, estão os inibidores de 

TNF-, que foram os primeiros a serem aprovados para o tratamento da AR. Estes inibidores 

podem ser uma forma recombinante do receptor de TNF ou um anticorpo direcionado a TNF 

(Lee, 2001) e são marcadamente efetivos em pacientes que não respondem a tratamento com 

DMARDs. São convencionalmente utilizados combinados a DMARDs, a fim de aumentar a 

eficácia do tratamento. O bloqueio de TNF dramaticamente diminui o dano estrutural, além de 

levar a melhoras substanciais de sinais e sintomas associados doença (Emery, 2006; Scott et 

al., 2010). Efeitos adversos incluem reações e infecções no local da injeção ou infusão, risco 

de tuberculose (Dixon et al., 2009), infecção por hepatite A e B aumentados e à longo prazo, 

riscos de infecções bacterianos (ex. sepsia), fúngicas (ex. candidíase) e virais (ex. herpes 

zoster) (Scott et al., 2010). E existem evidências, porém ainda não convincentes, que esses 

agentes podem ainda aumentar o risco de desenvolvimento de linfomas (Kaiser, 2008). Outro 

ponto negativo é que o custo dessas terapias é extremamente alto (Gibbons e Hyrich, 2009). 

 

1.9 Artrite induzida por colágeno 

 

Os modelos animais de artrite autoimune têm sido utilizados como ferramentas de 

pesquisa para estudo dos mecanismos patogênicos da artrite, bem como para o 

desenvolvimento de novas terapias (Cho et al., 2007). A artrite induzida por colágeno (CIA) é 

um modelo amplamente utilizado para o estudo da AR. Caracteriza-se por uma 

hipersensibilidade imunológica ao colágeno, o maior componente estrutural do tecido 

conjuntivo, o que poderia explicar a natureza sistema e a cronicidade da inflamação na AR 
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(Trentham et al., 1977). O modelo de CIA tem sido utilizado para estudar mecanismos 

patogênicos da autoimunidade, incluindo o papel dos tipos celulares individualmente, no 

começo e na progressão da doença, bem como para designar e testar novas terapias. Nos 

últimos anos esse modelo tem ajudado no desenvolvimento de terapias com base biológica 

como os inibidores de TNF-α (Cho et al., 2007). A patogênese da CIA divide diversas 

características patológica com a AR incluindo hiperplasia sinovial, infiltração de células 

mononucleares, degradação da cartilagem e a susceptibilidade ligada a expressão específica 

de genes MHC classe II (Cho et al., 2007). 

A CIA é primariamente uma doença autoimune das articulações, que requer tanto a 

imunidade mediada por células T quanto por células B a colágeno tipo II autólogo para 

manifestação da doença (Kannan et al., 2005). Os linfócitos B têm como principal função a 

produção de anticorpos artritogênicos anti-CII (Holmdahl et al., 2002). Modelos de artrite 

induzida por coquetel de anticorpos monoclonais específicos para epítopos de CII comprovam 

a importância dos anticorpos específicos para CII, e também dessas células (Nandakumar e 

Holmdahl, 2006; Oestergaard et al., 2008). Os linfócitos T têm papeis regulatórios na sinóvia 

e aumentam (através da ativação de linfócitos B e de outras células e da produção de 

citocinas) ou inibem (através das células T reguladoras) a inflamação e erosão óssea, 

dependendo das condições que prevalecem (Corthay et al., 1999; Cho et al., 2007). 

A CIA é elucidada em linhagens de camundongos que possuem o haplótipo H-2
q
 ou 

H-2
r
, através da imunização com colágeno II heterólogo em adjuvante completo de Freund 

(AFC). As linhagens de camundongos mais suscetíveis são DBA/1J, B10.Q e B10.RIII 

(Fugger et al., 1996; Rosloniec et al., 1997). Campbell e colaboradores (2000) demonstraram 

que camundongos C57BL/6 (B6; H-2b) também podem desenvolver a CIA com alta 

incidência (60-70%) e severidade sustentada. Como resultado, ocorre a ativação da resposta 

imune após uma ou duas semanas da imunização e o início da artrite macroscópica após 2 

semanas ou na maioria dos casos após várias semanas ou meses. Dentro de alguns dias após o 

começo da artrite, as juntas afetadas são danificadas por uma reação inflamatória, onde ocorre 

uma destruição severa da junta com a formação do pannus erosivo e remodelamento da 

articulação, semelhante à AR. A inflamação ativa, porém, após 3-4 semanas do início da 

doença diminui, ficando apenas a junta danificada e remodelada, mas sem inflamação 

(Holmdahl et al., 2002). 

A idade e o sexo influenciam na susceptibilidade a CIA. Diferentemente da AR, 

machos são mais susceptíveis que fêmeas. Os hormônios sexuais femininos exibem um papel 

protetor forte da artrite (Jansson e Holmdahl, 2001).  
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Após a imunização com CII, células dendríticas reconhecem o CII e tornam-se 

maduras. O LPS e o peptideoglicano presentes no AFC são importantes na maturação dessas 

células. As células dendríticas maduras têm alta expressão de receptores de quimiocinas, 

moléculas MHC classe II, citocinas pró-inflamatórias e moléculas co-estimuladoras. Essas 

células, então, migram para os nódulos linfoides e apresentam os peptídeos de CII, através de 

moléculas de MHC classe II apropriadas, as células T naive. Isso leva a uma reposta 

proliferativa de células T CD4
+
 específicas para CII nos nódulos linfoides e no baço. A 

interação célula dendríticas e linfócito T também conduz à ativação de linfócitos B naive, que 

quando ativados produzem diversas classes de anticorpos anti-CII. A CIA é 

caracteristicamente uma doença mediada por resposta TH1 e altos níveis de IFN-γ, devido a 

natureza antigênica do CII e também pelo uso do AFC, como veículo de entrega do antígeno 

(Cho et al., 2007). Apesar dos altos níveis de INF-, estudos têm mostrado que camundongos 

nocaute para INF- exibem susceptibilidade aumentada a AR, mostrando que o INF- pode ter 

um papel ainda mais importante na regulação da resposta imune (Ortmann e Shevach, 2001; 

Brand et al., 2003). Os anticorpos anti-CII são essenciais na iniciação da reposta inflamatória 

na articulação, através da ativação da cascata do complemento (Fleming e Tsokos, 2006). O 

C5a, do sistema complemento, recruta neutrófilos e macrófagos. Essas células são ativadas ao 

se ligarem através do receptor Fcg e secretam diversas citocinas e mediadores inflamatórios, 

como TNF-α, IL-1, NO, PGE-2. Isso leva ao recrutamento e ativação de outras células 

inflamatórias, como NK, células dendríticas, células T e células B e ativação de fibroblastos e 

macrófagos sinoviais. Estas células, por sua vez, produzem outras citocinas, como IL-23 e IL-

17, quimiocinas e MMPs. A degradação da matriz e a apresentação do antígeno CII 

amplificam a resposta imune por células T. A IL-23 regula a secreção de IL-17 pelas células 

TH17. IL-17, por sua vez, ativa a via do NF-B culminando na formação de diversos 

mediadores inflamatórios, como RANKL, TNF-, IL-1. Juntamente a estas últimas, a IL-17 

tem mostrado efeito aditivo ou até mesmo sinérgico na indução da expressão de citocinas pró-

inflamatórias e dano articular. O NO também é importante na destruição da cartilagem porque 

induz a degeneração dos condrócitos. As células Tregs também exercem funções importantes 

na CIA, sendo reguladoras da doença através da liberação de TGF- e IL-10. Semelhante a 

AR também ocorrem casos de formação de centros germinativos ectópicos na sinóvia. O 

resultado final é a destruição da junta (Lubberts et al., 2005; Cho et al., 2007; Lubberts, 

2010). 
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Com base nessas informações o modelo de CIA torna-se um adequado modelo para o 

desenvolvimento de novas terapias efetivas para AR, inclusive aquelas baseadas em plantas 

medicinais, dando subsídio para o entendimento e avaliação de seus efeitos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Patogênese da artrite induzida por colágeno. Diagrama esquemático da inflamação e 

erosão óssea nas articulações artríticas de camundongos com CIA. A imunização com CII 

heterólogo em AFC produz a formação de anticorpos anti-CII, que por sua vez ativam o 

sistema complemento. O C5a do complemento recruta neutrófilos e macrófagos e aumenta a 

expressão do FcgR. Esses leucócitos ativados produzem diversos mediadores inflamatórios e 

quimioatraentes, como IL-1, TNF- IL-8, NO, PGE2, IL-6, que atuam sobre macrófagos 

sinoviais e células mononucleares infiltrantes. No começo da inflamação, ocorre uma 

proliferação de linfócitos T, B, células dendríticas (DC), células sinoviais, que produzem 

citocinas que interagem uma com as outras. Ocorre também a produção de MMPs, elastase e 

catepsina G que degradam a matriz extracelular e a cartilagem. Os fibroblastos e macrófagos 

sinoviais progridem para hiperplasia. Há formação de novos vasos sanguíneos. Em condições 

restritas, células TH17 podem induzir osteoclastogênese, levando a erosão óssea. Fonte: Cho et 

al., 2007, traduzido. 
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2 MATERIAL 

 

2.1 Produto natural 

 

Frutos de Pterodon polygalaeflorus, da família das Papilionáceas. A identificação 

botânica da espécie foi confirmada por Haroldo Cavalcanti Lima, do Departamento de 

Botânica Sistemática do Jardim Botânico do Rio de Janeiro, onde uma amostra encontra-se 

depositada (RB350278, julho 1999). 

 

2.2 Animais 

 

Foram utilizados camundongos das linhagens DBA/1J e C57Bl/6 machos (18 – 24 g), 

criados no Biotério do Departamento de Bioquímica da Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro. Os animais foram mantidos em caixas plásticas apropriadas, em temperatura 

controlada (24°C), com ciclo de luminosidade de 12 h sendo alimentados com água e ração ad 

libitum. A higienização e desinfecção das caixas foram realizadas em dias alternados, com 

hipoclorito de sódio, sendo utilizada maravalha de pinho branco estéril. 

Os experimentos foram realizados seguindo os padrões éticos para o uso de animais de 

experimentação e aprovados pelo Comitê de Ética do IBRAG-UERJ – Protocolo 05/2009. 

 

2.3 Material descartável e outros 

 

 Seringas de plástico de 1,0 mL e agulhas hipodérmicas estéreis, B-D plastipak, Brasil. 

 Câmara de Neubauer, Boeco, Alemanha. 

 Placas de cultura de células de fundo plano com tampa de 96 poços, estéreis, Falcon 

Becton Dickinson Labware, EUA. 

 Sonda orogástrica metálica IC800, Insight, Brasil. 

 Placas de cromatografia em camada delgada de sílica gel 60, Alugram Sil G, Macherey-

Nagel, Alemanha.  

 Lâminas 24 x 50 mm, Glasscyto, Brasil. 

 Lamínulas 24 x 32 mm, Roni Alzi, Brasil. 

 Cassetes histológicos 210 x 297 mm, Kajocopy, Erviegas, Brasil. 

 Parafina purificada (P.F. 56°C – 58°C), Proquímios, Brasil. 
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 Coluna capilar Restek RTX – 5 MS, com 30 m (comprimento) x 0,25 mm d.i. (diâmetro 

interno) e 0,25 µm d.f. (espessura do filme), Restek Corporation, EUA.  

 Coluna para HPLC C18 100 Å (dimensão do poro), com 250 mm x 4,6 mm. 

(comprimento x d.i.) e granulometria de 5 µm, Kromasil, Suécia. 

 Garrafas plásticas de cultura de células de 75 cm
2
, Corning, EUA. 

 Microtubos de plástico de 1,5 mL, Eppendorf, Brasil.    

 

2.4  Reagentes, soluções e anticorpos e outros 

 

 NP (ácido difenilbórico aminoetiléster – ―natural product‖), PEG (polietileno glicol 

400), vanilina, DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), Tween 20 (Polyxyethylenesorbitan 

Monolaurate), PI (Iodeto de propídeo), detergente não iônico Triton X-100, RNAse de 

pâncreas bovino, MTT (3-[4,5–dimetiltiazol–2-il]-2,5–difeniltetrazol brometo), SDS 

(dodecil sulfato de sódio) a 10% e Con A (concanavalina A), Lipopolissacarídio (LPS), 

da Sigma Chemical Company, EUA. 

 Acetato de etila, metanol absoluto e diclorometano, graus HPLC, Tedia Brazil, Ltda., 

Brasil. 

 Acetona, ácido sulfúrico, ácido acético, xilol, éter de petróleo, etanol absoluto 

(qualidade Omnisolv), Merck S.A., Brasil. 

 Soro fetal bovino (SFB) inativado e estéril, Cultilab, Brasil. 

 Meios de cultura RPMI 1640 e DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco), 

Gibco, Brasil. 

 Adjuvante completo de Freund da Termo Scientific, Pierce Protein Research Products, 

EUA. 

 Anticorpo anti-CD11b integrina (Mac-1 chain) de camundongo acoplado a PE, clone 

M1/70; Anexina V, BD Pharmingen, EUA. 

 Anticorpo anti-CD32/16 de camundongo, clone 93, Southern Biotechnology Associates, 

Inc., EUA. 

 

Os demais reagentes foram usados em grau analítico. 
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2.5 Equipamentos 

 

 Agitador magnético, modelo 257, FANEM, Brasil. 

 Balança analítica, modelo B200, Micronal, Brasil. 

 Balança analítica, modelo PB 3002, Mettler Toledo, Suíça. 

 Banho-Maria, modelo 802, Fisatom, Brasil. 

 Banho histológico, modelo BH05 e Dispensador de parafina modelo DP-01, Lupe 

Indústria e Comércio, Brasil. 

 Câmaras de fluxo laminar, modelo FLV, série 301, Trox do Brasil, Ltda. e modelo 

VLFS, série FL4761, Veco, Brasil. 

 Centrífuga clínica, modelo Universal II, Hettich, Brasil. 

 Cromatógrafo líquido, modelo LC- 20 AT, acoplado a detector de fotodiodo, modelo 

SPD-M20A (HPLC-DAD), com sistema controlador CBM-20A, Shimadzu, Japão. 

 Cromatógrafo a gás, modelo Shimadzu 17A acoplado ao espectrômetro de massas, 

modelo Shimadzu QP 5050A com uma energia de ionização de 70 eV, Shimadzu, 

Japão. 

 Estufa bacteriológica com controle de temperatura digital, modelo 294, de Leo & Cia 

Ltda., Brasil. 

 Estufa incubadora de CO2, modelo COM-17AC, Sanyo, EUA. 

 Evaporador rotativo, modelo 802, Fisatom, Brasil. 

 Gabinete para visualização de fluorescência (U.V. 365 nm e 254 nm), modelo BOIT-

GAB01, Boitton, Pró Análise, Brasil. 

 Liofilizador Heto Drywinner, modelo FD6/55, Heto Lab Equipament, Heto-Holten A/S, 

Dinamarca. 

 Máquina fotográfica digital, modelo DSC-H50, Sony, Brasil. 

 Microscópio de campo claro, modelo CBA, Olympus, Japão. 

 Microscópio invertido com contraste de fase, modelo CK2, Olympus, Japão. 

 Micrótomo Rotativo, modelo RM2125RT, LEICA Microsystems, Alemanha. 

 Pletismômetro, modelo 7140, UGO-BASILE, Itália.  

 Potenciômetro, série 1106/93, Analyser, Brasil. 

 Ultrapurificador de água, modelo Milli-Q plus, Millipore Corporation, EUA. 
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3 MÉTODOS 

 

3.1 Preparo do extrato etanólico de Pterodon polygalaeflorus 

 

Os frutos de Pterodon polygalaeflorus foram lavados rapidamente em água destilada 

corrente, secos a temperatura ambiente, pesados (100 g), e em seguida pulverizados em 

nitrogênio líquido em um graal metálico, sendo transferidos, com auxílio de uma espátula. O 

material obtido foi colocado em cartuchos de papel de filtro previamente pesados, para a 

determinação da massa do material pulverizado. A amostra foi submetida à maceração em 

etanol 100% (10 mL/g de fruto) durante 15 dias, em vidro de cor âmbar, protegido da luz, em 

temperatura ambiente. Após o período de 15 dias, o cartucho foi removido do etanol. Deixou-

se a solução etanólica escoar completamente através do papel de filtro e, posteriormente, 

descartou-se o cartucho. O extrato foi transferido para um balão de fundo redondo, 

previamente pesado (P1) e o solvente evaporado utilizando o evaporador rotativo. Após a 

completa evaporação do solvente, o balão foi pesado novamente (P2) e o peso do material 

extraído pelo etanol correspondeu à diferença entre P2 e P1. Este extrato bruto obtido foi 

denominado de extrato etanólico de Pterodon polygalaeflorus (EEPpg). 

 

3.2  Rendimento 

 

O rendimento do extrato etanólico de P. polygalaeflorus foi calculado relacionando-se 

a massa dos frutos macerados em etanol com o material obtido após a evaporação do solvente, 

como é descrito na expressão abaixo: 

 

% de rendimento = (peso do material obtido/ peso do material inicial) x 100 

 

 

3.3  Análise do EEPpg por cromatografia em camada delgada (TLC) 

 

A análise cromatográfica do EEPpg em camada delgada foi realizada em placas de 

Silica Gel 60, medindo 7 x 3 cm e desenvolvida em cuba de vidro com tampa, à temperatura 

ambiente. A amostra do EEPpg, diluída em metanol 100% (10 mg/mL) foi aplicada em banda 

com auxílio de aplicadores, a uma distância de 1 cm da margem inferior marcada a lápis. 
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Foram realizadas uma ou duas aplicações no mesmo ponto para fins de concentração da 

amostra e a placa foi seca à temperatura ambiente.  

Para a revelação com sulfato de cério foi utilizada como fase móvel a mistura de 

solventes acetona:éter de petróleo (1:9 v/v) para verificar a presença de compostos em geral. 

Ao final da corrida, a placa foi seca e revelada com sulfato de cério 1% em ácido sulfúrico 

1,5% seguido de aquecimento da placa na estufa a 100°C por 5 min. Posteriormente a placa 

foi fotografada. 

Para a revelação com NP-PEG foi utilizada como fase móvel a mistura de solventes 

diclorometano:acetato de etila (9:1 v/v) para verificar a presença de flavonoides. Ao final da 

corrida, a placa foi seca e revelada com reagente NP-PEG. A placa foi revelada com NP 0,5 

g% em acetato de etila e após secar a temperatura ambiente, foi aspergida com PEG 5 g% em 

diclorometano e seca em estufa a 100°C por 5 min. A fluorescência foi observada em gabinete 

para visualização de fluorescência (365 nm) e posteriormente fotografada. 

Para a revelação com vanilina foi utilizada como fase móvel a mistura de solventes 

diclorometano: acetato de etila (9:1 v/v), para verificar a presença de terpenoides. Ao final da 

corrida a placa foi aspergida com ácido sulfúrico 5%, seca a temperatura ambiente e 

posteriormente revelada com vanilina 0,2% em etanol e aquecida em estufa por 5 minutos a 

100ºC. 

 

3.4  Análise do EEPpg por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector 

de fotodiodo (HPLC-DAD) 

 

O EEPpg foi analisado por HPLC com o objetivo de avaliar seu perfil cromatográfico. 

Foram injetados 50 µL de amostra do extrato etanólico diluídos em 50 µg/mL em metanol 

100% utilizando-se como fase estacionária uma coluna de fase reversa C18 (Kromasil 100 Å 

de 250 x 4,6 mm). A eluição foi monitorada em dois comprimentos de onda, 220 nm e 254 

nm, que foram escolhidos baseados na varredura de espectro previamente realizada em 

espectrofotômetro UV-VIS Shimadzu UV 160A, sendo utilizada como fase móvel, 

água/acetonitrila. Foi realizado um , com fluxo de 1 mL/min, começando com 30% até 

alcançar 100% de acetonitrila por 20 min, permanecendo a 100% por mais 15 min. 

 

 

 



64 
 

3.5  Análise do EEPpg por cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de massa 

(GC/MS) 

 

O EEPpg foi analisado por GC/MS. Foram injetados 2 µL de amostra do extrato 

diluído a 1 mg/mL em metanol 100%. A cromatografia gasosa foi desenvolvida em um 

aparelho Shimadzu modelo GC/MS – QP 2010 Plus. Para a separação dos constituintes da 

amostra foi utilizada uma coluna capilar Rester RTX – 5 MS, com 30 m de comprimento 0,25 

mm de diâmetro interno e 0,25 µm de espessura da fase. Hélio ultra puro foi utilizado como 

gás de arraste com fluxo constante de 1 mL/min. A temperatura da coluna foi programada 

para iniciar com 120°C com um aumento de 6°C a cada minuto até alcançar 300°C, 

permanecendo a 300°C por mais 4 min. A análise foi processada no modo de impacto de 

elétrons com uma energia de ionização de 70 eV. 

 

3.6 Estudo do efeito antiartrítico do EEPpg 

 

3.6.1 Modelo de artrite induzida por colágeno (CIA) 

 

Para avaliação do efeito antiartrítico do EEPpg foi utilizado o modelo de artrite 

induzida por colágeno, desenvolvido segundo Wooley e colaboradores (1981). Animais 

DBA/1J machos, com peso entre 18-24 g, foram primeiramente imunizados com uma injeção 

intradérmica (i.d.) no dorso com 100 µL de colágeno II (CII) emulsificado em adjuvante 

completo de Freund (AFC) na concentração de 2 mg/mL. No 21º dia após a primeira 

imunização, os animais receberam uma dose reforço através de injeção intraperitoneal (i.p.) 

de 100 µL de CII (4 mg/mL).  

O desenvolvimento da CIA foi avaliado através da análise do volume das patas por 

pletismografia e avaliação clínica por escore. O pletismômetro mede automaticamente o 

deslocamento de volume de líquido induzido pela introdução da pata no recipiente contendo 

0,05% de NaCl e 0,3% do reagente BBC97, fornecido pelo fabricante (Ornano, Itália). O 

volume de líquido deslocado pela pata, no pletismômetro, foi considerado o volume da pata. 
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O índice de artrite (IA) representa o percentual de aumento do volume da pata mais 

edemaciada no dia X em relação ao dia 0 e foi calculado segundo Sabino e colaboradores 

(1999a), como: 

 

 

IA(%) = vol. da pata no dia X – vol. da pata no dia 0 x 100 

vol. da pata no dia 0 

 

  

Camundongos com índice superior a 30% foram considerados artríticos.  

O escore clínico expressou a severidade da artrite numa escala de 0-4 por pata de 

acordo com mudanças no eritema e/ou edema, observadas visualmente, como descrito por Kin 

e colaboradores (2000): score 0 - normal; score 1 - artrite detectável com eritema em alguns 

dígitos; score 2 - significante edema e eritema; 3 - edema severo e eritema da articulação ao 

dígito; score 4 - edema máximo com anquiloses. O total de escore foi cumulativo com 

máximo de 16 por animal. 

 

3.6.2 Tratamento com EEPpg dos camundongos com CIA 

 

O tratamento dos camundongos com CIA foi realizado diariamente por via oral (v.o.), 

a partir da segunda injeção de CII (21º dia) até o final do experimento. Os grupos tratados 

com EEPpg receberam 100 µL do extrato nas doses de 0,1; 0,01 ou 0,001 mg/kg de peso 

corporal (p.c.). O grupo controle recebeu apenas o veículo de diluição das amostras (etanol 

15%). O nível de inibição da CIA pelo tratamento com EEPpg foi avaliado pelo decréscimo 

no índice de artrite do grupo tratado comparado ao grupo controle CIA. Ao final do 

experimento o sangue foi coletado, os órgãos pesados e as patas removidas para posterior 

análise. 

 

3.6.3 Contagem de células do sangue 

 

O sangue da artéria carótida foi coletado dos camundongos. Gotas do sangue foram 

utilizadas para montagem de esfregaço que foram corados com corante panótico, e as lâminas 

analisadas ao microscópio óptico, para a realização da contagem de segmentados, monócitos e 

linfócitos. O restante do sangue foi utilizado para contagem dos leucócitos totais, para isso o 
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sangue foi transferido para um tubo falcon e adicionado 10 mL de tampão ACK (145 mM de 

NH4Cl, 10 mM de KHCO3 e 2 mM de EDTA). Em seguida, a suspensão foi centrifugada a 

1000 x g por 5 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e, então, se 

adicionou 10 mL de meio RPMI 1640 contendo 5% de SFB, 2 mM de glutamina e 50 μM de 

β-mercaptoetanol,  para a lavagem das células seguida por mais uma centrifugação a 1000 x g 

por 5 min. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as células foram suspensas em 5 

mL de meio RPMI 1640  contendo 5% de SFB, 2 mM de glutamina e 50 μM de β-

mercaptoetanol. As células foram contadas em câmara de Neubauer. 

 

3.6.4 Análise histopatologia das patas dos animais com CIA 

 

As patas dos animais foram removidas e submetidas ao procedimento histológico. 

Primeiramente o material foi fixado em formaldeído 4% tamponado (tampão fosfato de Na    

10 mM pH 7,4) durante sete dias. Depois, o material foi lavado em água corrente por 30 

minutos e descalcificado com ácido nítrico 10% durante no mínimo seis dias ou até perderem 

a rigidez. As patas foram então lavadas em água corrente, depois clivadas em metades e 

desidratadas através de imersões subsequentes em soluções de concentração crescente de 

etanol (70%, 90%, 100%, 100%) por 1 h cada uma. Em seguida as patas foram clarificadas 

em xilol por 2 horas. Para inclusão das peças, após o xilol, as patas foram imersas em dois 

banhos de parafina, por 1 h cada. Após o segundo banho, as patas foram imersas em blocos de 

parafina e secos sob resfriamento. Os blocos então foram cortados com o auxílio do 

micrótomo. Os cortes histológicos com espessura de 5 µm foram corados convencionalmente 

com hematoxilina e eosina e posteriormente fotografados. 

 

3.7 Ensaio de proliferação de esplenócitos 

 

A atividade anti-proliferativa do EEPpg sobre os esplenócitos foi avaliada através do 

teste de redução do MTT. Os esplenócitos foram obtidos a partir de camundongos DBA/1J 

machos. Inicialmente, o animal foi eutanasiado, seu baço retirado e picotado com o auxílio da 

tesoura. Em seguida, as células foram dispersas em 5 mL de meio RPMI 1640 contendo 5% 

de SFB, 2 mM de glutamina e 50 μM de β-mercaptoetanol, com auxílio de tela de 200 mesh e 

de um bastão de borracha. A suspensão  celular obtida foi transferida para um tubo Falcon, 

onde foram adicionados 10 mL de tampão ACK (145 mM de NH4Cl, 10 mM de KHCO3 e 2 

mM de EDTA) para a lise das hemácias. Em seguida, a suspensão foi centrifugada a 1000 x g 
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por 5 min. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e, então, se adicionou 10 mL 

de meio RPMI 1640 diluído em PBS (NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 

1,5 mM,  pH 7,4)  para a lavagem das células seguida por mais uma centrifugação a 1000 x g 

por 5 min. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as células foram suspensas em 5 

mL de meio RPMI 1640  contendo 5% de SFB, 2 mM de glutamina e 50 μM de β-

mercaptoetanol. As células foram contadas em câmara de Neubauer e adicionadas em placas 

de 96 poços a uma concentração de 2x10
6
 células/mL (100 µL/poço), estimuladas com 

Concanavalina A (5 μg/mL) ou Lipopolissacarídio (10 μg/mL) e expostas a diferentes 

concentrações do EEPpg (0,1; 1; 5; 10 e 20 µg/mL) por 48 h em estufa a 37ºC, 5% de CO2 e 

95% de umidade. Ao término do período de 48 h, adicionou-se 10 µL da solução de MTT 5 

mg/mL e incubou-se por 2 h. Os cristais de formazana obtidos a partir da oxidação do MTT 

foram solubilizados pela adição de 100 µL de solução de SDS 10% contendo HCl 0,01 N. 

Após solubilizar os cristais, a absorvância foi lida no comprimento de onda de 570 nm em 

leitor de microplacas. Os resultados estão expressos em percentual de viabilidade, calculado 

em função da absorvância obtida pelo grupo controle, o qual foi considerado como 100%.  

 

3.8  Análise do ciclo celular 

 

As células do baço (2 x 10
6
 células/mL) de camundongos DBA/1J machos foram 

cultivadas em RPMI 1640 suplementado com 2 mM de glutamina e 50 µM de β-

mercaptoetanol, na presença de 5% de SFB e 10 L de Con A, na ausência ou presença das 

amostras de EEPpg, nas concentrações de 5, 10 e 20 g/mL, em garrafas de cultura de 75 

cm
2
, volume total de 10 mL/garrafa, a 37ºC, 5% CO2, atmosfera úmida, por 48 horas. Após 

incubação, as células vivas (refringentes) foram contadas em câmara de Neubauer. Uma 

alíquota da suspensão celular de cada condição estudada, contendo 1 x 10
6
 células, foi 

centrifugada (400 x g, 5 min) e depois suspensa em 500 μL de solução em tampão citrato a 43 

mM contendo iodeto de propídeo (PI) a 50 µg/mL e Triton X-100 a 0,3%, permanecendo à 

temperatura ambiente por 15 minutos ao abrigo da luz. O PI se liga no DNA, permitindo 

assim avaliar as fases do ciclo celular em função da intensidade de sua fluorescência. Em 

seguida, adicionou-se 500 μL de solução de RNAse 100 µg/mL em tampão citrato 43 mM, e 

deixou-se incubando por mais 15 minutos à temperatura ambiente. Após este tempo, as 

amostras foram analisadas por citometria de fluxo (100.000 eventos por ponto), laser de 

argônio 488 nm, no canal de fluorescência 2 (FL2) - 585 ± 15 nm. A aquisição foi realizada 

com o programa Cellquest – Pro e a análise dos resultados com o programa WinMDI 2.8. Os 
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fragmentos de núcleo e doublets foram descartados da análise após seleção em FSC x FL2 (ou 

FL3) seguido de FL2-a x FL2-w. 

 

3.9  Avaliação do nível de apoptose – Anexina V e PI 

 

O nível de apoptose foi avaliado segundo a externalização do fosfolipídio 

fosfatidilserina na membrana plasmática. Primeiramente, as células (2 x 10
6
/mL) foram 

tratadas e cultivadas por 48 h nas mesmas condições utilizadas no estudo de ciclo celular, 

conforme citado anteriormente. Ao final do experimento, as células (5 x 10
5
) de cada 

condição foram lavadas com PBS e suspensas em 250 mL de tampão de ligação (HEPES 10 

mM/NaOH, pH 7,4, NaCl 140 mM, CaCl2 2,5 mM). Posteriormente, 100 μL contendo 2 x10
5
 

células foram transferidos para tubos de citometria. Em cada tubo, adicionou-se 2,5 μL da 

anexina V – FITC (25 µg/mL) e 1 μL de PI (100 μg/mL), misturou-se gentilmente, e incubou-

se por 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Decorrido este tempo, foram 

adicionados 400 μL de tampão de ligação em cada tubo e as células foram analisadas, por 

citometria de fluxo. A aquisição das células (≤ 100.000 eventos por amostra) foi feita com o 

programa Cellquest – Pro. A fluorescência do PI foi detectada pelo canal FL2 (banda 585 ± 

15 nm). A fluorescência da Anexina foi detectada pelo canal FL1 (banda 535 ± 15 nm). Os 

resultados foram analisados com programa WinMDI 2.8. 

 

3.10  Modelo de mielopoiese induzida por adjuvante completo de Freund (AFC) 

 

Estudos anteriores (Buhles e Moshe, 1978; Matthys et al.,1999) serviram como base 

para o desenvolvimento deste modelo em nosso laboratório (LIA-BPPN). Animais C57BL/6 

foram submetidos à injeção no dorso, i.d, com 100 µL de AFC emulsificado (1:1 v/v)  em 

PBS pH 7,4. Seis dias depois os animais foram eutanasiados e seus baços removidos. As 

células do baço foram dispersas em 15 mL de meio RPMI 1640 diluído em PBS estéril (1:2 

v/v). O extrato celular foi centrifugado a 1000 x g por 5 minutos, em seguida o sobrenadante 

foi descartado e o sedimento celular suspenso em 10 mL do mesmo meio. As células foram 

contadas em câmara de Neubauer. As células (1,0 x 10
6
) foram marcadas com anticorpo anti-

CD32/16 para evitar ligações inespecíficas, seguido por marcação com anticorpo anti-CD11b 

(Mac-1) acoplado a PE. Em seguida, as células foram analisadas por citometria de fluxo. A 

aquisição das células (200.000 eventos por amostra) foi feita com o programa Cellquest – Pro. 
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A fluorescência do anticorpo Mac-1 foi detectada pelo canal FL2 (banda 585 ± 15 nm).  Os 

resultados foram analisadas com programa WinMDI 2.8.  

 

3.11  Avaliação do efeito do EEPpg sobre o número de células Mac-1
+
 no baço e no 

peritônio após injeção com AFC 

 

Camundongos DBA/1J foram tratados durante 10 dias com doses (0,001 e 0,01 mg/kg) 

do EEPpg. No 5º dia de tratamento, os animais foram submetidos à injeção no dorso, i.d, com 

100 µL de AFC emulsificado em PBS (1:1 v/v). No 11º dia os animais foram eutanasiados 

tiveram a cavidade peritoneal lavada com PBS contendo 2 mM EDTA e seus baços 

removidos. As células do baço foram dispersas em 15 mL de meio RPMI 1640 diluído em 

PBS estéril (1:2 v/v) com 5% SFB. O suspensão celular do baço e as células do lavado 

peritoneal foram centrifugados a 1000 x g por 5 minutos, em seguida o sobrenadante foi 

descartado e o sedimento suspenso em 10 mL e 1mL do mesmo meio, respectivamente. As 

células foram contadas em câmara de Neubauer e marcadas (1,0 x 10
6
) em meio com 5% SFB 

com anticorpo anti-CD32/16, seguido pela marcação com anticorpo anti-CD11b (Mac-1) 

marcado com ficoeritrina  (PE) e analisadas por citometria de fluxo. A aquisição das células 

(200.000 eventos por amostra) foi feita com o programa Cellquest – Pro. A fluorescência do 

anticorpo anti Mac-1 foi detectada pelo canal FL2 (banda 585 ± 15 nm). Os resultados foram 

analisados com programa WinMDI 2.8. 

 

3.12 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada e os dados foram expressos como a média ± desvio 

padrão. Nos experimentos contendo vários grupos, a análise da variância dos resultados entre 

os grupos foi realizada pelo teste One-way ANOVA e a comparação múltipla entre os grupos 

pelo teste de Tukey. Diferenças relacionadas ao grupo controle foram calculadas usando o 

teste de comparação múltipla de Dunnett. Quando a análise estatística era entre dois grupos 

somente, utilizou-se o teste t de Student. Valores com p < 0,05 foram considerados 

significativos (Dawson-Saunders & Trapp, 1994). Foram utilizados os programas Microsoft
®

 

Office Excel, GraphPad Prism
® 

5 for Windows e WinMDI 2.8.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Rendimento do EEPpg 

 

A extração do óleo dos frutos de P. polygalaeflorus em etanol 100%, resultou num 

extrato com massa recuperada de 33,9% em relação à massa inicial.  

 

4.2  Caracterização fitoquímica do EEPpg 

 

4.2.1 Análise por cromatografia em camada delgada do EEPpg 

 

A análise do EEPpg por cromatografia em camada delgada, mostrada na Figura 7, foi 

realizada a fim de avaliar a presença de compostos em geral, de flavonoides e de terpenoides 

no extrato. 

A revelação de compostos gerais no extrato por sulfato de cério mostrou separação 

eficiente do EEPpg. A presença de várias bandas indica coexistência de vários compostos 

com polaridades diferentes, ou seja, baixa (elevada migração) e alta polaridade (próximo ao 

ponto de aplicação). As mobilidades relativas das bandas (rate flow ou Rf) são mostradas na 

Tabela 1. 

 A presença de flavonoides no EEPpg analisada através de revelação por NP-PEG foi 

evidenciada por bandas alaranjada e esverdeada após a separação com acetato de 

etila:diclorometano que sugere sua presença no EEPpg. A análise com vanilina mostrou a 

presença de várias bandas de polaridades diferentes, o que sugere que o EEPpg apresenta uma 

grande variedade de terpenoides. Na Tabela 1 encontram-se os valores de Rf correspondentes 

a cada banda revelada.  
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Figura 7 – Análise por cromatografia em camada delgada (TLC) do EEPpg. As 

cromatografias foram desenvolvidas em placa de sílica gel 60 com 3 x 7 cm. A. Placa de TLC 

revelada para compostos gerais. Como solvente utilizou-se acetona:éter de petróleo (1:9 v/v) e 

como revelador, sulfato de cério 1% em ácido sulfúrico 1,5%. B. Placa de TLC revelada para 

flavonoides. Para a revelação a placa foi aspergida com NP:PEG. C. Placa de TLC revelada 

para terpenoides. Para a revelação utilizou-se vanilina 0,2% seguida por ácido sulfúrico 5%. 

Em ambas as TLCs reveladas para flavonoides e terpenoides, foi utilizado diclorometano: 

acetato de etila (9:1 v/v) como solvente. 

 

 

Tabela 1 – Valores de Rf do EEPpg obtidos por TLC em sílica gel 60. 

Bandas Rf (cm) 

Revelação para 

compostos gerais 

Revelação para 

terpenoides 

A 0,037 0,029 

B 0,075 0,056 

C 0,100 0,103 

D 0,150 0,162 

E 0,187 0,323 

F 0,225 0,441 

G 0,275 0,544 

H 0,412 0,713 

I 0,562 0,779 

J - 0,853 

K - 0,919 

L - 0,948 

M - 0,978 
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4.2.2  Análise do perfil cromatográfico do EEPpg por HPLC-DAD e GC-MS 

 

Para análise por HPLC foi utilizada uma coluna de fase reversa C18. O monitoramento 

foi realizado através de dois comprimentos de onda (Figura 8). O cromatograma do EEPpg 

por HPLC apresentou um único pico majoritário no final da corrida com tempo de retenção 

(Tr) em 25,656 min, quando monitorado no comprimento de onda de 254 nm, que também 

absorveu em 220 nm. No comprimento de 220 nm o EEPpg mostrou um perfil com vários 

picos, que apareceram entre 14 e 26 min. Estes tempos de retenção ratificam a presença de 

compostos com características mais apolares no EEPpg. Os tempos de retenção obtidos desta 

amostra por HPLC estão sumarizados na Tabela 2. 

O cromatograma obtido por GC/MS foi utilizado para análise de compostos voláteis 

presentes no EEPpg. O EEPpg mostrou um cromatograma complexo, com picos 

predominantes entre 5 e 10 min e entre 19 e 29 min de corrida (Figura 9) dentre os quais foi 

identificada a presença de hidrocarbonetos saturados e insaturados, sesquiterpenos e de 

farneseno, após a comparação dos fragmentogramas com a biblioteca de espectros de massa 

NIST acoplada ao aparelho. A Tabela 3 mostra os valores dos tempos de retenção observados 

e os compostos do EEPpg que puderam ser identificados através do GC/MS (NIST). 

 

4.3 Estudo do efeito do EEPpg sobre a artrite induzida por colágeno 

 

4.3.1 Efeito do EEPpg sobre o desenvolvimento e a severidade da CIA 

 

A CIA foi induzida nos camundongos DBA/1J machos através da injeção de CII, 

purificado de esterno de galináceos, emulsificado em AFC. A CIA pode ser observada 

visualmente nos camundongos através do edema das patas dianteiras e traseiras (Figura 10). 

O desenvolvimento da artrite nos camundongos que receberam v.o. etanol 15% 

iniciou-se 8 dias após a segunda injeção com CII (29º dia), e apresentou pico máximo de 

edema no 40º dia, com o índice de artrite (IA) atingindo 170,48%. Logo após, iniciou-se um 

declínio espontâneo da CIA (Figura 11A). Foram considerados artríticos os camundongos que 

atingiram IA igual ou superior a 30%.  
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Figura 8 – Cromatogramas do EEPpg obtidos por HPLC em coluna C18 monitorada em 254 e 

220 nm. Foi utilizada uma coluna C18 Kromasil 100 A (4,6 x 250 mm) e como fase móvel 

acetonitrila/água (gradiente de acetonitrila 30-100% com fluxo de 1 mL/min). 
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Tabela 2 – Tempo de retenção dos picos principais dos cromatogramas do EEPpg obtidos 

por HPLC monitorada a 220 e 254 nm relativos à Figura 8. 

 EEPpg  

Pico Tr (min) 

220 nm 

Pico Tr (min) 

254 nm 

1 14,675 1 25,656 

2 15,557   

3 17,027   

4 18,007   

5 25,031   

6 25,657   

7 25,958   
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Figura 9 – Cromatograma do EEPpg por GC/MS. Foi utilizada uma coluna capilar Rester 

RTX – 5 MS (30 m x 0,25 mm de d.i. e 0,25 µm d.f.) e hélio como gás de arraste com fluxo 

constante de 1 mL/min. Aplicados 2 µL de amostra a 1 mg/ mL. 

 

Tabela 3 – Nome e Tr dos compostos identificados no EEPpg por GC/MS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tr (min) Composto 

5,22 1-Metiletenil 

5,69 Cariofileno 

6,19 1,6-Ciclodecadieno 

6,57 1- metiletil 

6,80 1-Metiletilideno 

6,96 Ciclohexano 

9,72 2-Ácido Propenóico 

9,83 Ácido Propanóico 

10,27 1,6,10-Dodecatrieno 

19,24 Biciclo[5.2.0]nonano 

20,02 - 
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25,41 - 
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Figura 10 – Visualização do edema das patas dos camundongos DBA/1J com CIA e tratado 

com EEPpg. A. camundongo sadio com pata sem edema e eritema. B. camundongo com CIA 

mostrando edema e hiperemia nas patas traseiras e nas patas dianteiras, exibindo também 

edema e eritema em apenas um dígito. C. Visão lateral da pata traseira de camundongo com 

CIA tratado com etanol 15%. D. Visão lateral da pata traseira de camundongo com CIA 

tratado com EEPpg 0,1 mg/kg p.c.. E. Pata dianteira hiperedemaciada e hiperemiada de 

camundongo com CIA. F. Visão subplantar de pata traseira edemaciada de camundongo com 

CIA. 
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Figura 11 – Efeito do EEPpg sobre (A) o desenvolvimento e (B) a severidade clínica da CIA. 

Camundongos DBA/1J foram divididos em cinco grupos, dos quais quatro receberam no 

dorso i.d. 2 mg de CII emulsificado em AFC (1:2 v/v) no dia 0 e 4 mg de CII i.p. no 21º dia. 

O controle positivo da artrite (CIA; n = 6) foi tratado com etanol 15%. Os grupos tratados 

com EEPpg (CIA + EEPpg) correspondem às doses 0,1 mg/kg (n=5), 0,01 mg/kg (n=5) e 

0,001 mg/kg (n=4). O grupo de animais saudáveis (Sadio) não recebeu tratamento. O 

tratamento foi realizado oral e diariamente do 21º ao 49º dia. Sinais clínicos, como a 

intensidade de edema, intensidade de eritema e formação de anquiloses nas articulações dos 

camundongos DBA/1J com CIA foram avaliados ao longo do experimento. Foram 

considerados no controle positivo apenas os dados dos animais com índice de artrite acima de 

30 %. Média ± D.P. (*) p < 0,05, (
+
)
 
p < 0,01 e (

x
) p< 0,001 em relação ao grupo CIA, pelo 

teste de Tukey. 
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O tratamento dos camundongos com CIA pelo EEPpg reduziu significativamente o IA 

em todas as doses (Figura 11A). As doses 0,01 e 0,001 mg/kg foram capazes de tratar 100% 

dos camundongos com CIA e inibiram 99%  e 92% no 40º dia de desenvolvimento da CIA (p 

< 0,001), respectivamente, porém a dose 0,1 mg/kg tratou somente 60% dos camundongos 

com CIA (IA inferior a 30%), inibindo em até 74% o desenvolvimento da doença (p<0,01). 

Neste grupo o pico de edema foi mais tardio, no 43º dia (IA= 60%), com uma subsequente 

queda suave da doença. 

O início do desenvolvimento da CIA é caracterizado pelo aparecimento dos sinais 

clínicos, como edema e eritema. Estes se se iniciaram no grupo CIA no 29º dia após a 

primeira imunização com CII, atingindo valor máximo (4,33 ± 1,52) no 40º dia após a 

primeira imunização (Figura 11B). Nos grupos CIA tratados com EEPpg, a severidade da 

doença, representada pelo escore, foi reduzida significativamente. Os camundongos tratados 

com as doses 0,01 e 0,001 mg/kg não mostraram sinais clínicos evidentes. A dose 0,1 mg/kg 

de EEPpg foi capaz de melhorar 58% da severidade da CIA (p< 0,05). 

 

4.3.2 Efeito do EEPpg sobre alterações histopatológicas das patas dos camundongos com CIA 

 

Na Figura 12 observa-se a estrutura articular típica de camundongo DBA/1J sadio com 

aumento de 100 x. Nota-se o tecido sinovial composto pela membrana sinovial constituída por 

poucos sinoviócitos, em espessura, e camada subsinovial rica em tecido adiposo e fibroso. 

A Figura 13A mostra a estrutura articular sinovial de camundongo DBA/1J com CIA 

com aumento de 100 x. Observa-se um espessamento da membrana sinovial (ou sinovite 

proliferativa) devido à proliferação dos sinoviócitos, característica típica da doença, e um 

infiltrado de leucócitos, polimorfonucleares e principalmente leucócitos mononucleares na 

camada subsinovial e, consequentemente, formação do pannus sinovial que invade o espaço 

articular, sendo responsável pela destruição da cartilagem adjacente e erosão óssea 

observados. Versão amplificada (400x) do infiltrado inflamatório e do pannus sinovial pode 

ser vista nas Figuras 13B e 13C, respectivamente. 
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Figura 12 – Análise histológica da pata de camundongo DBA/1J sadio. Secção histológica 

típica da articulação de pata traseira de camundongo sadio corada com hematoxilina e eosina. 

Componentes da articulação sinovial são mostrados: osso (O), cartilagem (C) e membrana 

sinovial (MS). A membrana sinovial de espessura fina com poucas células e camada 

subsinovial com a presença de tecido adiposo e fibroso são características típicas da 

articulação da pata em condições saudáveis. MO – medula óssea. (100x). 
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Figura 13 – Análise histopatológica da pata de camundongo com CIA. O grupo CIA recebeu 

apenas o veículo EtOH 15% como tratamento v.o. desde a segunda injeção com CII até o final 

do experimento. A. Secção histológica da pata traseira de camundongo com CIA, mostrando 

um espessamento da membrana sinovial (MS), infiltrado de leucócitos (IN) na camada 

subsinovial, invasão da cartilagem (C) e do osso (O) pelo pannus (P) e resultante destruição 

da estrutura articular (aumento de 100 x). B. Visão amplificada (aumento de 400 x) do 

espessamento da membrana sinovial e infiltrado celular, principalmente células 

mononucleares. C. Visão da invasão do pannus e destruição da matriz óssea (aumento de 400 

x). MO – medula óssea. 
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A eficiência do EEPpg na CIA foi demonstrada pela análise histopatológica das patas 

dos camundongos com CIA tratados com o extrato (Figura 14, aumento de 100 x). Na Figura 

14A observa-se a estrutura articular de camundongos com CIA tratados com EtOH 15% 

durante 28 dias após a segunda injeção com CII.  Como já demonstrado na Figura 13A, 

também nota-se a formação do pannus sinovial, resultante da hiperplasia de células da 

membrana sinovial e pela infiltração de leucócitos, principalmente células mononucleares. O 

pannus encontra-se aderido a cartilagem promovendo a destruição desta e do osso subcondral. 

Os tratamentos com EEPpg nas doses de 0,01 mg/kg (Figura 14B) e 0,001 mg/kg (Figura 

14C) mostram efeito protetor da articulação sinovial em relação aos não tratados, exercendo 

uma inibição na formação do pannus e infiltração celular. A membrana sinovial mostra-se 

delgada, e com tecido adiposo na camada subsinovial, assemelhando-se a estrutura articular 

típica de camundongo sadio mostrada na Figura 12. Notou-se apenas uma sinovite de baixa 

intensidade.  

 

4.3.3 Efeito subagudo do EEPpg sobre o peso dos órgãos de camundongos com CIA 

 

Na Tabela 4 estão expressos os valores médios relativos e absolutos dos órgãos dos 

camundongos DBA/1J sadios ou com CIA, tratados com veículo ou com as diferentes doses 

do EEPpg relacionados ao peso corporal após 49 dias da primeira imunização com CII. No 

final de 49 dias, os camundongos DBA/1J dos grupos tiveram seus órgãos extirpados e 

pesados, a fim de avaliar se o EEPpg promoveu alterações no peso destes órgãos, que 

pudessem sugerir algum efeito tóxico do EEPpg. Fígado e pulmão não mostraram nenhuma 

diferença significativa quanto aos seus pesos absolutos e relativos entre os grupos. Entretanto, 

houve uma diminuição do peso médio absoluto dos rins do grupo tratado com 0,1 mg/kg e 

0,01 mg/kg quando comparados ao controle sadio. 

Quanto aos órgãos linfoides primários e secundários, o grupo CIA apresentou um 

aumento significativo do peso absoluto dos linfonodos inguinais, poplíteos e braquiais (p < 

0,001, p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente) e do peso relativo dos linfonodos inguinais e 

poplíteos (p < 0,01, p < 0,05, respectivamente). Os grupos não mostraram diferença no peso 

relativo do timo, porém quanto ao peso absoluto deste órgão, o grupo CIA apresentou um leve 

aumento (p < 0,05). Quanto ao peso relativo do baço, os grupos também não mostraram 

diferença, porém houve uma pequena redução do peso absoluto médio do baço de 

camundongos do grupo tratado com 0,001 mg/kg do EEPpg (p < 0,05). 
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Figura 14 – Análise histológica das patas de camundongos DBA/1J com CIA tratados ou não 

com EEPpg. A. Pata traseira de camundongo com CIA tratado com EtOH 15% durante 28 

dias após a segunda injeção com CII, mostrando a formação do pannus sinovial (P), resultante 

do espessamento da membrana sinovial (MS), infiltração de leucócitos (IN) e formação de 

novos vasos (não indicado). O pannus encontra-se instalado e aderido à cartilagem e promove 

a destruição da estrutura articular B. Pata traseira de camundongo com CIA tratado com 0,01 

mg/kg p.c. do EEPpg. C. Pata traseira de camundongo com CIA tratado com 0,001 mg/kg p.c. 

do EEPpg. Em ambas as doses, observa-se uma semelhança com a articulação de 

camundongos saudáveis (Figura 12). Nota-se uma inibição da formação do pannus, existindo 

apenas uma sinovite de baixa intensidade (seta). C- cartilagem; O- osso. Cortes histológicos 

com aumento de 100 x. 
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Tabela 4 – Peso absoluto e relativo de órgãos de camundongos DBA/1J sadios, ou com CIA 

(após 49 dias) tratados oralmente com etanol 15% (CIA) ou com EEPpg. 

 Sadios CIA EEPpg  

0,1 mg/kg 

EEPpg  

0,01 mg/kg 

EEPpg  

0,001 mg/kg 

Peso absoluto (mg) 

Peso 

Corporal 

(g) 

  20,64 ± 1,23  22,73 ± 

1,66 

 20,10 ± 2,76    18,50 ± 0,83   19,20 ± 0,50 

Fígado (g)     1,34 ± 0,10    1,45 ± 

0,19 

   1,27 ± 0,16      1,18 ± 0,66    1,29 ± 0,11 

Rins 245,86 ± 

19,00 

206,46 ± 

26,84 

192,60 ± 

33,05 * 

177,97 ± 

13,84 ** 

220,74 ± 

13,55 

Pulmões 191,06 ± 

33,94 

174,30 ± 

13,07 

194,90 ± 

64,82 

193,30 ± 

41,87 

198,55 ± 

62,85 

Baço 146,10 ± 

36,06 

118,63 ± 

8,67 

108,25 ± 8,92 147,03 ± 

19,44 

  90,10 ± 

9,22* 

Timo   11,02 ± 

4,50
#
 

 24,96 ± 

10,41* 

  13,82 ± 3,01   10,62 ± 5,63     9,83 ± 2,61
#
 

Linfonodos 

inguinais 

    4,42 ± 

0,99
###

 

14,98 ± 

4,27*** 

    7,06 ± 

3,51
#
 

   4,96 ± 

2,47
##

 

    4,92 ± 

1,57
##

 

Linfonodos 

poplíteos 

    1,40 ± 

0,27
##

 

  4,23 ± 

0,92** 

    2,50 ± 1,63    1,58 ± 0,64
#
     1,00 ± 

0,26
##

 

Linfonodos 

braquiais 

    3,53 ± 

0,67
#
 

  5,81 ± 

1,86* 

    3,81 ± 0,41    2,45 ± 

0,20
##

 

    2,96 ± 

0,23
##

 

Peso relativo
a 

 (%) 

Fígado  62,69 ± 

1,53 

 63,75 ± 

5,70 

 68,79 ± 

13,18 

 64,44 ± 6,18  64,95 ± 1,95 

Rins  11,83 ± 

0,28
#
 

  9,03 ± 

0,57* 

 10,47 ± 2,46   9,63 ± 0,69  11,92 ± 0,66 

Pulmões  10,49 ± 

0,53 

  7,69 ± 0,52  10,33 ± 3,01  10,60 ± 2,84   8,34 ± 0,67 

Baço   7,39 ± 1,91   5,29 ± 0,73   5,79 ± 0,34   7,75 ± 1,06   4,47 ± 0,33 

Timo   0,51 ± 0,12   1,06 ± 0,39   0,75 ± 0,21   0,57 ± 0,30   0,59 ± 0,09 

Linfonodos 

inguinais 

  0,23 ± 

0,06
##

 

  0,66 ± 

0,19** 

  0,39 ± 0,22   0,26 ± 0,13
#
   0,24 ± 0,09

#
 

Linfonodos 

poplíteos 

  0,07 ± 

0,01
#
 

  0,18 ± 

0,03* 

  0,14 ± 0,10   0,09 ± 0,04   0,05 ± 0,00
#
 

Linfonodos 

braquiais 

  0,15 ± 0,02   0,26± 0,08   0,21 ± 0,03   0,13 ± 0,00
#
   0,15 ± 0,01

#
 

Sadio, n = 7; CIA, n = 3; EEPpg 0,1 mg/kg, 0,01 mg/kg e 0,001 mg/kg, n= 4. Valores 

representados pela média ± desvio padrão. 
a
Peso do órgão em relação ao peso corporal. 

#
p < 

0,05, 
##

p < 0,01, 
###

p < 0,001, comparado com o grupo CIA pelo teste de Dunnett e *p < 0,05, 

**p < 0,01, ***p < 0,001, comparado com o grupo Sadio, após análise de variância pelo One-

Way ANOVA. 
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4.3.4 Efeito do EEPpg sobre o número de leucócitos totais no sangue de camundongos com 

CIA 

 

No 49º dia de experimento, os sangues dos camundongos DBA/1J com CIA tratados 

com etanol 15% ou com as diferentes doses do EEPpg durante 28 dias foram coletados para 

determinação do número de células e ao mesmo tempo foram feitos esfregaços em lâminas 

para a contagem diferencial de leucócitos. A contagem das células do sangue mostrou um 

aumento significativo no grupo CIA em relação ao grupo sadio do número de leucócitos 

totais. Por sua vez, o tratamento com as doses 0,1 mg/kg, 0,01 mg/kg e 0,001 mg/kg p.c. do 

EEPpg reduziu significativamente (p < 0,001) o número de leucócitos totais no sangue 

quando comparados ao grupo controle com CIA. Não houve nenhuma diferença significativa 

entre os grupos tratados com as diferentes doses de EEPpg (Figura 15). 

Não houve variação no percentual de monócitos, linfócitos e segmentados entre os 

grupos (Tabela 5), porém houve diferenças significativas no número absoluto dessas células 

nos esfregaços do sangue (Figura 16). O número absoluto dos segmentados, linfócitos e 

monócitos aumentou significativamente (p < 0,001) no grupo CIA (3,7 ± 0,6; 6,1 ± 1,7; 0,9 ± 

0,2 milhões, respectivamente) quando comparado ao grupo sadio (1,0 ± 0,5; 0,6 ± 0,2; 0,1 ± 

0,04 milhões, respectivamente). O EEPpg entretanto inibiu de maneira significativa o 

aumento desses leucócitos no sangue, como mostrado na Figura 16.  

 

4.4 Efeito do EEPpg sobre a proliferação in vitro de esplenócitos de camundongos 

DBA/1J machos induzida por diferentes mitógenos 

 

A estimulação de linfócitos por mitógenos é usada como modelo in vitro para avaliar a 

interferência de substâncias nos processos de ativação dos mesmos. A fim de avaliar os 

possíveis efeitos do EEPpg sobre a proliferação dos esplenócitos de camundongos da 

linhagem DBA/1J foi utilizado o ensaio do MTT, descrito nos Métodos. Os linfócitos foram 

estimulados com Con A, um mitógeno específico para linfócitos T, ou com LPS, um 

mitógeno específico para linfócitos B. 
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Figura 15 – Avaliação do efeito do EEPpg sobre os leucócitos totais do sangue de 

camundongos com CIA. O sangue foi removido, no final do experimento, por gotejamento da 

artéria carótida de camundongos DBA/1J com CIA tratados com etanol 15% ou com 0,1 

mg/kg , 0,01 mg/kg ou 0,001 mg/kg p.c. EEPpg durante 28 dias e sadios. As células foram 

contadas e os dados expressos como média ± desvio padrão. Experimento representativo. 

***p < 0,001, comparado com o grupo controle CIA pelo teste de Tukey. #p < 0,001, 

comparado ao grupo sadio pelo mesmo teste, ambos após análise de variância pelo teste One-

way ANOVA. 

 

 

 

Tabela 5 – Percentual de leucócitos no sangue dos camundongos DBA/1J sadios ou com CIA 

(após 50 dias) tratados com EtOH 15% ou EEPpg. 

 

 

Leucócitos 

Grupo 

Sadio CIA CIA + EEPpg  

0,001 mg/kg 

CIA + EEPpg 

0,01 mg/kg 

CIA + EEPpg 

0,1 mg/kg 

Linfócitos (%) 35,8 ± 16,2 54,6 ± 6,8  49,2 ± 7,4   36,7 ± 3,3   45,5 ± 7,5 

Monócitos (%)   5,8 ± 1,3   8,6 ± 5,2    6,5 ± 1,3     4,7 ± 1,7     8,0 ± 2,7 

Segmentados 

(%) 

54,4 ± 16,1 34,0 ± 4,6  37,5 ± 6,4   52,7 ± 5,6   44,0 ± 4,5 

Os valores estão expostos como médias e desvio padrão (sadio, n = 5; CIA, n = 3; CIA + 

EEPpg 0,1 mg/kg, n = 4; CIA + EEPpg 0,01 mg/kg, n = 4; CIA + EEPpg 0,001 mg/kg, n = 4). 

Não existem diferenças significativas entre os grupos pelo teste One-way ANOVA. 
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Figura 16 – Avaliação do efeito do EEPpg sobre os tipos de leucócitos do sangue de 

camundongos com CIA. No final do experimento foi feito um esfregaço de células do sangue 

de camundongos DBA/1J sadios ou com CIA tratados com etanol 15% ou com diferentes 

doses de EEPpg. As células foram contadas e os dados expressos como média ± desvio 

padrão. Experimento representativo. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, comparado com o 

grupo controle CIA pelo teste de Tukey. # p < 0,001, comparado ao grupo sadio pelo teste de 

Tukey, todos após análise de variância pelo teste  One-way ANOVA. 
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O EEPpg mostrou potente efeito inibidor sobre a proliferação dos esplenócitos 

murinos induzida por Con A e por LPS (Figura 17). Na presença de Con A, o EEPpg  reduziu 

em 29,7% a viabilidade dessas células na menor concentração (0,1 µg/mL) e foi ainda mais 

potente nas concentrações maiores, chegando a 67,3% de redução da viabilidade quando a 20 

µg/mL (Figura 17B). Diferentemente, nos esplenócitos estimulados com LPS, o decréscimo 

da viabilidade celular foi notado somente nas concentrações a partir de 5 µg/mL (Figura 17C). 

Apesar disso, o efeito inibidor sobre a proliferação destas células nas concentrações de 5, 10 e 

20 µg/mL foi bastante alto (59,4%, 93,6%, 97,7%, respectivamente) comparado às células 

estimuladas com Con A nas mesmas concentrações.  

O EEPpg também reduziu o número de células não estimuladas, nas concentrações de 

5 µg/mL (Figura 17A), principalmente na concentração de 20 µg/mL (40,5% de viabilidade 

celular). Porém, esse percentual de morte, não foi superior nem igual ao efeito anti-

proliferativo sobre os esplenócitos estimulados, sugerindo uma ação anti-proliferativa do 

EEPpg mais direcionada às células ativadas. 

  

4.5 Efeito do EEPpg sobre o ciclo celular 

 

Com base na ação anti-proliferativa do EEPpg sobre linfócitos B (estimulados com 

LPS) e  T (estimulados com Con A) do baço demonstrada no item anterior, decidiu-se avaliar 

o efeito EEPpg sobre o ciclo celular dos esplenócitos induzidos pela Con A por citometria de 

fluxo, após incubação das células com diferentes concentrações do EEPpg (5 µg/mL, 10 

µg/mL e 20 µg/mL) e com Con A.  

Na Figura 18, os histogramas mostram as distribuições dos núcleos de um 

experimento representativo em função da intensidade de fluorescência ao PI, proporcional ao 

conteúdo de DNA, indicando o percentual dos mesmos nas fases do ciclo celular. Na cultura 

controle observa-se o pico à esquerda como representativos dos núcleos com menor 

quantidade de DNA (menor fluorescência ao PI), correspondendo à fase G0/G1. A região 

intermediária e o pico à direita representam os núcleos na fase S e na fase G2/M, 

respectivamente (células em divisão). 
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Figura 17 – Atividade anti-proliferativa do EEPpg sobre esplenócitos de camundongos 

DBA/1J.  A. Células não estimuladas. B. Células estimuladas com Con A. C. Células 

estimuladas com LPS. Os baços de camundongos DBA/1J foram extirpados e suas células 

foram estimuladas com Con A ou LPS e incubadas com diferentes concentrações do EEPpg 

(0,1 µg/mL a  20 µg/mL). Após 48 h a viabilidade celular foi avaliada pela atividade redutora 

mitocondrial dos esplenócitos e os dados expressos como viabilidade celular (%). 

Absorvâncias dos grupos controles: sem estímulo -  0,10 ± 0,03; com Con A – 0,17 ± 0,09; 

com LPS – 0,19 ± 0,02. Média ± D.P. de três experimentos. ***p < 0,001, comparado ao 

controle (100%) pelo teste de Tukey, após análise de variância pelo One-Way ANOVA. 
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Figura 18 – Análise citofluorimétrica do ciclo celular de esplenócitos murinos estimulados 

com Con A na presença de EEPpg. Histogramas mostrando os percentuais de núcleos nas 

fases S + G2/M. As células foram incubadas na com Con A e na ausência e presença de 

diferentes concentrações do EEPpg por 48 h, em seguida foram tratadas com iodeto de 

propídeo (PI) e Triton X-100 por 15 minutos, e depois por mais 15 minutos com RNAse, 

conforme descrito nos Métodos. A fluorescência do PI (DNA) foi detectada em FL2-A por 

citometria de fluxo (100.000 eventos por amostra). Resultado representativo de três 

experimentos independentes. 
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Comparadas aos resultados das células estimuladas com Con A, o tratamento com as 

concentrações de 5, 10 e 20 µg/mL de EEPpg impôs uma redução significativa de 45,8%, 

60,0%, 66,1%, respectivamente, nas fases S + G2/M do ciclo celular. 

Na Figura 19 pode ser observado o efeito do tratamento com EEPpg através das 

médias dos valores relativos e absolutos de núcleos nas fases S + G2/M. Tanto o número 

relativo quanto absoluto de núcleos na fase S + G2/M foram reduzidos pelo tratamento com 

EEPpg em todas as concentrações de maneira concentração - gradual dependente, em relação 

às células estimuladas com Con A. 

 

4.6 Efeito do EEPpg sobre a apoptose 

 

Com o objetivo de avaliar se a atividade anti-proliferativa do EEPpg sobre os 

esplenócitos, sugerida no ensaio de MTT e confirmada por análise do ciclo celular está 

relacionada com a indução da apoptose, a externalização da fosfatidilserina na membrana 

plasmática foi identificada por ligação com Anexina V e utilizada como método para 

identificação de células submetidas à morte por apoptose. Para isso, os esplenócitos de 

camundongos DBA/1J foram colocados em cultura e incubados com Con A, na presença ou 

ausência de EEPpg, nas concentrações de 5, 10 e 20 µg/mL e, após 48 h, marcados com 

Anexina-V-FITC e PI, como descrito no item Métodos. Como controle negativo, esplenócitos 

sem estímulo e sem tratamento com o extrato foram também cultivados. 

Os citogramas (Figura 20A) mostram as distribuições das células em função da 

intensidade de fluorescência do PI e da Anexina-V em experimento representativo. As células 

foram divididas em quatro quadrantes. O quadrante inferior esquerdo refere-se ao percentual 

de células viáveis, O quadrante superior direito, refere-se ao percentual de células em 

apoptose tardia e o inferior direito, as células em apoptose inicial. Observa-se que o EEPpg 

aumentou de 1,2x, 2,1x e 2,2x o percentual de células apoptóticas totais (apoptose inicial + 

apoptose tardia) nas concentrações de 5 µg/mL, 10 µg/mL e 20 µg/mL, respectivamente, em 

relação às células estimuladas com Con A.  

Na Figura 20B, estão representados os gráficos de células viáveis e células em 

apoptose total. A estimulação dos esplenócitos com Con A diminui o percentual de células em 

apoptose quando comparadas ao controle sem estímulo algum. 

No tratamento com EEPpg as concentrações de 10 e 20 µg/mL aumentaram 

significativamente o percentual de morte por apoptose dos esplenócitos estimulados com Con 

A, com valores médios de 80,5% ± 6,8% e 82,6% ± 4,5%, respectivamente, quando 
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comparados ao controle apenas com Con A (49,1% ± 9,5%). A concentração de 5 µg/mL não 

aumentou de maneira significativa a apoptose total dessas células. 
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Figura 19 – Análise do número de esplenócitos de camundongos DBA/1J machos estimulados 

com Con A e na presença de EEPpg nas fases S+G2/M. A: Número relativo. B: Número 

absoluto, obtido a partir da multiplicação do nº relativo pelo nº de células viáveis. As 

condições de cultura e análise foram as mesmas da Figura 18. Média ± E.P. de três 

experimentos. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, comparado às células estimuladas com 

Con A pelo teste Dunnett, após análise de variância pelo One-way ANOVA. 
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Figura 20 – Efeito do EEPpg na apoptose de esplenócitos estimulados por 48h com Con A, 

por marcação com anexina V- FITC e PI. A. Citogramas mostrando a permeabilidade da 

membrana ao PI (FL2) e a ligação da anexina–V à fosfatidilserina na membrana plasmática 

(FL1). Os percentuais de células apoptóticas estão destacados nos retângulos. Resultado 

representativo de três experimentos. B. Número relativo de células vivas e em apoptose. 

Média ± E.P. de três experimentos. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 (Dunnett comparado 

ao Con A).  
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4.7 Efeito do EEPpg sobre o número de células Mac-1
+
 no baço e no peritônio de 

camundongos DBA/1J após injeção com AFC 

 

4.7.1 Modelo de mielopoiese induzida por adjuvante completo de Freund 

 

O modelo de mielopoiese induzida por adjuvante completo de Freund foi 

desenvolvido em nosso laboratório (LIA-BPPN), com base em outros estudos experimentais 

que mostram a importância do AFC não somente como um meio de entrega do antígeno em 

modelos de doenças autoimunes, mas também na promoção de alterações específicas da 

resposta imune e também no remodelamento funcional e morfológico do sistema 

hematopoiético, como a expansão de células mieloides Mac-1
+ 

imaturas. Estas, por sua vez, 

estão associadas à regulação em vários modelos imunes (Billiau e Matthys, 2001). O modelo 

de mielopoiese induzida por AFC encontra-se descrito nos Métodos. 

Seis dias após a injeção do AFC ou PBS i.d. no dorso dos camundongos da linhagem 

C57Bl/6, as células do baço foram marcadas com anticorpo anti-Mac-1-PE e analisadas por 

citometria de fluxo a fim de avaliar a ação do AFC sobre a mielopoiese no baço. Citogramas 

de experimento representativo, que relacionam o tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) 

(Figura 21) dos esplenócitos provenientes de camundongos injetados com AFC e PBS, 

mostraram um aumento, no 6º dia, de uma população de células de tamanho e granulosidade 

maiores do que linfócitos no baço dos camundongos injetados com AFC (grupo AFC) quando 

comparado à população de células do baço dos camundongos injetados com PBS (controle). 

Esta população mostrou ser Mac-1
+
 (Figura 22). 

Apesar do aumento na população de esplenócitos induzido pelo AFC, não houve 

diferenças significativas no número total de esplenócitos nos baços do grupo AFC com 

relação ao grupo PBS (Figura 23A). Porém, o AFC foi capaz de aumentar significativamente 

o número relativo de células Mac-1
+ 

entre os esplenócitos dos camundongos C57Bl/6 (Figura 

23C). Decorrente disso houve também um aumento, apesar de não significativo, no número 

absoluto de células Mac-1
+
 no grupo AFC (Figura 23B). 

 

 

 

 

 

 



94 
 

 

 

 

 

 

Figura 21 – Análise citofluorimétrica do tamanho e granulosidade de esplenócitos de 

camundongos da linhagem C57Bl/6 machos do modelo de mielopoiese induzida por AFC. Os 

camundongos receberam um injeção intradermicamente do AFC ou PBS e após seis dias seus 

baços foram removidos e as células dispersas em meio RPMI e posteriormente marcadas com 

anticorpo anti-Mac-1 acoplado a PE. O tamanho foi detectado pelo parâmetro forward scatter 

(FSC) e a granulosidade pelo parâmetro side scatter (SSC) do aparelho. A região 1 (R1) foi 

usada para análise de expressão do antígeno Mac-1 da Figura 22. Experimento representativo. 
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Figura 22 - análise citofluorimétrica do percentual de esplenócitos Mac-1
+ 

nos camundongos 

da linhagem C57Bl/6 machos do modelo de mielopoiese induzida por AFC. A. Citogramas do 

grupo PBS. B. Histogramas do número de células Mac-1 em função do tamanho do grupo 

PBS. C. Citogramas do grupo AFC. D. Histogramas do número de células Mac-1 em função 

do tamanho do grupo AFC. Os camundongos receberam um injeção i.d. do PBS ou AFC e 

após seis dias seus baços foram removidos, as células dispersas em meio RPMI e marcadas 

com anticorpo anti-Mac-1 acoplado a PE, após pré-incubação com anticorpo anti-CD32/16. O 

tamanho foi detectado por forward scatter (FSC) e expressão de Mac-1 pelo detector FL2 do 

aparelho. Os histogramas foram obtidos pela intercessão das regiões 1 (R1, Figura 21) e 2 

(R2), esta para retirada de hemácias (*). Experimento representativo. 
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Figura 23 – Efeito do AFC na indução da mielopoiese de células Mac-1
+
 entre os 

esplenócitos. A. Celularidade no baço. B. Número relativo de células Mac-1
+
 no baço. C. 

Número absoluto de células Mac-1
+
 no baço. Os camundongos C57Bl/6 receberam uma 

injeção i.d. do PBS ou AFC e após seis dias seus baços foram removidos e as células 

dispersas em meio RPMI e marcadas com anticorpo anti-Mac-1 acoplado a PE, após pré-

incubação com anticorpo anti-CD32/16. Gráficos relativos ao experimento representativo 

mostrado na Figura 22. Média ± desvio padrão de experimento representativo. *p < 0,05, **p 

< 0,01, pelo teste de t-student. 
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4.7.2 Efeito do tratamento com EEPpg sobre a expansão de células Mac-1
+
 induzida por AFC 

 

Após mostrar que o AFC é capaz de induzir a expansão de células mieloides Mac-1
+
 

no baço dos camundongos machos da linhagem C57Bl/6, fomos avaliar o efeito do EEPpg 

sobre a mesma. 

Neste experimento foram utilizados camundongos machos da linhagem DBA1/J que 

também apresentam a expansão dessas células.  Os camundongos foram divididos em quatro 

grupos: os injetados com PBS ou AFC i.d. e que receberam oralmente o veículo de diluição 

da amostra (EtOH 15% + 0,05% Tween 20), denominados como PBS - veículo (PBS-V) e 

AFC - veículo (AFC-V), respectivamente; os injetados com AFC i.d. e tratados v.o. com 0,01 

mg/kg e 0,001 mg/kg de EEPpg, denominados como AFC - EEPpg 0,01mg/kg e AFC - 

EEPpg 0,001 mg/kg, respectivamente. 

Houve um aumento na população de esplenócitos no grupo AFC-V em relação ao 

controle PBS-V, porém esse aumento não foi significativo. O tratamento por sua vez, mostrou 

na dose 0,01 mg/kg de EEPpg uma redução significativa do número de esplenócitos (p < 

0,05) (Figura 24A). O AFC foi capaz de promover o aumento no percentual, bem como no 

número absoluto, de células Mac-1
+
 no baço dos camundongos DBA/1J, como pôde ser 

notado ao comparar os grupos AFC-V e PBS-V. O veículo não influenciou no percentual de 

células Mac-1
+
 no baço (dado não mostrado). O tratamento com 0,01 mg/kg e 0,001 mg/kg 

EEPpg por sua vez inibiu significativamente (p < 0,01) o percentual e o número absoluto 

dessas células no baço (Figura 24B e C).   

No peritônio, embora as diferenças não sejam significativas, o percentual de células 

Mac-1
+ 

diminuiu ligeiramente no grupo AFC–V, aumentou no grupo PBS-V. e nos grupos 

tratados com as duas doses do EEPpg (Figura 25). 
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Figura 24 – Efeito do EEPpg na mielopoiese induzida por AFC no baço de camundongos 

DBA/1J. A. Celularidade no baço. B. Número relativo de células Mac-1
+
 no baço. C. Número 

absoluto de células Mac-1
+
 no baço. Os camundongos foram previamente tratados com 

veículo ou com as doses do EEPpg durante cinco dias. No quinto dia, os animais receberam 

uma injeção i.d. de AFC ou PBS e continuaram a ser tratados até o décimo dia. No décimo 

primeiro dia, foram sacrificados, seus baços extirpados e os esplenócitos marcados com 

anticorpo anti-Mac-1-PE. PBS-V, n = 3; AFC-V, n = 4; AFC – EEPpg 0,01 mg/kg, n = 3; 

AFC – EEPpg 0,001 mg/kg, n=3. Dados representados por média ± desvio padrão de um 

experimento. *p < 0,05, **p < 0,001, comparado ao grupo AFC – V pelo teste de Dunnett, 

após análise de variância pelo One-way ANOVA. 
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Figura 25 – Efeito do EEPpg sobre o percentual de células mieloides Mac-1
+
 no peritônio de 

camundongos injetados com AFC. Camundongos DBA/1J foram tratados previamente com o 

veículo ou as doses de tratamento do EEPpg durante cinco dias. No quinto dia, os animais 

receberam uma injeção i.d. de AFC ou PBS e continuaram a ser tratados até o décimo dia. No 

décimo primeiro dia os camundongos foram sacrificados, e as células do lavado peritoneal 

marcadas com anticorpo anti-Mac-1. PBS-V, n = 3; AFC-V, n = 4; AFC – EEPpg 0,01 mg/kg, 

n = 4; AFC – EEPpg 0,001 mg/kg, n=3. Dados representados por média ± desvio padrão de 

um experimento. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A inflamação é uma resposta fisiológica, normalmente localizada, que ocorre em 

defesa do organismo a um material estranho, frequentemente de natureza microbiana, ou à 

injúria tecidual. Essa resposta envolve vários eventos vasculares e celulares, a fim de eliminar 

o patógeno o mais rapidamente possível e restabelecer a homeostasia. É orquestrada por 

componentes do sistema imune inato (como neutrófilos e macrófagos) e do sistema imune 

adaptativo (como os linfócitos), que podem atuar diretamente sobre o patógeno, produzir 

diversos mediadores inflamatórios e ativar outras células imunes.  Porém, quando essa reposta 

é muito intensa ou o estímulo persistente, a resposta inflamatória fisiológica pode tornar-se 

patológica.  

Muitas doenças caracterizadas pela inflamação são importantes causas de morbidade e 

mortalidade nos humanos. Por isso a inflamação tem sido objeto de diversos estudos 

experimentais. 

A artrite reumatoide é uma doença autoimune com características inflamatórias 

crônicas bem proeminentes. Sua etiologia é desconhecida, porém o início da doença estar 

relacionado à quebra da autotolerância e culmina em características clínicas aparentes como 

destruição da estrutura articular além de diversas outras comorbidades, fazendo da artrite 

reumatoide uma doença extremamente debilitante dos indivíduos por ela acometidos e de 

importância socioeconômica expressiva. 

Muitas drogas convencionais (drogas anti-inflamatórias alopáticas) são utilizadas no 

tratamento da artrite reumatoide, e atualmente agentes biológicos, como antagonistas da 

citocina TNF-, têm sido amplamente utilizados na terapia da AR, bem como em grande 

parte dos estudos de artrite experimental com animais. Porém, efeitos adversos severos, 

incluindo complicações cardiovasculares e infecções e o alto custo dessas drogas têm levado 

ao aumento notório no uso da medicina alternativa e complementar (CAM), principalmente o 

uso de plantas medicinais, por pacientes com artrite reumatoide (Venkatesha et al., 2011), 

porém ainda existe uma carência de informações acerca da eficácia e dos mecanismos de ação 

dessas plantas, limitando seu uso. 

A espécie Pterodon polygalaeflorus é uma planta conhecida popularmente como 

sucupira branca, pertencente ao gênero Pterodon. Seus frutos são preparados pela população 

sob a forma de extrato alcoólico e seu uso popular sugere, dentre outros diversos efeitos, o 

efeito antiartrítico. Neste trabalho, os experimentos foram elaborados a partir do extrato 

etanólico preparado após maceração dos frutos em etanol 100% e posterior evaporação do 
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solvente. A observação do efeito anti-inflamatório demonstrado por outras espécies do 

gênero, como do extrato oleoso de P. pubescens (Silva et al., 2004), do extrato hexânico de P. 

emarginatus (Carvalho et al., 1999) e da própria espécie P. polygalaeflorus (Almeida, 1993) e 

do extrato hidroalcoólico de P. polygalaeflorus (Leal et al., 2000), bem como o efeito 

antiartrítico do extrato hidroalcoólico de P. pubescens (Sabino et al., 1999a), serviram como 

base para o presente estudo. 

A caracterização química geral do EEPpg foi realizada por análises cromatográficas. A 

escolha do solvente se faz extremamente importante a fim de obter uma extração satisfatória. 

Para isso é necessário que o solvente tenha características químicas, iguais ou semelhantes à 

amostra da qual se quer extrair possíveis compostos ativos. O etanol 100% utilizado na 

extração mostrou eficiente maceração de compostos dos frutos de Pterodon polygalaeflorus, 

dada à diversidade química de compostos observados nas análises cromatográficas. O etanol 

possui característica mais apolar, o que pode ter permitindo uma boa extração das moléculas 

do óleo encontrado nos frutos da sucupira. 

Na cromatografia em camada delgada, após revelação com sulfato de cério, observou-

se a presença de várias bandas semelhantes ao longo da placa, permitindo uma visão geral da 

polaridade dos compostos. Com base nos resultados, pode-se sugerir a presença de compostos 

polares e apolares no EEPpg (Figura 7A). Na revelação com NP-PEG, a presença de bandas 

esverdeadas e alaranjadas evidenciou a presença de compostos fenólicos e flavonoides (Figura 

7B). Após revelação com vanilina/ácido sulfúrico foi possível observar a presença de várias 

bandas com cores e valores de Rf diferentes ao longo da placa (Figura 7C e Tabela 1), o que 

sugere a presença de diferentes classes de terpenoides, com polaridades distintas, o que 

confirmam dados da literatura (Wagner e Bladt, 1996). A análise do perfil cromatográfico por 

HLPC-DAD e GC-MS mostrou que, apesar da presença de compostos com polaridades 

diferentes na amostra observados por TLC, há uma prevalência no EEPpg de compostos mais 

apolares, dada a presença de picos majoritários com tempos de retenção mais tardios, entre 14 

e 26 min quando analisado por HLPC (Figura 8 e Tabela 2) e menos voláteis, com tempo de 

retenção entre 19 e 29 minutos quando analisado por GS-MS (Figura 9 e Tabela 3). O perfil 

do EEPpg foi melhor visualizado quando monitorado no comprimento de 220 nm por HLPC. 

A análise por cromatografia por fase gasosa acoplada a espectrômetro de massa permitiu 

identificar, por comparação com o banco de dados NIST, alguns compostos do EEPpg, como 

hidrocarbonetos insaturados e saturados, sesquiterpenos e farneseno (Tabela 3).  

A presença de hidrocarbonetos sesquiterpênicos, como o cariofileno já foi 

demonstrada no óleo do extrato hexânico de Pterodon polygalaeflorus (Campos et al., 1990). 
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Outros compostos, como flavonoides e terpenoides foram encontrados em extratos de 

diferentes espécies do gênero Pterodon, como por exemplo, os triterpenoides lupeol e betulina 

e vários isoflavonoides em extratos acetônicos do alburno e do cerne de Pterodon 

polygalaeflorus (Marques et al., 1998) e o diterpenoide 6-hidroxi-7- acetoxivouacapano – 

14 (17)-eno isolado do extrato etanólico dos frutos de P. polygalaeflorus (Campos et al., 

1990). Esses compostos são provenientes do metabolismo secundário dos vegetais (Peres, 

2004) e estão relacionados aos mecanismos de ação e efeitos farmacológicos de muitas 

plantas utilizadas na medicina popular. Os efeitos anti-inflamatórios e imunomoduladores dos 

triterpenoides são atribuídos a sua habilidade em inibir a 5-lipoxigenase e a elastase 

leucocitária humana, e por afetar o complemento e a produção de anticorpos, respectivamente 

(Ríos, 2010). Os flavonoides, por sua vez, exibem um amplo espectro de ações, e suas 

propriedades anti-inflamatórias estão atribuídas a vários mecanismos envolvendo a 

modulação da sinalização inflamatória, redução da produção de moléculas inflamatórias, 

diminuição do recrutamento e ativação celular, regulação da função celular e propriedade 

antioxidante (Pan et al., 2010). 

A artrite induzida por colágeno é um modelo amplamente utilizado no estudo da artrite 

reumatoide. Isso porque a CIA divide uma série de características patológicas, genéticas e 

fatores imunológicos com a AR. A imunização de linhagens susceptíveis de camundongos 

com colágeno tipo II leva a uma artrite inflamatória e progressiva. Macroscopicamente, a 

artrite é caracterizada por edema e eritema, com aumento da largura da pata afetada em até 

100%. Índices de escores clínicos têm sido desenvolvidos para avaliar a progressão da doença 

a  partir da fase inflamatória a uma distorção comum e espondilite. O desenvolvimento da 

CIA resultou num rápido aumento nas abordagens inovadoras para o tratamento da AR 

(Wooley, 2004), inclusive utilizando-se plantas medicinais que têm sido consideradas como 

minas de ouro no tratamento da AR, devido à sua capacidade de modular respostas 

inflamatórias, buscando minimizar os efeitos colaterais. 

 Neste trabalho o potencial antiartrítico de extrato etanólico de P. polygalaeflorus 

através do modelo murino de artrite induzida por colágeno foi avaliado (Figura 11). A CIA foi 

desenvolvida em camundongos DBA/1J, que possuem o haplótipo H-2q, que determina 

elevada susceptibilidade à doença. O tratamento oral e diário foi mais eficiente nas menores 

doses, prevenindo o desenvolvimento e a evolução da CIA e reduzindo em até 99% o índice 

de artrite. Entretanto, o tratamento com a maior dose, não impediu o desenvolvimento da 

CIA, porém reduziu sua incidência, além de ter retardado seu início (Figura 11A). O EEPpg 

também reduziu significativamente as características clínicas da doença como edema, eritema 
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e deformidade e, portanto, a severidade da doença, que foi representada pelo escore clínico 

das patas com base nesses sinais e sintomas (Figura 11B).  Nenhum sinal clínico de 

inflamação evidente foi observado nos camundongos tratados com as menores doses do 

EEPpg. 

Os efeitos preventivo e terapêutico com extrato hidroalcoólico dos frutos da espécie 

Pterodon pubescens (EHPp) sobre o desenvolvimento da CIA, foram comparados por Sabino 

e colaboradores (1999a). Foi demonstrado que a resposta de camundongos cujo tratamento 

teve início apenas no 21º após a imunização com CII (terapêutico), difere da que ocorre com o 

tratamento preventivo, que é iniciado 20 dias antes da primeira imunização com CII, que 

impediu o desenvolvimento da CIA (Sabino et al., 1999a). Neste trabalho, foi utilizado o 

esquema terapêutico de tratamento para o EEPpg mostrando-se um efeito antiartrítico potente 

em doses baixas de tratamento. O fato de observarmos o efeito antiartrítico em baixas doses 

em relação ao EHPp pode estar relacionado ao tipo de solvente utilizado durante a extração. 

Neste trabalho, o etanol 100% foi capaz de extrair maior quantidade de compostos dos frutos 

de P. polygalaeflorus do que o extrato hidroalcoólico (etanol 15%), potencializando seus 

efeitos.  

A característica patofisiológica marcante na AR é a inflamação do tecido sinovial, que 

normalmente é uma estrutura relativamente acelular com uma camada íntima estreita. Na AR, 

porém, o aumento significativo de sinoviócitos semelhantes a fibroblastos e sinoviócitos 

semelhantes a macrófagos, e o infiltrado de células mononucleares tornam-se características 

dominantes nas articulações afetadas (Firestein, 2009). A artrite induzida por colágeno tipo II 

possui características histopatológicas similares a AR como: deposição de fibrina, IgG e 

outras proteínas plasmáticas sobre a membrana sinovial e cartilagem articular, proliferação de 

sinoviócitos e capilares, infiltração celular inflamatória, principalmente neutrófilos e células 

semelhantes a macrófagos Mac-1
+
, formação do pannus, destruição e regeneração da 

cartilagem articular e do osso subcondral e desenvolvimento de anquiloses (Suzuki et al., 

1997). 

Neste trabalho, foi possível observar a presença de hiperplasia da membrana sinovial, 

um intenso infiltrado de células imunes, formação do pannus erosivo que invadiu e destruiu a 

cartilagem adjacente e o osso subcondral na articulação afetada de camundongo com CIA 

tratado apenas com o veículo (Figura 13). Segundo a literatura, o acentuado infiltrado 

inflamatório na pata do animal do grupo CIA está relacionado aos altos níveis de TNF-, IL-1 

e quimiocinas liberadas pela ativação local dos macrófagos. O TNF- e a IL-1 aumentam a 

expressão de P-selectinas e E-selectinas no endotélio e seus ligantes nos leucócitos, 
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responsáveis pelo rolling de leucócitos nos vasos sanguíneos, enquanto as quimiocinas 

aumentam a afinidade das integrinas dos leucócitos pelos ligantes, e são responsáveis pela 

adesão e posterior transmigração dos mesmos para os tecidos (von Andrian e MacKay, 2000). 

 O tratamento com EEPpg reduziu expressivamente as características histopatológicas 

encontradas nas articulações de camundongos com CIA (Figura 14), assumindo características 

próximas ao controle sadio (Figura 12), com exceção apenas de uma inflamação na sinóvia de 

baixa intensidade. O mesmo efeito foi demonstrado por Coelho e colaboradores (2004), com o 

extrato hidroalcoólico de Pterodon pubescens neste modelo. 

Coletivamente esses resultados mostram que o tratamento com EEPpg é capaz tanto de 

afetar o curso e a severidade da CIA,  como é capaz de modificá-la, como observado pela 

melhora expressiva dos caracteres histopatológicos, inibindo os processos inflamatórios e 

protegendo a estrutura articular da destruição, apontando, então,  o EEPpg como potente 

agente antiartrítico. Trabalhos realizados anteriormente em nosso laboratório mostraram um 

potente efeito anti-inflamatório do extrato hexânico de Pterodon polygalaeflorus (EHPpg) nos 

modelos de inflamação aguda, air pouch e edema de pata induzido por carragenina (Vigliano, 

2008) o que confirmam os efeitos anti-inflamatórios desta espécie.  

As plantas medicinais podem inibir a iniciação e a progressão da artrite inflamatória 

ao intervir em múltiplas etapas da patogênese da doença (Venkatesha et al., 2011). Estudos 

com Pterodon pubescens, espécie do mesmo gênero, demonstram uma relação de seus efeitos 

antiartríticos com a regulação da resposta de células T, a mudança na resposta de células B na 

produção de anticorpos anti-CII e a alteração da migração dos leucócitos para os tecidos 

(Coelho et al., 2004).  Partindo deste princípio, pode-se sugerir que o EEPpg interfere no 

desenvolvimento da CIA influenciando vias particulares de ativação do sistema imune da 

mesma forma que P. pubescens. Além disso, o EEPpg pode intervir no evolução da artrite ao 

interferir no balanço ou na resposta de citocinas, como ocorre com a Tripterygium wilfordii 

(Wang et al., 2008) e com a Ulmus davidiana (Kim et al., 2005). Poderia também afetar direta 

ou indiretamente a expressão de moléculas de adesão e quimiocinas nos vasos sanguíneos ou 

articulações, como é observado em Fumigant Ib (Shen e Lu, 2009). E, com base no fato de 

que a erosão da cartilagem na artrite reumatoide é mediada, pelo menos em parte, por 

metaloproteinases de matriz e agrecanases (ADAMTs) (Sun, 2010), podemos sugerir que os 

efeitos protetores do EEPpg contra a destruição da cartilagem e do osso na artrite induzida por 

colágeno poderia também estar relacionada com uma possível intervenção sobre a produção 

dessas enzimas. Certamente, uma investigação mais profunda sobre os ―alvos‖ e bases 

moleculares da ação anti-inflamatória do EEPpg deve ser realizada.   
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A avaliação do peso dos pulmões, rins e fígado dos animais com CIA, tratados ou não  

com veículo ou EEPpg, fez-se necessário, tendo em vista que esses órgãos são locais de 

biotransformação de xenobióticos. Porém, a biotransformação de drogas embora tenha como 

objetivo facilitar a excreção de metabólitos pode gerar metabólitos secundários ativos e que 

podem apresentar propriedades tóxicas (Oshima-Franco e Franco, 2003). O EEPpg não 

mostrou efeito sobre o peso absoluto e relativo do fígado e do pulmão. Apesar de 

observarmos uma diminuição no peso absoluto médio nos rins dos grupos tratados com as 

doses 0,1 e 0,01 mg/kg do EEPpg (Tabela 4), não se pode afirmar um efeito nefrotóxico do 

EEPpg. Para tal, outras análises devem ser realizadas, como por exemplo, avaliação do efeito 

sobre enzimas de biotransformação e níveis séricos de creatinina, bem como análise 

histopatológica.  

Os órgãos linfoides são importantes filtradores dos antígenos fluidos corporais e locais 

de maturação, ativação e proliferação de células imunes, servindo como um ambiente propício 

para o início da respostas imunes, através da apresentação de antígeno pelas APC aos 

linfócitos. Variações no peso do baço, timo e linfonodos dos camundongos sadios e com CIA, 

tratados ou não com EEPpg foram observadas neste trabalho. Não houve nenhuma alteração 

significativa do peso do baço entre os grupos, com exceção de uma pequena redução no peso 

médio absoluto do baço do grupo tratado com a dose de 0,001 mg/kg (Tabela 4). Porém, isto 

pode estar relacionado ao peso corporal um pouco menor dos camundongos deste grupo. O 

aumento dos pesos do timo e dos linfonodos (inguinais, poplíteos e braquiais) observado no 

grupo CIA, quando comparado ao controle sadio (Tabela 4), confirma o desenvolvimento da 

CIA possivelmente devido ao aumento da maturação de linfócitos T no timo, bem como a 

migração de células apresentadoras de antígeno para os nódulos linfoides drenantes resultando 

no aumento da migração/ativação/proliferação de linfócitos naive ou comprometidos e logo, 

um aumento na celularidade nos linfonodos do grupo CIA. O linfonodo drena a região 

inflamada e dessa forma os antígenos presentes nos tecidos são carreados por células 

fagocíticas para os órgãos linfoides secundários, onde se desenvolve uma resposta 

imunológica. O aumento da celularidade no linfonodo pode resultar da expansão clonal de 

vários tipos de linfócitos B e T antígenos específicos, como para CII (Cotran, 1999). O 

tratamento com EEPpg reduziu significativamente os pesos absoluto e relativo do timo e dos 

linfonodos, quando comparados aos do grupo CIA, sugerindo um efeito antiartrítico e/ou 

imunossupressor deste extrato. Estudos feitos por Coelho e colaboradores (2004) mostraram 

que o tratamento com o EHPp impede o aumento de células CD4
+
CD69

+
 (isto é, ativadas) nos 
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nódulos linfoides. Essas observações são indicativas de que a sucupira previne a ativação e 

expansão de linfócitos envolvidos na CIA.  

Um aumento de leucócitos totais no sangue também foi observado no grupo CIA e o 

tratamento com o EEPpg reduziu significativamente esse parâmetro (Figura 15). O número 

absoluto de linfócitos, monócitos e segmentados diminuiu significativamente nos grupos 

tratados com as diferentes doses do EEPpg, principalmente os linfócitos (Figura 16). Esse 

resultado complementa os anteriores e sustenta a hipótese do efeito do EEPpg sobre células 

imunes, inibindo a proliferação de linfócitos e/ou migração celular para os nódulos linfoides 

ou para o sítio da resposta inflamatória, como notado nas análises histológicas das patas dos 

camundongos tratados. 

Após demonstrar o efeito antiartrítico do EEPpg na CIA, decidiu-se avaliar os 

possíveis mecanismos de ação do EEPpg sobre os linfócitos do baço de camundongos 

DBA/1J. 

Os linfócitos são considerados potentes alvos terapêuticos da artrite reumatoide 

(Townsend et al., 2010; Wehrens et al., 2010). Na literatura, são relatados estudos onde 

compostos de plantas utilizadas na medicina popular exibem efeitos importantes sobre a 

proliferação de células T e na resposta mediada por essas células (Gao et al., 2009). Com o 

intuito de avaliar os possíveis efeitos do EEPpg sobre a proliferação de células imunes, mais 

especificamente os linfócitos, foi realizado o ensaio de proliferação in vitro dos esplenócitos 

de camundongos DBA 1/J estimulados com Con A (mitógeno específico para linfócitos T) e 

com LPS (mitógeno específico para linfócitos B).  

O EEPpg afetou a proliferação tanto de linfócitos T quanto de linfócitos B (Figura 17). 

Os linfócitos T mostraram-se mais sensíveis à ação do extrato já na concentração mais baixa 

(0,01 µg/mL). Os linfócitos B tiveram sua proliferação inibida em concentrações mais altas (5 

µg/mL, 10 µg/mL e 20 µg/mL). A alta sensibilidade dos esplenócitos induzidos com Con A 

sugere que o EEPpg possa estar inibindo preferencialmente linfócitos T. Diferenças de 

sensibilidade aos estímulos mitogênicos de células T e B têm sido descritas para alguns 

flavonoides (Mookerjee et al., 1993) e isso sugere que essa diferença poderia refletir a 

utilização de diferentes vias de ativação celular (Middleton et al., 2000). Apesar da redução 

do percentual de células não-estimuladas nas concentrações de 5 µg/mL e 10 µg/mL, o efeito 

do EEPpg parece ser direcionado para células estimuladas. Cardoso e colaboradores (2008) 

demonstraram um efeito imunossupressor da resposta celular e humoral pelo extrato etanólico 

de Pterodon pubescens (EEPp), através do modelo imune de hipersensibilidade tardia (DTH), 

no qual o EEPp reduziu o edema de pata em doses baixas. Também foi demonstrada a 
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redução da produção de anticorpos in vivo e inibição da proliferação de linfócitos T e B e da 

produção de óxido nítrico in vitro. A inibição da proliferação in vitro de células T e B pelo 

EEPpg, neste trabalho, sugere que o extrato possa estar exercendo seus efeitos 

imunossupressores, prejudicando a função de ambas as células. 

Na literatura, flavonoides encontrados em plantas têm sido relacionados fortemente 

aos efeitos anti-proliferativos e anti-inflamatórios de plantas medicinais (Xiao et al., 2011), 

bem como monoterpenos e diterpenos têm mostrado efeitos sobre a proliferação de linfócitos 

B e T e sobre linhagens celulares de linfomas (Cerqueira et al., 2004; Manuele et al., 2008). 

Estes relatos nos leva a sugerir que flavonoides e terpenoides presentes no EEPpg podem 

estar associados aos seus efeitos anti-inflamatórios e anti-proliferativos. Como o ensaio do 

MTT é baseado na capacidade redutora das desidrogenases, presente nas mitocôndrias 

celulares, e isto só ocorre em células com metabolismo ativo. Os resultados observados 

sugerem que o efeito inibidor do EEPpg nos linfócitos in vitro, esteja relacionado à morte 

dessas células, já que a ativação de células T e B por Con A e LPS, respectivamente, não 

depende de APCs. 

O efeito anti-proliferativo do EEPpg sobre os linfócitos T está possivelmente 

relacionado com a interrupção no ciclo celular destas células, como mostraram os resultados 

da análise por citometria de fluxo do ciclo celular de esplenócitos estimulados com Con A na 

presença ou não de diferentes concentrações do EEPpg (Figura 18 e 19). Houve uma redução 

do número de núcleos nas fases S + G2/M e um aumento na fase G0/G1 de maneira 

concentração-dependente atingindo níveis semelhantes ao de células não estimuladas. Esses 

resultados sugerem que a atividade inibidora sobre a multiplicação de linfócitos T pode estar 

relacionada à intervenção da replicação do DNA na fase S e/ou na regulação da mitose. 

Estudo com extratos de Isodon serra, ricos em diterpenoides, demonstrou efeito significativo 

destes extratos sobre o ciclo celular dos linfócitos T esplênicos murinos estimulados por Con 

A in vitro, da mesma maneira que a observada pelo EEPpg neste trabalho (Zhang et al., 

2005). 

A atividade inibidora do EEPpg sobre a ciclo celular de linfócitos pode está 

relacionada à indução da morte por apoptose dessas células. Isto foi demonstrado pela análise 

por citometria de fluxo de esplenócitos murinos estimulados com Con A e na presença e na 

ausência do EEPpg marcados com anexina V, um anticorpo específico para a fosfatidilserina 

exposta na parte externa da membrana plasmática durante a apoptose (Figura 20). 

A apoptose de células, como os linfócitos T, é importante na resolução da resposta 

imune, porém diversas doenças, como as autoimunes, podem resultar de um desequilíbrio 
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entre sobrevivência celular e apoptose (Thompson, 1995). Defeitos na morte celular 

programada têm sido observados em alguns tecidos e células de pacientes com doenças 

reumáticas. Dessa forma, a apoptose tem sido considerada como uma estratégia terapêutica 

importante em doenças reumáticas como a artrite reumatoide (Ramaswamy et al., 2011).  

Nesse trabalho, foi possível observar que o EEPpg nas concentrações mais altas (10 µg/mL e 

20 µg/mL) inibiu a proliferação e induziu a apoptose dos linfócitos. A concentração de 5 

µg/mL apesar de ter mostrado efeito significativo sobre o ciclo celular, não mostrou efeito 

significativo na indução da apoptose, quando comparado ao controle de linfócitos estimulados 

com Con A (Figura 20).  

Esses resultados indicam a presença de compostos imunomoduladores no EEPpg e 

sugere que seus efeitos possam estar relacionados à inibição da proliferação dos linfócitos T 

através da parada no ciclo celular e indução da apoptose destas células nas maiores 

concentrações. A presença de flavonoides e terpenoides no EEPpg podem ser responsáveis 

por esses efeitos do extrato. Triterpenos, saponina e diterpenos de extratos de plantas já foram 

relatados por terem efeitos imunossupressores significativos em linfócitos T murinos, pela 

intervenção no ciclo celular e indução da apoptose (Cerqueira et al., 2004; Sun et al., 2009). 

A inibição da ativação do fator de transcrição NF-B tem sido relacionada com a supressão de 

linfócitos (Gao et al., 2001). Vários terpenoides tem sido descritos como potentes inibidores 

da ativação do NF-B (de las Heras et al., 1999). Dessa forma, pode-se sugerir a inibição da 

ativação deste fator de transcrição e consequente redução de mediadores inflamatórios, como 

citocinas inflamatórias, como um dos mecanismos para a atividade imunossupressora do 

EEPpg.  

Estendendo o estudo para outras células do sistema imune importantes durante o 

processo imuno-inflamatório da artrite reumatoide, fomos avaliar se o EEPpg está envolvido 

no aumento ou na redução de células mieloides Mac-1
+
 no baço.  

Células mieloides Mac-1
+
 incluem os granulócitos, monócitos e macrófagos, todos 

importantes durante o processo inflamatório e na manutenção da artrite reumatoide. Essas 

células são importantes na AR ao produzirem citocinas e mediadores que estão envolvidos no 

recrutamento e ativação de outras células dentro da articulação artrítica. Evidências tem 

comprovado um papel importante da mielopoiese e de células Mac-1
+
 na CIA. Por exemplo, 

foi mostrado que a citocina IL-12 promove a mielopoiese e promoção da CIA, e que a 

neutralização com anticorpo anti-IL-12, previne completamente a expansão de células Mac-1
+
 

e o desenvolvimento da CIA em camundongos nocautes para INF-γ (Matthys et al., 1999). 

Camundongos deficientes para o fator estimulador de colônia (CSF) são protegidos contra a 
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artrite (Campbell et al., 1998). Além disso, o estudo realizado por Matthys e colaboradores 

(1999) mostra que a mielopoiese de células Mac-1
+
 é menos pronunciada quando se utiliza o 

adjuvante incompleto de Freund no lugar do adjuvante completo de Freund e isto está 

associado tanto com a redução da severidade da doença quanto com a inversão do efeito 

protetor para promotor da doença por INF-γ. 

Estudos cada vez mais mostram a importância do adjuvante completo de Freund em 

alterações específicas da resposta imune. Eventos iniciais incluem rápida absorção dos 

componentes do adjuvante pelas células dendríticas, aumento da fagocitose, secreção de 

citocinas por fagócitos mononucleares, ativação transiente e proliferação de linfócitos T 

CD4
+
.  Componentes micobacterianos do AFC sinalizam os linfócitos T para assumir um 

perfil TH1 e estão envolvidos na drástica expansão de células mieloides imaturas Mac-1
+
. A 

ativação do compartimento imune inato medida pelo AFC é importante não somente pela 

regulação da fase de indução inicial, mas também por fornecer um excesso de células efetoras 

e reguladoras na fase tardia (Billiau e Matthys, 2001).  

Com base nessas evidências, o primeiro objetivo foi mostrar que o adjuvante completo 

de Freund realmente promovia a expansão de células Mac-1
+ 

no baço (Figura 21 e 22). O 

modelo de mielopoiese induzida por AFC tem a vantagem de ser mais curto (dias) que o 

modelo de CIA, e permitir, de forma complementar, estudar possíveis os mecanismos da CIA, 

e também da artrite reumatoide, no início e nas recaídas da doença. Pode ser desenvolvido 

utilizando-se as linhagens DBA/1J e C57Bl/6. Esta última era previamente considerada como 

resistente ao desenvolvimento de CIA, devido à ausência do haplótipo H-2q que garante a 

susceptibilidade à doença nos camundongos da linhagem DBA/1J. No entanto, foi 

demonstrado por Campbell e colaboradores (2000) que a linhagem C57Bl/6 também é 

susceptível a CIA, ao utilizar o mesmo protocolo de imunização com CII em AFC, porém 

com altas doses de Mycobaterium tuberculosis. Este parece ter papel crítico na maturação de 

células dendríticas para a indução da CIA nesta linhagem (Kai et al., 2006). Além disso, esta 

linhagem, diferentemente da DBA/1J, é mais fácil de criar e possui uma grande variedade de 

animais nocaute e transgênicos que podem ser úteis para estudar os mecanismos pelo qual o 

EEPpg pode estar atuando. 

O AFC foi capaz de induzir a expansão de células mieloides Mac-1
+
 no baço em um 

curto período de tempo (Figura 21 e 22). Pode-se sugerir que o aumento dessas células no 

baço possa resultar no aumento de migração destas células ao local da inflamação, 

constituindo uma fonte de células efetoras.  
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Em seguida, foi avaliado se o EEPpg seria capaz de reduzir a expansão das células 

Mac-1
+
 no baço e também no peritônio de camundongos DBA1/J, estimulados com AFC. Os 

resultados mostraram que o EEPpg reduziu os números relativos bem como os números 

absolutos de células Mac-1
+
 nos baços de camundongos DBA1/J após 10 dias de tratamento. 

(Figura 24). O EEPpg pode está impedindo a geração ou induzindo a morte desta células. 

Logo, seria interessante avaliar o estado de apoptose das células Mac-1
+
 do baço de 

camundongos injetados com AFC tratados ou não com EEPpg, o que será realizado 

futuramente. 

No peritônio, apesar de não significativo, a redução no percentual de células Mac-1
+
 

no lavado peritoneal do grupo AFC-V, poderia estar relacionado não à geração, mas à 

migração dessas células. 

A mielopoiese tem sido sugerida como um fator relativamente importante na 

patogênese da AR (Hamilton, 2001) e logo torna-se interessante como um possível alvo para 

intervenção terapêutica. O EEPpg, por sua vez, dentre seus outros efeitos descritos neste 

trabalho, deve também ser capaz de interferir sobre a mielopoiese. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que: 

 

 O tratamento com EEPpg mostrou possui um potente efeito antiartrítico, ao ser capaz 

de inibir o desenvolvimento e a progressão da artrite experimental em doses baixas do 

mesmo. 

 O efeito antiartrítico do EEPpg pode estar relacionado à inibição da migração de 

leucócitos para o sítio inflamatório, mais especificamente para o tecido sinovial das 

articulações, além de inibição da destruição da cartilagem e do osso adjacente, como 

verificado por melhora nas características histopatológicas.  

 O efeito do tratamento com EEPpg sobre o peso dos linfonodos e do timo sugere uma 

ação direta sobre esses órgãos, ou mais especificamente sobre as células (como os 

linfócitos) e ou eventos celulares nesses locais. 

 A inibição pelo o tratamento com EEPpg reduziu o infiltrado celular nas articulações, 

assim como o número de neutrófilos, monócitos e linfócitos, no sangue, as quais são 

importantes no desenvolvimento da AR e encontradas em grande quantidade nas 

articulações artríticas. 

 O efeito antiproliferativo do EEPpg sobre linfócitos ativados foi verificado de forma 

potente em todas as concentrações testadas, quando estimulados com Con A, e apenas 

nas mais altas quando estimulados com LPS, o que foi corroborado pelo análise sobre 

do ciclo celular  

 O EEPpg induziu a apoptose dos linfócitos ativados com Con A apenas nas 

concentrações de 10 e 20 µg/mL. A concentração de 5 µg/mL pode ter um efeito mais 

citoestático do que indutor de apoptose dessas células. 

 O modelo de mielopoiese induzida por adjuvante de Freund mostrou ser reprodutivo 

em duas linhagens (DBA/1J e C57Bl/6) utilizadas para o estudo de artrite 

experimental, sendo um modelo eficiente e relativamente rápido para estudo de efeito 

de plantas medicinais neste processo. 

 O EEPpg reduziu a expansão de células Mac-1
+
 no baço no modelo de mielopoiese 

induzida por AFC. 



112 
 

 A presença de flavonóides e uma variedade de terpenóides demonstrada por TLC e por 

HPLC e GC-MS, sugere uma riqueza um possível envolvimento destes compostos 

com os efeitos do EEPpg observados neste trabalho. 

 

Por fim, o trabalho demonstrou pela primeira vez um efeito anti-inflamatório crônico, 

agudo e imunossupressor de Pterodon polygalaeflorus até então nunca estudado. O que nos 

evoca a necessidade de continuação do trabalho com esta espécie no intuito de aprofundar 

seus mecanismos de ação, além de fracionar e caracterizar seus compostos ativos. 
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