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RESUMO

O baco é o maior 6rgéo linfoide secundario e tem papel relevante na filtracdo do
sangue e a regulacédo das respostas imunes. Pouco se sabe sobre a microestrutura
esplénica em animais induzidos a desenvolver um quadro de artrite. Essas
informacbes sdo importantes quando se pensa em associar um tratamento oral
fitoterapico a base de 6leo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne). Essa substancia
apresenta compostos anti-inflamatérios em sua constituicio com efeitos anti-
edematogénicos, contudo ndo ha estudos avaliando a acdo da copaiba no baco.
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar por estereologia a estrutura do baco de
camundongos da linhagem Black-C57BL/6 (n=15) induzidos a desenvolver inflamacéo
pelo zymosan e tratados oralmente com o O6leo de copaiba. Os animais foram
distribuidos em trés grupos: Salina, Zy e Zy/Cop; todos receberam inoculagdes intra-
articular (tibio tarsal) das respectivas solucdes. A copaiba foi fornecida por gavagem.
Os animais foram acompanhados por 23 dias. Ao final, os bagos foram removidos e
processados histologicamente e orientados seguindo as normas da moderna
estereologia. O volume do bago foi determinado por contagem de pontos e por
deslocamento de fluido, o volume dos componentes internos por contagem de pontos
em relagdo ao espaco de referéncia, as células imunes (plasmdcitos, linfécitos e
macrofagos) foram estimados pelo Disector 6tico. Zy causa um efeito sistémico
afetando principalmente a polpa branca e o perfil das células imunes. Zy/Cop resultou
em aumento da polpa vermelha, reducéo da polpa branca, aumento de plasmacitos e
macréfagos. Em concluséo, a inducéo da inflamagdo por zymosan afeta a organizacéo
esplénica e o perfil de células imunes. O uso oral de copaiba ndo preveniu essas
alteracOes e, em certa extensédo, pode ter tido um comprometimento na filtragem do
sangue e nas respostas imunes a antigenos.

Palavras-chave: baco; inflamacéo; artrite; 6leo de copaiba; estereologia.



ABSTRACT

The spleen is the largest secondary lymphoid organ and plays an important role in
blood filtration and the regulation of immune responses. Little is known about the
splenic microstructure in animals induced to develop arthritis. This information is
important when thinking about associating an oral herbal treatment based on copaiba
oil (Copaifera multijuga Hayne). This substance has anti-inflammatory compounds in
its constitution with anti-edematogenic effects, however there are no studies evaluating
the action of copaiba in the spleen. Thus, the objective of this study was to evaluate
by stereology the structure of the spleen of mice of the Black-C57BL/6 lineage (n=15)
induced to develop inflammation by zymosan and orally treated with copaiba oil. The
animals were divided into three groups: Salina, Zy and Zy/Cop; all received intra-
articular inoculations (tarsal tibia) of the respective solutions. Copaiba was supplied by
gavage. The animals were followed for 23 days. At the end, the spleens were removed
and histologically processed and oriented according to the norms of modern
stereology. The volume of the spleen was determined by point counting and by fluid
displacement, the volume of internal components by point counting in relation to the
reference space, the immune cells (plasma cells, lymphocytes and macrophages)
were estimated by the Optical Disector. Zy causes a systemic effect primarily affecting
the white pulp and immune cell profile. Zy/Cop resulted in increased red pulp, reduced
white pulp, increased plasma cells and macrophages. In conclusion, zymosan
induction of inflammation affects splenic organization and immune cell profile. Oral use
of copaiba did not prevent these changes and, to some extent, may have impaired
blood filtration and immune responses to antigens.

Keywords: spleen, inflammation, arthritis, copaiba oil, stereology.
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1. INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatoria cronica das articulagdes
gue acomete aproximadamente 2% da populacdo mundial e afeta até trés vezes mais
as mulheres do que os homens (GOELDNER et al.,, 2011). Essa enfermidade é
progressiva, de carater sistémico, e sua causa nao € bem definida; é caracterizada
por proliferacdo sinovial e uma artrite simétrica e erosiva das articulacées periféricas
e consequente incapacidade motora (ALARCON; ANDRADE, 2007).

A doenca esta associada a manifestagcfes extra-articulares, incluindo a pele, os
olhos, o pulmao, o intestino, o figado, o coracéo, os rins e o baco (COJOCARU et al.,
2010; PADHAN, 2017). Estudo epidemiolégico mostrou que as manifestacdes extra-
articulares, as quais acometem aproximadamente 40% dos pacientes no estagio
inicial ou no curso da doencga, séo as principais causas de morte (BONGARTZ et al.,
2007). Fishman (1997) relatou que a esplenomegalia € comum em pacientes com AR
e que as doencas reumadticas, incluindo o lUpus eritematoso sistémico e a poliarterite
nodosa, podem causar complicacdes graves e fatais para o paciente. Apesar disso,
ndo hé pesquisas que caracterizam quantitativamente as alteracdes estruturais desse

orgao associadas a AR.

O baco € o maior 6rgéo linfoide secundario e exerce varias funcdes importantes
no organismo, incluindo a filtracdo do sangue e a regulacdo da resposta imune
atuando na captura e na eliminacao de virus, bactérias e antigenos causadores de
doencas (SAFERDING, 2019). Em camundongo sua estrutura é revestida por uma
cépsula de tecido fibroso denso que o adentra formando trabéculas que se ramificam
no parénquima esplénico conduzindo vasos sanguineos (KUROTAKI; UEDE;
TAMURA, 2015). O parénquima esplénico é dividido em dois principais
compartimentos, denominados de polpa vermelha (PV) e polpa branca (PB), e cada
um deles € constituido por células imunologicas que exercem funcdes distintas
(ALEXANDRE et al., 2022).

O principal foco deste estudo, foi avaliar as possiveis alteracbes esplénicas
decorrentes de manifestacbes extra-articulares resultantes da AR e, com isso,
contribuir para um maior entendimento da morfologia esplénica. Nesse contexto, a

AR é uma doenca de carater autoimune e o tratamento utilizado consiste na
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administracdo de medicamentos modificadores do curso da enfermidade (DMARDSs,
disease modifying anti-rheumatic drugs), que as vezes sdo acompanhados de
glicocorticoides; e, em casos de artrite sintomatica, sdo usados anti-inflamatorios nédo
esteroidais (AINEs), comumente utilizados para aliviar as dores e o0s inchagos
articulares (BURMESTER; POPE, 2017). Em caso de artrite refrataria, o tratamento
utilizado consiste em terapia dirigida contra citocina pro-inflamatéria incluindo TNF-a.
Agentes bioldgicos que inibem o TNF-a s&o considerados eficazes na reducédo da
atividade e no retardamento do dano articular; atualmente, estdo disponiveis trés

agentes anti-TNF-a: infliximabe, etanercepte e adalimumabe (STENOVA et al., 2021).

O dleo de copaiba da espécie Copaifera multijuga Hayne, do género Copaifera
sp., € encontrado comumente na Amazbnia e é retirado do tronco da arvore

BN

copaibeira, pertencente a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinioidae.
Normalmente, € utilizado pelas industrias de cosméticos, de medicamentos e de
tintas, popularmente conhecido por suas fungdes cicatrizantes, bactericidas e anti-

inflamatérias (MARTINS; PEREIRA; LIMA, 2008).

Os modelos artriticos experimentais usados para avaliar novas abordagens
terapéuticas sdo normalmente utilizados para proporcionar a compreensao sobre 0s
mecanismos da sinovite e para contribuir com estudos de novas terapias (FRASNELLI
et al.,, 2005). A artrite pode ser induzida em animais por varios tipos de indutores
(KEYSTONE et al., 1977). Neste estudo optamos por utilizar o zymosan por ser um
agente de facil inducao, com parametros imunolégicos bem estabelecidos e com facil
reprodutibilidade (KOBAYASHI et al., 2006).

Para avaliacao do baco, serdo utilizados os métodos design-based da moderna
estereologia (LEWIS et al., 2019). Por se tratar de uma doenca autoimune sistémica,
buscou-se reunir dados e informagdes com o propoésito de responder as seguintes
guestdes: a artrite induzida por zymosan pode causar alteracdes esplénicas? Se sim,
guais sdo essas alteracdes especificas? O modelo artritico induzido por zymosan foi
estabelecido como mais adequado para responder aos objetivos desta pesquisa. O
Oleo de copaiba tem efeito sobre os componentes estruturais do baco? Este estudo
propde a avaliacdo da acdo fitoterapica do 6leo de copaiba no baco. Por suas

peculiaridades, buscou-se avaliar se a acdo desse Oleo destilado € eficaz na
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preservacdo dos compartimentos esplénicos PV e PB ap0s um processo inflamatoério

induzido por Zy em camundongos.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Epidemiologia da Artrite Reumatoide

A AR é uma doenca autoimune sistémica, caracterizada por uma inflamacao
de evolugao cronica e de origem ainda ndo bem definida. Essa enfermidade causa
inflamacédo e proliferagcdo da membrana sinovial articular provocando destruicdo da
cartilagem e dos 0ssos e, consequentemente, incapacidade funcional nos individuos
(SCOTT et al., 2010).

A doenca reumatica acomete até trés vezes mais mulheres do que homens, e
sua prevaléncia na Europa e na América do Norte sdo de 0,5 a 1,0% (WOUDE; HELM-
VAN MIL.,2018). No Brasil, a prevaléncia da AR € de 0,2% (SENNA et al., 2004). De
acordo com um estudo de corte envolvendo pacientes atendidos em centros de saude
publica de varias regides do Brasil, um total de 1.115 pacientes foi diagnosticado com
AR; desses, 89% eram mulheres (CASTELAR-PINHEIRO et al., 2018). A prevaléncia
da AR varia entre 0,4 e 1,9% em todo o mundo; e entre 0,2% e 1,0% em brasileiros
(TOBON et al., 2010). Na Amazonia brasileira foram estudados 132 pacientes com
AR; destes, 34 apresentavam acometimentos extra-articulares (BOECHAT et al.,
2012).

2.2. Patogenia da Artrite Reumatoide

A AR é uma doenca cuja iniciacdo e progressao estdo associadas a varios
fatores de risco — quer genéticos, quer ambientais representados na Erro! Fonte de r
eferéncia ndo encontrada. (SCOTT et al.,, 2010). Por exemplo, fatores de risco
genéticos (HLA-DRB1 e modificacfes epigenéticas) podem estar relacionados a um
estagio de alto risco ou suscetibilidade. Outros fatores sdo ambientais, 0os quais
incluem tabagismo, microbiota, sexo feminino, dieta, obesidade e caracteristicas
étnicas, que contribuem para que a doencga atinja um nivel no qual a AR é
desencadeada (CHEN et al., 2018; DEANE et al., 2017; GOELDNER et al., 2011).

S&0 necessarios muitos fatores de risco antes de atingir um limiar acima do
gqual a AR é desencadeada. Inicialmente, a progressdo da doenca envolve o

surgimento de autoanticorpos que irdo atuar contra autoproteinas modificadas, o que
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pode ocorrer anos antes do surgimento da sinovite subclinica — inflamacdo da
membrana sinovial — e sintomas clinicos. A doenca é caracterizada pela presenca de
autoanticorpos, que irdo atuar contra os anticorpos IgG; e os principais autoanticorpos
séo os fatores reumatoides (FR) e os anticorpos antiproteinas citrulinadas (ACPAS),
0s quais podem ser detectados até dez anos antes do surgimento da sinovite e dos
sintomas clinicos (SMOLEN et al., 2018). O avanco da enfermidade pode culminar
com uma série de complicacdes extra-articulares, incluindo o pulmao, o coracao, o
figado e o bagco (GIANNINI et al., 2020).

A doenca pulmonar intersticial associada a AR € uma enfermidade de caréater
complexo e similar a pneumonia. A prevaléncia no mundo pode variar entre 1 e 58%,
e 0s sintomas podem manifestar-se por meio de problemas respiratérios seguidos de
bronquiectasia e dispneia. O mecanismo do envolvimento articular com o pulméo
ainda é pouco claro, mas se acredita que fatores genéticos e ambientais possam estar
envolvidos com a predisposicdo a doenca pulmonar associada a Artrite Reumatoide —
DPI-AR (SPAGNOLO et al., 2018).

Estudos indicam que individuos com AR tém duas vezes mais chance de
desenvolverem doenca cardiovascular, além de apresentarem o dobro de risco de
insuficiéncia cardiaca. Essas doencas podem estar relacionadas ao compartilhamento
de mediadores inflamatérios, modificacdo pos-translacional da proteina argenina que
culmina em respostas imunes, alteracdes das lipoproteinas, aumento do estresse
oxidativo e disfuncdo endotelial (ENGLAND et al., 2018).

A lesé@o hepéatica é comum em 44% dos individuos com AR; e cerca de 94%
dos casos sao assintomaticos, podem ser representados pelo aumento dos niveis da
enzima gama glutamil transferase. E uma doenca de causa pouco compreendida, pois
na maioria das vezes é dificil diagnosticar se a lesdo hepética surgiu da AR, da
toxicidade medicamentosa desenvolvida durante o tratamento da artrite ou se esta

associada a uma doenca priméaria (SELLAMI et al., 2019).

A presenca de uma variedade de autoanticorpos no plasma e na membrana
sinovial articular de pacientes com AR esta relacionada ndo s6 com a inflamacao
cronica das articulagbes, mas também com o surgimento de outras doencas
(BRONTE; PITTET, 2013; SAFERDING; BLUML, 2019). Recentemente, um estudo

evidenciou que uma alteracdo fisiolégica no bago pode resultar no surgimento de
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doencas autoimunes, incluindo a AR (ANANG et al., 2021). No entanto ndo ha estudos
gue demonstram se a AR pode afetar o funcionamento ou a morfologia do baco, que
€ um importante 6rgdo, intimamente relacionado com a manutencdo e com a

regulacdo da resposta imunolégica.

Fatores de risco: Modificagéo pés-transcricional

« Fatores de risco genético (60%) Exemplo: citrulinagéo
+ Susceptibilidade genética (por exemplo HLA-DR1) o g
+ Modificag&o epigenética e fatores de risco néo Perda dg tolerancia imunologica

genético (40%) em locais da mucosa
+ Tabagismo
* Microbiota
. S?XO feminino Formag&o de autoanticorpo Expans&o do perfil de
+ Dieta Exemplo: ACPAs e FR autoanticorpos
« Fatores étnico

Autoimunidade nao detectada Propagacao da autoimunidade
Susceptibilidade a AR

Inicio da autoimunidade

AR pré-clinica Inicio da AR AR estabilizada

Autoimunidade
assintomatica
Aumento dos niveis de
citocinas, quimocinas e
CRP na circulagéo

Inicio dos
sintomas de
autoimunidade |

Sem sintomas ou sinal

\ Artrite
de autoimunidade

indiferenciada AR classificavel

Capsula da articulagéo /| 1\ /| \ /  \ /] 1\

Cartilagem - / /{ \\

\ / \
y 7\
) \\— A —
P
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sinovia X \ / / .Cn::LL:«I:: \
Osso \ [/ ! ! ! . \ | 1/ .
Articulagdo Possivel infiltracdo de células Infiltracédo de Inﬁltrag.az de cel.tl_munfs, hflperplafmdda
saldavel imune mas geralmente normal células imune camadgace revestimentoe;formagao.ce

pannus

Figura 1. Caracteristicas inflamatérias da membrana sinovial articular. A AR é uma doenga complexa e
envolve fatores ambientais que desencadeiam a doenca em individuos geneticamente suscetiveis.
Fonte: SMOLEN et al., 2018 (modificado: traduzido do inglés - portugués).

2.3. Artrite experimental

O modelo experimental artritico induzido em animais dispde de varios indutores
da doenca, incluindo adjuvante (WAUBEN, 2001), coldgeno, anticorpos (CAPLAZI et
al.,, 2015; TRENTHAM; TOWNES; KANG, 1977), antigenos de varias espécies
(CHOUDHARY; BHATT; PRABHAVALKAR, 2018) e zymosan (KEYSTONE et al.,
1977), aléem de modelos artriticos geneticamente modificados (KAWANE et al., 2006;
KEFFER et al., 1991; KOUSKOFF et al., 1996; SAKAGUCHI et al., 2003). A artrite
experimental é largamente empregada em pesquisas com a finalidade de entender a
patogénese da AR, assim como na busca de novas descobertas de tratamento
(ASQUITH et al., 2009; CASTANEDA-LOPEZ et al., 2018).

O zymosan — indutor de uma inflamacé@o e utilizado neste estudo — € um

polissacarideo encontrado na parede celular de levedura do género Saccharomyces,
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da espécie Saccharomyces cerevisiae formado por unidades repetidas de glicose
interligadas por ligagbes B-13 glicosidicas (ASQUITH et al., 2009). Apoés inoculacéo
intra-articular (i.a) por zymosan, uma inflamacédo similar a AR é estabelecida,
apresentando um pico de inflamagdo em trés dias, diminuindo aos sete dias e
reaparecendo aos 25 dias, o que reproduz uma inflamatéria crobnica em camundongo
(KEYSTONE et al., 1977).

O zymosan causa uma inflamacédo da membrana sinovial com a presenca de
infiltrac@o por células mononucleares, secrecdo de citocinas que resulta em tecido
hipercelular denominado de pannus, que posteriormente invade as regides articulares
e pode causar erosdo Ossea e cartilaginosa (ROUDIER, 2018). A inflamacédo é
modulada pelos receptores do tipo Toll 2 (TLR2, Toll-like receptors), encontrados em
varias células, inclusive as fagocitarias, que induzem a producédo de citocinas e
estimulam enzimas responsaveis pela producdo de leucotrienos (araquidonatos),
fosforilagdo de proteinas e ativacdo do complemento pela via alternativa (FRASNELLI
et al., 2005).

A utilizacdo do zymosan como opgao para induzir a inflamagéo experimental
nos camundongos segue alguns principios estabelecidos de acordo com a resposta
inflamatéria edematogénica monoartritica. Isso porque os demais indutores causam
poliartralgia e apresentam um perfil de inflamacdo que pode variar dependendo da
espécie utilizada (HASHIMOTO et al., 2018).

3. A IMPORTANCIA DO BACO E SUAS CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS

Por muitos anos o baco foi considerado desnecessario pelo fato de podermos
viver sem este 0rgdo, entretanto, com os avancos dos estudos imunoldgicos, esse
orgao foi ganhando espaco e grande atencdo no meio cientifico. Atualmente, sabemos
gue é extremamente importante para o funcionamento do organismo, pois exerce
varios papéis fundamentais na homeostasia (BRONTE; PITTET, 2013).

De acordo com um estudo realizado no baco de camundongos infectados com
Plasmodium berghei, por via intraperitoneal, mostrou que a parasitemia foi gradual
entre os grupos inoculados e os camundongos esplenectomizados apresentaram uma
parasitemia superior comparado aos camundongos nao esplenectomizados. Esse
resultado mostrou que a auséncia desse 6rgao pode prejudicar o funcionamento do
organismo (NEGREIROS et al., 2009).
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Em mamiferos, o baco é o maior 6rgéo linfoide secundario e exerce varias
funcdes importantes no organismo, incluindo a filtracdo e o armazenamento do
sangue, além da defesa do organismo contra antigenos invasores do sangue e na
regulacdo da resposta imunolégica por meio de diferentes células e seus subtipos
(SAFERDING; BLUML, 2019).

O baco pode desenvolver tolerancia a antigenos tumorais devido a estimulos
enviados pelo tumor. De acordo com estudos realizados em camundongos, a
esplenectomia (remocéo do baco), realizada antes ou apos a instalacdo de canceres
como carcinoma do célon, mamario e melanoma, pode retardar o crescimento do
tumor (Tabela 1) (FOTIADIS et al., 1999; SCHWARZ; HISERODT, 1990). Esse efeito
paradoxal e benéfico da esplenectomia foi visto em outro estudo que mostrou células
mieloides produzidas pelo baco e recrutadas para o estroma tumoral, o que deixa claro
gue esse 6rgao orquestra a indugdo de tolerancia aos antigenos tumorais (CORTEZ-
RETAMOZO et al., 2013).

O sangue entra no baco inicialmente pelo hilo por meio da artéria esplénica,
gue se divide em artérias trabeculares. As artérias trabeculares se ramificam pelo
parénquima esplénico e ddo origem a pequenas arteriolas que, por sua vez, se
ramificam por meio da polpa vermelha (PV) e se tornam arteriolas centrais. As
arteriolas centrais se estendem até a polpa branca (PB) e sdo circundadas por
linfécitos T, que dao origem a bainha linfoide periarteriolar (PALS); arteriolas menores
se ramificam das arteriolas centrais e entram na zona marginal (ZM). O sangue é
conduzido até ZM em direcdo a PB e em seguida a PV por meio das artérias
penicilares (PELLAS; WEISS, 1990). Na PV o sangue pode seguir por dois percursos
ainda ndo bem definidos de acordo com a literatura, ou seja, 0 sangue segue por uma
circulacdo fechada por meio de sinusoides e corddes esplénicos ou por uma
circulacéo aberta por meio de vasos de terminagdes abertas. O sangue que € drenado
pelos sinusoides retorna pela veia esplénica, e entdo sai pela veia trabecular
localizada no hilo e segue para a circulacdo em outros 6rgaos (BRENDOLAN et al.,
2007).

A PV é onde ocorre a primeira linha de defesa contra patbgenos sanguineos,
pois é onde se encontram presentes as células efetoras, incluindo as células
dendriticas residentes, os macrofagos, as células naturais killers (NK) e bastante
eritrocitos (QIU et al., 2009). A PB, incluindo a ZM, é onde ocorre a segunda linha de

defesa; a PB € composta por células dendriticas circulares, linfécitos B foliculares,
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plasmécitos e linfocitos T auxiliares, enquanto a ZM, que € localizada entre a PV e a
PB, € composta por macrofagos e seus subtipos, células dendriticas, células NK,
linfécitos B residentes e T circulares que atuam mediando a resposta imune inata e a
adaptativa (BRENDOLAN et al., 2007; NOLTE et al., 2000).

3.1. Morfologia do baco

O baco apresenta uma estrutura organizada e um funcionamento complexo.
Devido as dificuldades na realizacdo de estudos no baco de humanos, a maioria das
pesquisas sdo experimentais com a intencdo de simular o funcionamento do
organismo humano no laboratério com a utilizagdo de camundongos ou de ratos
(ALTUNKAYNAK; OZBEK; ALTUNKAYNAK, 2007; SILVA et al., 2012; ROMPPANEN,
1981).

Nos camundongos a PV é responsavel pela remocédo tanto de particulas
estranhas do sangue quanto de imunocomplexos. Esse processo pode ocorrer
guando o sangue arterial chega aos corddes esplénicos, localizados na PV, onde a
remocao ocorre por meio da fagocitose realizada por macréfagos que se encontram
associados as células e as fibras reticulares dos corddes esplénicos (FUJIYAMA et
al., 2019).

As hemacias senescentes apresentam uma membrana rigida; e 0s seios
venosos sdo formados por fibras caracteristicas conectadas as células endoteliais.
Essa carateristica faz que ocorra um atraso da passagem de hemacias para 0s seios
venosos, retendo-as entre os corddes esplénicos e consequentemente sendo
removidas por macrofagos presentes nesse local. Esse processo de retencao delas
também pode auxiliar no sequestro parcial de hemacias viaveis no baco, dando
origem a um reservatério de sangue localizado dentro dos seios venosos da PV
(MEBIUS; KRAAL, 2005).

Além disso, os macréfagos presentes no baco exercem um papel fundamental
na renovacao das heméacias e na reciclagem de ferro. Esse processo ocorre quando
as hemécias séo hidrolisadas pelo fagolisossomo presente nos macrofagos fazendo
gue a hemoglobina presente dentro das hemacias sofra degradacdo proteolitica,
liberando o grupo heme da hemoglobina, que posteriormente é catabolizado em

biliverdina, mondxido de carbono e ferro ferroso; este, por sua vez, pode ser
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reaproveitado pelas células ou armazenado na forma de ferritina (KUROTAKI; UEDE;
TAMURA, 2015).

Nos camundongos, a PB interage com a ZM; € nessa regido que os linfocitos
adentram em direcdo aos seus locais especificos, e essa entrada é mediada por
guimiocinas. Os linfocitos B séo atraidos para os foliculos de células B por meio dos
ligantes de quimiocinas CXC13, ao passo que os linfécitos T séo recrutados para a
zona de células T por meio dos ligantes de quimiocinas CCL19 e CCL21 (ANSEL et
al., 2000).

A resposta imunoldégica inicia-se a partir da entrada do antigeno invasor pela
circulacao sanguinea chegando até a polpa branca; em seguida, ele passa pela artéria
central até chegar ao seio marginal, onde ha interligacdo com as arteriolas radicais.
As células apresentadoras de antigenos presentes na regido da ZM captam o
antigeno selecionado pela bainha linfoide periarteriolar (PALS) e o apresentam para
os linfocitos T, que, por sua vez, interagem com os linfocitos B. Essa interacao permite
gue os linfécitos B se proliferem e se diferenciem em plasmocitos dando inicio a
producdo de anticorpos e liberando-os para 0 sangue, 0 que gera uma resposta
imunoldgica especifica (STEINIGER, 2015).

A ZM é o principal local de ativacdo da resposta imunolégica, de sorte que 0s
linfécitos B presentes na ZM sdo importantes na resposta a antigenos T-
independentes. Os antigenos polissacarideos sdo capturados pelos macrofagos
presentes na ZM, e essa ligacdo facilita a interacdo direta que ocorre entre 0s
receptores BCR dos linfocitos B da ZM com os polissacarideos poliméricos presentes
na capsula dos antigenos. A partir dessa ligacéo os linfécitos B se diferenciam em
plasmécitos e comecam produzir anticorpos do tipo IgM que séo importantes para a
ativacdo da via classica do sistema complemento. A ativacdo da via classica é
importante para a producdo de opsoninas como C3b que atuam na lise desses
antigenos. Esse tipo de resposta T-independente é extremamente importante para a
defesa do organismo, porque existem diversos antigenos encapsulados que tem
capsula polissacaridica, e por isso, ndo sdo facilmente processados e apresentados
via receptores MHC pelos macréfagos (HIJAZI et al., 2022).

A localizacao e a estrutura que o baco apresenta contribuem para que o fluxo
sanguineo passe obrigatoriamente por ele; e por meio da ZM migram imediatamente
para a PB e posteriormente para a PV; e, assim, ha um monitoramento mais efetivo

do sangue pelo sistema imunoldgico. Ao passo que a PB se limita a imunidade



23

adaptativa, a ZM envolve tanto a imunidade inata quanto a adaptativa, por meio de
células especificas, tornando o baco um érgdo importante para a regulagéo do sistema
imunoldgico e para a hemostasia do organismo (BRONTE; PITTET, 2013).

A principal diferenca do ba¢co de camundongo comparado com o do humano
esta na estrutura da PB. Em camundongos, a PB é contornada pela ZM, e a regido
interna da PB nutrida por arteriola central é formada por trés zonas, que incluem a
zona de linfocitos B maduros, a zona clara e a zona escura, todas constituidas de
linfécitos B de véarios tamanhos. J& nos humanos a ZM encontra-se ausente, e a regiao
folicular compreende o centro germinativo (CG) constituido por trés zonas,
denominadas de zona escura, zona clara e zona de manto (STEINIGER, 2015).
Estudos mostraram que ha uma ligacédo direta entre o funcionamento do baco e a
resposta imunoldgica, mas nédo esta claro se a AR pode causar alteracdo morfolégica
no baco. Sob o ponto de vista imunoldgico, é possivel entender que o baco é
importante para uma resposta imune eficaz (SAFERDING; BLUML, 2019).

POLPA BRANCA

» Arteriola central.

+ PALS

+ Centro germinativo
+ Zona marginal.

POLPA VERMELHA

» Cordoes esplénicos.
» Seios venosos - sinusoides

TRABECULA

* Mdsculo liso.

« Tecido fibroelastico.

+ Vasos sanguineos, linfaticos e
nervos.
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CAPSULA

« Células mesoteliais.
+ Tecido fibroso denso.
« Fibras elasticas.

* Musculo liso.

ZONA MARGINAL

« Linfécitos T e B.

+ Plasmécitos.

» Anticorpos.

* Macréfagos.
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Figura 2. Organizagéo estrutural do baco de camundongo Black-C57BL/6. Se¢des do bago coradas
com azul de toluidina e fucsina.

3.2. Bacgo e a Artrite Reumatoide

O baco € o local de regulacédo do sistema imunoldgico, € nesse local que os
linfécitos B completam a sua maturacao. Os linfocitos imaturos sao ativados quando
encontram um antigeno invasor e se diferenciam em células efetoras. Os plasmadcitos
presentes no linfonodo e no baco secretam anticorpos, que migram por meio
da corrente sanguinea até o local de infec¢cdo (BRONTE; PITTET, 2013).

As formas como os fatores de riscos ambientais contribuem para o surgimento
da AR ainda ndo € bem definida. Entretanto parece que fatores, como stress
emocional, tabagismos, incluindo infecgBes virais, podem estimular células em
mucosas e promover modificagdo pés-translacional do aminoacido arginina para uma
citrulina dando origem a uma variedade de proteinas como histonas, fibronectina,
colageno e fibrinogénio por meio de um processo denominado de citrulinacdo
(ALARCON; ANDRADE, 2007).
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Apés a citrulinacdo, os peptideos que sofreram alteracdes séo reconhecidos
pelas células apresentadoras de antigenos e sédo apresentados, via MHC, aos
linfécitos T, que, posteriormente ativa os linfocitos B que comecam a produzir varios
autoanticorpos que reconhecem autoproteinas, incluindo o FR, que sdo anticorpos
direcionados a se ligarem a por¢do Fc das imunoglobulinas-G (IgG) e dos ACPA,
direcionados a reconhecerem proteinas citrulinadas (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA,
2010).

Os resultados dos exames laboratoriais mostram que o paciente com AR
apresenta uma anemia normocitica e normocrémica. Além da elevagéo de provas de
atividade inflamatéria como: PCR e VHS; cerca de 30 — 50% dos casos apresentam
FAN positivo. Ha a ocorréncia do FR presente no sangue em 70 — 80% dos pacientes,
no entanto, somente sua existéncia ndo € suficiente para um diagnéstico de AR; ja a
deteccdo do anti-CCP (anticorpo antipeptideos citrulinados) no sangue indica um
marcador mais especifico para o fechamento do diagnéstico de AR (MATSUMOTO,
2017).

Estudos mostraram que o surgimento da AR esta associado a um gatilho
adicional como formacéo de complexos imunes, ativacao do sistema complemento ou
alteracdo microvascular para iniciar a sinovite clinica (KUROWSKA et al., 2017). A
resposta autoimune gerada pela presenca de autoproteinas pode ser vista nos
subcompartimentos da medula 6ssea, no timo e nos linfonodos (MCINNES; SCHETT,
2011).

Os CGs sdo estruturas especializadas que sao formadas no interior dos érgaos
linfoides secundéarios incluindo o baco, onde ocorre selecédo de afinidade, expansao
clonal e hipermutacéo somatica de linfocito B que séo atraidos para o CG por meio de
citocinas secretadas nesse local (ALLEN; CYSTER, 2008). Na presenca de antigenos
estranhos, os linfécitos B imaturos migram para os locais de células B e T dos 6rgéos
linfoides. Em resposta ao estimulo, as células B se movem para o centro do foliculo
dando origem ao CG nascente (CHAN et al., 2009) e posteriormente ao CG maduro,
caracterizados por zona escura e zona clara, que sdo importantes para as reacdes de
CG. Na zona escura os linfécitos B sofrem expanséao clonal e hipermutacdo soméatica
do gene do receptor para alterar e aumentar a diversidade. A proliferacao

acompanhada da hipermutacdo somatica, que ocorre exclusivamente no CG, pode
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induzir mutagcdes nocivas no gene do receptor de alguns linfocitos B e

consequentemente induzir a apoptose (ARULRAJ et al., 2021).

Na saida para a zona clara, os linfécitos B passam por um processo de selecéo
positiva e negativa com base em sua afinidade para o antigeno mediado pelas células
dendriticas foliculares bem como de acordo com sua interacdo com os linfocitos T
auxiliares foliculares (VICTORA et al., 2010). Os linfécitos B selecionados
positivamente sao reciclados na zona escura, onde passam por varias rodadas de
expansao clonal e hipermutagéo e dao origem a células B de memdria ou plasmacitos,
gue posteriormente saem do CG e migram para a periferia (MEYER-HERMANN et
al., 2012).

3.3. Quantificacao esplénica

Em humanos, estudos mostraram que o cancer gastrico em fase inicial
aumentou o volume da PV em 71% e diminuiu a PB em 8%; a PALS em 8%; e a ZM
em 5%. Esses resultados indicaram que houve uma alteracdo celular dentro desses
compartimentos e que possivelmente isso foi a causa da alteragéo no volume de suas
estruturas, além de uma provavel ativacao de respostas imunoldgicas contra o tumor,
representadas na Tabela 1 (MILICEVIC et al., 1996).

Outro estudo envolvendo varios pacientes com diferentes doencas autoimunes,
como anemia hemolitica hereditaria, talassemia e esferocitose, mostrou um aumento
substancial no volume esplénico, demonstrado por meio do aumento, principalmente,
da PV e da diminuicdo da PB, sobretudo em pacientes com talassemia (BOSMAN;
CAVALIERE, 1967). O mesmo cenario foi demonstrado em outras doengas como
hepatite cronica, cirrose hepatica, hipertensédo portal idiopatica e trombose venosa
esplénica, representado na Tabela 1 (CAVALLI et al., 1982). Tais resultados apontam
um aumento significativo do volume total esplénico: a esplenomegalia.

Em camundongos, o crescimento progressivo de tumores induzidos por células
tumorais H238 em experimento laboratorial mostrou um aumento no volume esplénico
total de 200ul. Houve também aumento da PB em 40% e diminuicédo do volume da PV
em 30%, seguido da diminui¢éo de trabéculas em 1% e da ZM em 15%, representado
na Tabela 1 (NUTTER et al., 1980). Resultado semelhante a estudo em humano.

A alimentacdo prolongada com dietas ricas em gordura pode causar varios

distarbios, como dislipidemia, aumento do volume hepatico e consequentemente



27

acumulo de gordura nas células do figado e do bago. Camundongos que foram
alimentados com dieta padrdo e depois infectados por Schistosoma mansoni
apresentaram aumento do volume esplénico de 400 mm3, demonstrado também pela
diminuicdo da PV em 18% e da PB em 20%. Por sua vez, quando tratados com dieta
de alto teor de gordura e infectados por esse mesmo parasita, apresentaram
diminuicdo do volume esplénico de 350 mm3, seguida da diminuicdo significativa da
PV em 16% e da PB em 18% em comparacdo ao grupo de camundongos tratados
com dieta de alto teor de gordura, mas nao infectados, conforme representado na
Tabela 1 (SILVA et al., 2012).

Estudos mostraram que o uso de morfina como analgésico narcético pode
modular a resposta imunolégica do organismo. Isso foi demonstrado por meio de
experimento em camundongos. Os animais foram expostos ao tratamento prolongado
com morfina, e os resultados mostraram diminuicdo no volume esplénico em 44%,
seguida da diminuicdo dos compartimentos PV em 39% e PB em 43%, o0 que sugere
gue o uso prolongado desse farmaco pode modular a resposta imune sanguinea,
modificando n&o s6 o volume total esplénico, mas também o de seus compartimentos
(VOJDANI et al., 2010b).
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Tabela 1. Compilacdo de dados volumétricos do baco de humanos e camundongos
submetidos a condi¢des patoldgicas.

Volume PV T PB PALS ZM o
N Bagommy) %) (%) (%) (%) (%) <EFERENCIAS
HUMANOS
Saudaveis. 134,40 70,28 4,63 24,90
Talassemia maior. 337,40 86,83 4,98 8,09
. BOSMAN et al.
Esferocitose 23 ( '
hereditaria. 384,90 8,62 4,22 15,01 1966)
Eliptocitose 407,50 84,60 432 18,84
hereditaria.
Hepatite cronica 947,00 80,00 4,70 7,70
ativa.
Cirrose hepatica. 642,50 74,20 7,40 8,10
! il 20 (CAVALLI et al.,
Hipertensao porta 1,398 80,80 4,80 510 1982)
idiopética.
Trombose venosa 980,00 79,50 7,80 12,70
esplénica.
Leséo traumatica. 18 65,33 10,74 6,77 6,76 (MILICEVIC et al.,
Cancer gastrico. 71,11 8,64 539 572 1996)
CAMUNDONGOS
Tratados com
células ndo 94,70 42,20 3,20 21,10 23,20
tumorais. 18 (NUT;FSIaEs%)et al,
Tratados com 200,00 30,00 1,00 40,00 15,50
células tumorais.
Alimentados com 160,00 42,00 53,00
dieta padréo.
Alimentados com
dieta padrao e 400,00 18,00 20,00
infectados por S.
mansoni.
Alimentados com 20 (SILVA et al.,
dieta de elevado 260,00 36,00 63,00 2012)
teor de gordura.
Alimentados com
dieta de elevado
teor de gordura e 350,00 16,00 18,00
infectados por S.
mansoni.
Né&o tratados. 58,81 67,80 2,80 28,70
19 (VOJDANI et al.,
2010
Tratados com 34,87 69,10 3,40 27,40 )

morfina.

Legenda: Os dados foram obtidos por estereologia para quantificacdo de volume esplénico em
diferentes doengas em humanos ou camundongos; polpa vermelha (PV), trabéculas (T), polpa branca
(PB), bainha linfoide periarteriolar (PALS), zona marginal (ZM).
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4. OLEO DE COPAIBA

O dleo de copaiba, dependendo da regido no Brasil, € conhecido popularmente
como copaiba-angelim, copaiba-preta, copaiba-rosca, copaiba-résea, copaiba-roxa,
copaiba-vermelha, copaibeira, marimari, 6leo-pardo, 6leo de copaiba, pau d’'éleo
(FEITOSA etal., 2018). Pertence a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinoideae,
género Copaifera L., que possui mais de 28 espécies catalogadas, das quais 16 sdo
endémicas no Brasil, e nove destas estao presentes na Amazonia brasileira, incluindo
a Copaifera multijuga Hayne, espécie utilizada no presente estudo (PAIVA et al.,
2002).

A éarvore de copaiba pode alcancar 60 metros de altura; sua casca € lisa, de
coloracdo cinza-avermelhada; sendo a extracdo do 6leo realizada a partir do tronco
da arvore. Por ser constituida por &cidos resinosos e compostos volateis, denomina-
se Oleo-resina (BRUM, CAMARGO, FERRAZ, 2009), o qual apresenta uma coloracao
amarelo-clara e € bastante utilizado pelas empresas como combustivel, vernizes,
tinturas e cosméticos, além de fixador de esséncias (ALENCAR, 1982).

Na medicina tradicional, o 6leo é utilizado com diferentes fun¢des, incluindo
curativo e anti-inflamatério (AMES-SIBIN et al., 2018a; FRANCISCO, 2005),
antisséptico (DIEFENBACH et al.,, 2018), antineoplasico (LIMA et al., 2003),
antimicrobiano Gram-positivo (MASSON et al., 2013), bronquite, Ulcera, dermatite,
sifilis (BRANDAO et al., 2008), além de atividades antinociceptivas periféricas e
centrais (GOMES et al., 2007), cicatrizagcado (PAIVA et al., 2002), antiperiodontite
(PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009) e na atividade de antileishmania (SANTOS et al.,
2008).

O 6leo de copaiba € comumente utilizado por meio da ingestdo do composto
bruto, que apresenta em sua propriedade varios componentes como 0S
sesquiterpenos que apresentam o B-cariofileno como componente majoritario; este
exerce atividade antioxidante e anti-inflamatéria e reduz o edema da pata em ratos
com artrite induzida com adjuvantes (AMES-SIBIN et al., 2018a; DINI, 2019; LUCCA
et al., 2015; TAPPIN et al.,, 2004). Além de exercer atividade antioxidante,
antimicrobiana e antifungica, o [(-cariofileno diminui a apoptose e apresenta
propriedades antineoplasicas do colorretal (CALLEJA et al., 2013; DAHHAM et al.,
2015).
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Em modelo experimental, reduziu a mortalidade e apresentou efeito protetor
sobre convulsées em camundongos induzidos pelo acido cainico (LIU et al., 2015).
Os efeitos anti-inflamatérios do B-cariofileno podem ser vistos também na diminuicao
da fibrose hepética em modelo experimental de camundongo (CALLEJA et al., 2013),
além de atividades antialérgicas in vitro e in vivo (JIN et al., 2011).

O efeito fitoterapico do 6leo de copaiba e a toxicidade podem variar de acordo
com a dose administrada. Um estudo mostrou que a administracdo oral de doses de
580mg/kg e 1.150mg/kg uma vez por dia, durante 18 dias, apresentou acodes
sistémicas anti-inflamatérias, antioxidantes e antiedematogénicas, contudo a dose
maior foi toxica ao figado, pois apresentou danos na morfologia das células hepaticas
de ratos (CASTRO GHIZONI et al., 2017). Outro estudo mostrou que a utilizacdo de
dose superior a 2.000mg/kg € tbxica sugerindo que doses inferiores a essa
concentragcédo sao mais seguras (SACHETTI et al., 2009).

A avaliacdo antiedematogénica ja esta bem consolidada, e um estudo provou,
por meio da comparacédo de tratamento via oral com nanoemulséo a 15% de copaiba,
Oleo-resina de copaiba (puro) e Oleo destilado de copaiba, que a nanoemulséo a 15%
de copaiba foi mais eficiente na diminuicdo do edema de pata em camundongo
induzido por zymosan (SILVA, 2019a). Contudo s&o poucas as investigacdes sobre
os efeitos da Copaifera multjuga Hayne sobre o baco, especialmente acerca do
processo anti-inflamatorio na estruturacéo celular esplénica, na doenca e no
tratamento (AMES-SIBIN et al., 2018a; CASTRO GHIZONI et al., 2017).

5. ESTEREOLOGIA

A estereologia € um conjunto de métodos matematicos estratégicos utilizados
para garantir uma analise quantitativa acurada de determinados parametros (volume,
area superficial e numero de células) de qualquer tipo de estrutura
independentemente de sua forma. Quando aplicada corretamente, exerce uma fungao
importante na investigacado de hipoteses experimentais gerando resultados precisos,
eficientes e confiaveis. De forma geral, a estereologia busca proporcionar métodos
guantitativos que irdo contribuir para o avangco da pesquisa, de modo que se
dé credibilidade aos resultados obtidos (WANG et al., 2018).

A maioria dos estudos realizados com o bago tem concentrado suas pesquisas

em analises semiquantitativas, repletas de viés sistematico (HOWARD; REED, 2005).
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Essas avaliagOes introduzem erros de amostragem que conduzem a conclusdes
duvidosas. A estereologia se utiliza de informacbes 2-D (secfes histologicas) para
produzir dados 3-D precisos e acurados (URANCHIMEG., 2010; ENGLER et al.; 2010;
APARECIDA et al., 2018).

O método estereoldgico é de grande relevancia, pois constitui um sistema
simples e eficaz, considerado padrdo ouro quantitativo. Desde seu surgimento na
década de 60, a estereologia vem sendo utilizada em varios campos do conhecimento
embora na area clinica normalmente se utilizem métodos com proje¢ces de imagens
para analise do baco, como a ultrassonografia, a ressonancia magnética, a tomografia
computadorizada e a cintilografia (SILVERMAN et al., 1999, YETTER et al., 2003).

A escolha desse método foi devido a outros estudos promissores realizados no
ambito da pesquisa cientifica, os quais mostraram o uso da estereologia como um
método quantitativo simples, que ndo requer ferramentas sofisticadas, de facil
execucdo e de baixo custo (BOLENDER, 1992; CAGLAR et al., 2014; FARIA;
SEYFERT, 2008).
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6. OBJETIVO

6.1. Objetivos gerais
Avaliar por estereologia a estrutura do bago de camundongos da linhagem Black-
C57BL/6 induzidos a desenvolver inflamacdo pelo composto Zymosan e tratados

oralmente com o 6leo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne).

6.2. Obijetivos especificos

1. Determinar o volume absoluto do baco por estereologia.

2. Estimar o volume da polpa vermelha e da polpa branca.

3. Estimar o volume da capsula e das trabéculas.

4. Estimar o volume dos componentes presentes na polpa vermelha e na polpa
branca.

5. Estimar o numero total de plasmaocitos, macrofagos e linfécitos no baco.

6. Avaliar a capacidade do 6leo de copaiba em preservar a morfologia do baco.
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7. MATERIAIL E METODOS
7.1. Tipo de estudo, local e periodo
Trata-se de um estudo experimental realizado no Laboratério de Morfologia
Quantitativa/ICB da Universidade Federal do Amazonas — UFAM, em Manaus-AM. O
experimento foi realizado no periodo de janeiro de 2020 a dezembro de 2021.

7.2. Aspectos éticos

Todos os procedimentos seguiram as diretrizes do Conselho Brasileiro para o
Controle da Experimentacdo Animal — CONCEA - e foram previamente aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do
Amazonas — CEUA-UFAM, sob o protocolo 035/2019 (ANEXO 1).

7.3.  Animais de estudo

No experimento foram utilizados quinze (n=15) camundongos fémeas da
linhagem Black-C57BL/6, fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM). Como dois tercos da populacdo que desenvolvem AR sé&o
mulheres e como varios estudos apontam o sexo feminino como fator de risco para o
desenvolvimento da doenca, optamos por utilizar em nosso estudo camundongos
fémeas (DEANE et al., 2017). Os animais pesavam entre 18 — 38g, com idade de 60

dias.
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7.4. Obtencgédo do Oleo destilado de copaiba (Copaifera spp.)

O oleo destilado de copaiba (ODC) utilizado no experimento foi fornecido pelo
Laboratorio de Atividade Bioldgica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
localizado na Universidade Federal do Amazonas, coordenado pelo Prof. Dr. Emerson
Lima. O dleo-resina de copaiba foi extraido da copaibeira por meio da perfuracéo
realizada no caule da arvore por indigenas da comunidade Dessano, Oka Diakuru, na
comunidade do Tupé de Rio Negro (3°03°10,3"" S 60°18°23,4" W), em Manaus — AM.
A coleta foi realizada em 15 de abril de 2018. Como foram os indigenas da
comunidade que coletaram o 6leo-resina, nao foi feita a exsicata.

O acesso foi cadastrado na plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético (SisGen), do Ministério do Meio Ambiente (ANEXO 2). O éleo-
resina de copaiba foi submetido ao processo de destilagdo por arraste a vapor, de
acordo com (SILVA et al., 2022). A descri¢ao do procedimento encontra-se no ANEXO
3. O ODC foi armazenado em frasco de plastico, protegido da luz, a temperatura

ambiente, até a sua utilizacao.

Figura 3. Extracdo do Gleo-resina de copaiba (Copaifera spp.). Perfuragédo e extracdo do Gleo-resina
de copaiba direto do tronco da arvore copaibeira. Fonte: (ASSIS, 2019).

7.5. Caracteristica fisico-quimica do ODC

O ODC utilizado nesta pesquisa apresentou como caracteristica fisico-quimica
aspecto liquido, limpido, transparente, fino e oleoso; cor amarelo-clara; odor
caracteristico do proprio 6leo; densidade de 0,8942g/mL; viscosidade 10,7cP; e pH
entre 6,0-7,0.

A cromatografia do ODC identificou 14 componentes envolvendo 100,00% das

substancias presentes, entre as quais as principais identificadas foram os
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sesquiterpenos [B-cariofileno (40,7%), o O6xido cariofileno (13,6%), 0 a-copaeno
(10,8%) e o (E)-a-bergamoteno (8,02%). Realizados de acordo com (SILVA et al.,
2022), os procedimentos para a caracterizacao fisico-quimica e a cromatografia do
ODC encontram-se nos ANEXOS 4 e 5.

7.6. Delineamento experimental

Os camundongos foram randomizados por meio do site randomizer.org e
separados em trés grupos experimentais: salina (controle negativo: sem inducéo da
AR), Zy (inducéo da artrite experimental sem tratamento) e Zy/Cop (inducao da artrite
+ tratamento com copaiba). Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno
abertas (open cage), em ambiente com temperatura controlada a 20 - 22°C, com ciclo
de claro/escuro de 12/12 horas e com acesso ad libitum a racdo e a agua. O
monitoramento dos animais foi acompanhado diariamente até o término do

experimento durante 23 dias (552 horas) (Figura 4

pré-tratamento
com copaiba 600 mg/g
(gavagem)

A
peso corpbreo; ‘
espessura inicial da pata;

[ gavagem com ODC na concentragédo 600 mg/g ( 8 dia) ]

T | l l v v v l v 23 dia Animais
oh I 1h I 3h I 6h lz4h I 48h I 72h I 96 h I 108 h I 120h I 1a4h I 168h “ A:;‘:‘::;?;‘l’::
A A A A A
i P 1 t
[ medicdo da espessura da pata (edema medido 11x) ]

Aplicagdo i.a. de
Zy ou salina

Figura 4. Desenho experimental. Etapas que antecedem o experimento (coleta basal), seguidas do
inicio da experimentacdo animal (-30’) antes do tempo 0, i.a. (intra-articular), Zy (zymosan).

7.7. Inducéo da artrite experimental

A experimentagcdo animal comegou no primeiro dia, intitulado “tempo zero”,
guando foi realizada a aplicag&o intra-articular (i.a.) de zymosan no grupo Zy e de
solucdo salina no grupo Salina, ambos na articulacédo tibio tarsal da pata posterior
esquerda. O grupo Zy foi injetado com 500 ug de zymosan (Sigma, St. Louis, MO,
EUA) em 25 pL de solugao salina estéril; o preparo da solu¢gdo de zymosan encontra-
se no ANEXO 6. No grupo Salina, foi injetado uma Unica dose contendo 25 uL de
solucdo salina estérii a 1% de acordo com (AMES-SIBIN et al., 2018b). Os

camundongos foram acompanhados por 552 horas. Este estudo optou pela utilizacao


https://www.randomizer.org/
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do zymosan devido ao seu baixo custo operacional; também pelo fato de o inicio do

processo inflamatorio estar bem estabelecido (MENEZES, 2016).

7.8. Tratamento com copaiba

O grupo Zy/Cop foi tratado com 600 mg de ODC diluido em uma solucédo de
veiculo (solucéo salina, 1% + Tween, 20x). Esta dose foi administrada por gavagem
de acordo com o peso de cada animal, com a média de 108 uL/g; o protocolo para o
preparo e a distribuicdo das doses de ODC encontra-se no ANEXO 7. Os animais
foram tratados uma vez por dia pela manha durante oito dias antes da inducdo da
artrite (30 minutos antes) e por mais sete dias. A utilizacdo da copaiba se fez
necessario devido ser amplamente utilizada na medicina popular, seu facil acesso,
baixo custo e a facilidade do tratamento via oral usado popularmente. A concentragao
de ODC neste estudo foi definida com base na revisdo sistematica realizada por (DINI,
2019).

7.9. Espessura da pata (edema)

O edema das patas foi medido duas semanas antes e nos tempos de 1h, 3h,
6h, 24h, 48h, 72h, 96h, 108h, 120h e 552 horas. Para a afericdo, foi utilizado um
paquimetro digital (Mitutoyo Absolute, Japao) e as medidas respeitaram sempre a
mesma posicdo em relagdo ao coxim plantar. Com o intuito de reduzir a margem de
erro, as medidas foram realizadas trés vezes e obtida a média aritmética. Os

resultados foram aplicados na seguinte equacéao:

Espessura da pata = espessura final — espessura inicial

Esse dado teve a finalidade de demonstrar se a escolha do modelo artritico
induzido por zymosan foi efetivo no edema demonstrado por outros estudos
(FRASNELLI et al., 2005; SILVA, 2019a). A espessura da pata do grupo Zy/Cop néao
foi aferida. Estudos prévios mostraram que a copaiba reduz o edema de pata (SILVA
et al., 2022; AMES-SIBIN et al., 2018b; DINI, 2019).
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7.10. Peso corpéreo

O peso corporeo foi monitorado antes do pré-tratamento com copaiba (30
minutos antes). Para tal, foi utilizada uma balanca analitica. O peso médio inicial dos
animais foi de 23 — 33 g. Os valores obtidos foram utilizados para calcular a dose de

copaiba a ser fornecida para cada animal (ANEXO 7).

7.11. Remocao e fixagao do bago

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com cetamina (82
mg/kg) e xilazina (5,75 mg/kg) e em seguida eutanasiados por deslocamento cervical.
O baco foi removido e imediatamente fixado em solucao de formaldeido tamponado
por 48h.

7.12. Determinagao do volume esplénico

Para obtencdo de uma determinac&o néo enviesada do volume total do bacgo,
foram utilizados dois métodos para a comparacdo: deslocamento de fluido
(SCHERLE, 1970) e contagem de pontos (CAVALIERI, 1653).

7.13. Volume por Deslocamento de fluido

A determinacao do volume absoluto do baco foi feita por deslocamento de fluido
segundo Scherle (1970). Para o procedimento, foi utilizada uma balanca analitica
(Shimadzu AY220, Japao) e um fluido de densidade conhecida. O 6rgao foi totalmente
submerso em um béquer contendo solucao fixadora, elevado por um fio de cobre para
gue nao encostasse no fundo e nas laterais do recipiente conforme demonstrado na
Figura 6. O volume final do érgéo foi obtido apds a correcdo da densidade do liquido
utilizando a seguinte equacgéo: V= PS/DF, onde V é o volume absoluto do 6rgéo; PS
€ 0 peso do 6rgao submerso (g); e DF é a densidade do fluido (formol tamponado =
1,2704 g/mL.cm?).
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Bacgo

Figura 5. Esquema de avaliagéo do volume por deslocamento de fluido. O baco é totalmente submerso
em um béquer contendo formol tamponado, elevado por um fio de cobre, 0 que evita que encoste no
fundo e nas laterais do recipiente.

7.14. Processamento histoldgico

Apoés a fixagdo, os bacos foram desidratados em concentracdes crescentes de
etanol (70 e 96%) e cortados ao meio em relagcdo ao seu maior eixo; em seguida,
foram organizados em moldes improvisados preenchidos com resina plastica de
hidroxietil-metacrilato (Technovit 7100, Kilzer-Heraues, Alemanha). Os moldes em
resina foram conservados em estufa aquecida a 40° C por 24h para a polimerizagéo
da resina.

Para garantir imparcialidade na amostragem, os orgaos foram rotacionados de
forma aleatéria e sistematica para produzir sec¢fes isotropicas uniformes (IUR
sections) (MATTFELDT et al., 1990) antes da polimerizagao da resina. A microtomia
foi realizada com um microtomo (Leica RM 2345, Alemanha), gerando 8 - 10 secdes
a 1 mm de distancia entre as sec¢des que foram coradas com azul de toluidina a 0,5%
por 5 segundos e fucsina por 4 segundos (ANEXO 8 e Figura 5). Os procedimentos
foram realizados de acordo com Kiernan (1999).
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Fixacao em formaldeido tamponado por 48h.

N
Desidratagdo com etanol (70 € 96%).

Infiltragcdo com resina plastica em molde.

N7
Isotropia nas estruturas (orientator).

N
Preparo de 10 secdes a 1Tmm de distancia entre as secdes.

AV.4
Adesao das segdes a laminas.

RF

Coloragao com azul de toluidina a 0,5% por 5s e fucsina por 4s.

Figura 6. Processamento histolégico do baco. Fixagdo, desidratagédo, infiltracdo, isotropia, confecgdo
das secdes (micrétomo), preparo das laminas e coloracao.

7.15. Volume por contagem de pontos (Principio de Cavalieri)

A determinacdo do volume esplénico foi obtida por meio das secdes seriais e
em conformidade com o principio de Cavalieri (1635). As se¢6es foram visualizadas
em um baixo aumento (40 x). Para tal, um sistema teste de contagem foi sobreposto
as secoes histoldgicas e visualizadas com a ajuda de um microscopio (Olympus, BX-
54, Alemanha) no aumento de 4. Para a realizacdo das analises, utilizou-se um
software Imod versao 4.7/médulo stereology, que sobrepde as imagens um sistema
de contagem contendo pontos distribuidos de forma sistematica, uniforme e ao acaso
(KREMER; MASTRONARDE; MCINTOSH, 1996). O coeficiente de erro satisfatorio
determinado foi de 5% (GUNDERSEN et al., 1988).0 volume do baco foi calculado

como.

Vhaco = 2iz1 Pi XT X 3, onde, Y. Pi € o numero total de pontos no sistema que

tocava o baco, a/p é area ocupada por cada ponto central (0,04 mm?) e T (1 mm) é a

distancia entre cada secao.
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7.16. Volume dos componentes esplénicos

O percentual dos componentes do baco foi obtido pelo principio de Delesse
(DELESSE, 1848) que consiste em aplicar um sistema de contagem de pontos em
campos de vista microscépicos selecionados e, a partir dai, determinar a porcentagem
dos seguintes componentes: capsula, trabécula, sinusoides, corddo esplénico,
foliculo, PALS, arteriola central, CG e ZM. PV = sinusoides, corddo esplénico. PB =
foliculo, PALS, arteriola central, CG e ZM. Um aumento de 400 foi empregado nos
campos de vista selecionados aleatoriamente e fotografados em um microscépio

(Leica DM4B, Alemanha). A densidade de volume ocupado por cada componente em

YitqPcomp

7 Pref onde Vv

relacdo ao espaco de referéncia (baco) foi calculado como: Vv =

€ a densidade de volume de determinado componente (capsula, trabécula, sinusoides,
corddo esplénico, foliculo, PALS, arteriola central, CG e ZM); Pcomp é a soma de
pontos no componente especifico; e Pref € a somatéria de pontos que tocardo o
espaco de referéncia (baco) (HOWARD; REED, 1998). Os dados percentuais foram
obtidos para cada componente e foram transformados em absolutos ao serem
multiplicados pelo volume de Cavalieri:

Volume absoluto (mm3) = Vv x Volume de Cavalieri(mm3)

7.17. Contagem do numero de células

Uma quantificacdo 3-D foi empregada para a determinacdo do numero de
plasmécitos, macrofagos e linfocitos por meio do Disector; o protocolo se encontra no
ANEXO 9 e foi feito de acordo com (HOWARD; REED, 1998; STERIO, 1984). Com o
auxilio de um microscopio de luz (Olympus BX41, Japao) de aumento 1000, “foram
mergulhados” 6 pum nas secdes histolégicas. Um negatoscoépio refletiu e projetou
sobre cada secdo a imagem do sistema teste de contagem, seis por campo de vista,
0 que serviu de referéncia para a contagem do numero de células. A densidade
numeérica foi calculada segundo a equacéo:

1 Liz10-
= X ——
Nv % xh © Y™ Pi

Onde: a/f € a area do sistema teste de contagem; h € a altura do dissector

(altura de mergulho na secdo); . Q —é a contagem de nulcleos das células de
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interesse; ), P é a contagem de pontos que tocardo o espaco de referéncia (6rgao).
Os resultados obtidos foram multiplicados pelo volume do 6rgéo para a obtencdo do

numero total de células.

8. ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + DP. Os dados foram
analisados pelo programa estatistico Prisma (GraphPad Software, Inc., CA, USA). Os
dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e
foram analisados por meio de ANOVA (analise de variancia one-way). Em caso de
diferenca entre os grupos, o teste paramétrico de multiplas comparacdes de Tukey foi
utilizado para comparar os valores médios entre os grupos. O limite de confianca
determinado para os testes foi de 5%. Para as analises multivariadas utilizou-se o

programa PAST-PAleontological STatistics, version 3.14 (Hammer et al. 2001).

9. RESULTADOS
9.1 Espessura da pata

O grupo Zy foi efetivo em evidenciar edema na pata, conforme demonstrado na
Figura 7 B, apos 1 hora de inje¢éo i.a., houve um pico do edema 6h e permanecendo
edemaciado ao longo das 552 horas (23.° dia) de experimentagao.

Os valores obtidos de pata no Zy corresponderam aos obtidos por Keystone et
al., (1977), que mostrou uma inflamacéo proliferativa com infiltracdo de células
mononucleares, hipertrofia sinovial e formacdo de pannus com o pico da doenca no
2.°dia e com diminuicao da inflamacéo apés o 14.° dia, com recidiva apos o 25.° dia,

caracterizado como um modelo artritico bifasico por desenvolver uma resposta de fase

aguda (<7 dias) e outra de fase cronica (>25 dias) (FRASNELLI et al., 2005).

|

Figura 7. Imagem representativa da pata posterior esquerda. Camundongo da linhagem Black-C57BL/6
antes da inoculagdo, sem edema (A); E ap0s a inoculacéo intra-articular (i.a.) de Zy, com edema (B).
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Figura 8. Volume da pata esquerda em func¢éo do tempo. Volume da pata medido em diferentes tempos
(1h, 3h, 6h, 24h, 48h, 72h, 96h, 108h, 120h e 552 (23.° dia) ap6s a inoculacéo de Zy; e salina no grupo
salina. A espessura da pata esquerda foi obtida em (mm). Os resultados sdo expressos pela média +
erro-padrao da média. Houve um aumento significativo de volume da pata do grupo Zy apds 3 h
[p=0.0097], 6 h [p=0.0002], 24 h [p<0.0001), 48 h [p<0.0001], 72 h [p=0.0004], 96 h [p=0.0010], 108 h
[p=0.0067], 120 h [p=0.0028] e 552 h [p<0.0001] comparado ao grupo salina.

A Tabela 2 mostra o percentual do volume da pata esquerda de acordo com o
tempo, 0 que sugere que o modelo artritico induzido por zymosan foi efetivo no
aumento do volume da pata de acordo com o tempo e apresentando um pico apos 6h
(119,42%) e apo6s 552h (130,09%) no grupo Zy comparado ao salina.

A inducdo i.a. do zymosan em joelhos comumente promove uma infiltracéo de
células polimorfonucleares, e hd uma hipertrofia da membrana sinovial e a formacao
de pannus, que podem gerar danos a cartilagem (KEYSTONE et al., 1977b). O edema
na articulacéo € um sinal que € desenvolvido nas primeiras 6 horas da inducao; e ap6s
7 dias ha uma diminuic&o significativa da sua espessura (FEARON; AUSTEN, 1977),
contudo um estudo mostrou que a inflamacdo pode permanecer até 25 dias da
inducéo (FRASNELLI et al., 2005).



Tabela 2. Avaliacdo detalhada do volume da pata esquerda.

A volume da
(pata injetada) salina Zy
+ 1 hora 12,67 7,74 37,93 + 11,93
(22,03%) (65,26%)
+ 3 horas 21,60 + 5,42 54,20 + 13,01
(37.57%) (94,26%)
25,27 7,12 68,67 + 19,74
+ 6 horas (43,94%) (119,42%)
+ 24 horas 20,07 « 3,64 69,33 + 24,12
(34,90%) (120,58%)
+ 28 horas 18,73 5,09 67,33 + 25,64
(32,58%) (117,10%)
21,20 * 6,97 62,93 + 22,28
+ 72 horas (36,87%) (109,45%)
+ 96 horas 20,60 = 6,07 60,00 + 17,04
(35,83%) (104,35%)
24,40 * 6,22 58,13 + 21,93
+ 108 horas (42,43%) (101,10%)
22,53 + 3,45 58,87 + 19,21
+ 120 horas (39,19%) (102.38%)
+ 552 horas 18,00 + 4,26 74,80 + 34,23
(23 dias) (31,30%) (130,09%)
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Legenda. O volume da pata no tempo inicial (-30’) foi de 57,50 mm; os resultados foram obtidos por
meio do calculo (Avolume das patas = volume final representado a cada horario — volume inicial (-30’)),
expresso em (mm) e utilizado para a obteng&o da média + desvio padréo (DP).

9.2. Histologia

A Figura 9A mostra o baco do grupo salina contornado por uma capsula fina,
formada por fibras musculares lisas, fibras colagenas e tecido fibroso denso. Na Figura
9B, mostra-se um parénquima esplénico evidenciando a PV e a PB. A PB é formada
por agregacdes de linfocitos em torno das arteriolas centrais; e, na parte mais interna
da PV, é possivel visualizar sinusoides e cordbes esplénicos, formados por
plasmocitos, macrofagos e eritrocitos sustentados por um estroma de células
reticulares e fibras. A Figura 9C mostra trabéculas derivadas da cépsula, que
conduzem vasos sanguineos até o parénquima esplénico.

A partir da Figura 9D, encontram-se as estruturas do grupo Zy, iniciando-se com
uma cépsula fina dando origem a uma pequena trabécula. O parénquima esplénico
na Figura 9E mostra a PV e a PB. Na PB é possivel visualizar agregacdes linfocitarias;
e a PV mostra sinusoides espessados, seguidos da presenca de trabécula
aparentemente espessada e alongada (Figura 9F). Por meio da analise histoldgica
gualitativa n&o foi possivel mensurar a presenca de alteragcdes morfologicas entre os

grupos salina, Zy e Zy/Cop.
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Figura 9. Secdes histolégicas do bago coradas com toluidina e fucsina. Grupo salina: A, B e C); o baco
€ visto revestido por uma capsula (cap). B) O parénquima esplénico do baco é visto formado por polpa
branca (PB) e por polpa vermelha (PV). C) A trabécula (T) com trés projecdes € vista no parénquima
esplénico. Zy: D, E e F) O baco é visto revestido por uma (cap.) dando origem a uma trabécula curta.
E) O parénguima esplénico do bago € visto formado por PB e PV. F) O baco é visto com T espessa e
longa. Secdes histoldgicas indicando as estruturas internas do bago; aumento 20x.
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9.3. Estereologia do bago

N&o houve alteracéo significativa na massa corporal (Fig. 10A). Nao houve
diferenca significativa entre os métodos utilizados para a determinacdo do volume
(Fig. 10B). Mesmo quando o volume € normalizado em fungcéo da massa nao houve
diferenca entre os grupos (Fig. 10C).

N&o houve alteragcdo significativa no componente conjuntivo (Fig. 11A),
contudo, o volume da capsula foi reduzido significativamente em Zy (Fig. 11B) em
relacdo a Salina. Em oposicéo, o volume da trabécula aumentou em Zy e Zy/Cop (Fig.
11C).

A polpa vermelha esteve aumentada em Zy/Cop quando comparada a Salina e
ao Zy (Fig. 12A). As mesmas alteracdes significativas e nos mesmos grupos foram
observadas para os corddes esplénicos (Fig. 12B). Ndo observamos alteracbes
significativas nos sinusoides esplénicos (Fig. 12C).

A polpa branca diminuiu de volume em Zy/Cop em relacdo a Salina e em
relacdo ao Zy (Fig. 13A). Apesar disso, uma pequena, mais significante queda foi
observada em PALS do grupo Zy (Fig. 13B). Os foliculos também diminuiram de
volume em Zy/Cop em relacdo a Salina e em relagdo ao Zy (Fig. 13C). As arteriolas
centrais estiveram reduzidas em Zy e Zy/Cop (Fig. 13D). Nao alteragao no volume da
zona marginal (Fig. 13E), contudo, o volume dos centros germinativos reduziu em
Zy/Cop (Fig. 13F).

A populacédo de células imunes apresentou variagdo no presente estudo. O
numero de plasmocitos esteve elevado em Zy/Cop em relagdo a Salina e Zy (Fig.
14A). Os macréfagos aumentaram em Zy/Cop em relagdo a Salina (Fig. 14B). Os
linfGcitos aumentaram significativamente em Zy em relagéo a Salina e a Zy/Cop (Fig.
14C).
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Figura 10. A. Massa corporal. B. Determinag&o do volume do bac¢o por contagem de pontos (Principio
de Cavalieri) e por deslocamento de fluido. Notar a proximidade dos valores. C. Volume do bago em

funcdo da massa. p = diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 11. A. Componente conjuntivo (capsula + trabécula). B. Capsula. C. Trabécula. p = diferenca
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As variaveis morfologicas obtidas neste estudo (13 no total) foram analisadas
de forma multivariada (PCA, analise dos componentes principais). A Figura 15 mostra
as correlacdes obtidas; a analise reduziu a complexidade dos dados em dois
componentes (PCl1 e PC2). No total esses dois componentes explicaram
aproximadamente 62% da variabilidade dos dados (PC1 = 38,67% e PC2 = 23,32%).
Os grupos mantiveram-se relativamente segregados e isso indica que afetaram de
forma diferenciada a morfologia do baco. A distancia entre Salina e Zy/Cop confirma
gue o tratamento oral com copaiba néo foi efetivo para a manutencéo da estrutura
esplénica (Fig. 15A). Macréfagos, ZM, corddes, sinusoides, plasmécitos e o volume
do baco apresentaram forte correlagéo positiva (proximidade dos vetores verdes em
paralelo). Quando esses mesmos dados sédo plotados em um agrupamento fica

evidente o isolamento do Salina e a similaridade entre Zy e Zy/Cop (Fig. 15B).
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10. DISCUSSAO

As alteracBes no baco de murinos induzidos a AR por Zy e o possivel efeito do
tratamento oral com ODC sdo pouco descritas. Ha necessidade de estudos que
utilizem métodos quantitativos imparciais, como a estereologia, para a investigacao
da estrutura esplénica. A obtencédo de informacdes sobre o volume dos componentes
do baco e o perfil celular pode contribuir com a ampliacdo do conhecimento nesta area
(SAGIROGLU et al., 2014).

No presente estudo, o volume médio do baco foi de 55,65 mm3, resultado
semelhante a estudos realizados em camundongos que mostraram o volume de 58,81
mm3 (VOJDANI et al., 2010a) e de 53,00 mm?3 (VASQUEZ et al., 2015). Em nosso
estudo, ndo observamos alteracdo do volume do baco, contudo, a quantificacdo de
seus componentes internos foi alterada apds a inducéo da inflamacao. Além disso, o
tratamento oral com copaiba néo foi capaz de prevenir outras alteracdes esplénicas.
Estudos prévios mostraram que o baco pode sofrer alteraces por varios fatores, tais
como, obesidade, isquemia cerebral, hipotireoidismo e AR (ALTUNKAYNAK; OZBEK;
ALTUNKAYNAK, 2007; DRAGUTIN et al., 2015; EL-WASEEF, 2020; URANCHIMEG
et al., 2010). No estudo estereoldgico de Areosa (2019) o figado de camundongos
Balb/c induzidos a AR mantiveram seus volumes inalterados, mas houve
reorganizacdo de seus componentes internos, indicando que ha uma prioridade dos
organismos em preservar o volume total de um 6rgdo em detrimento de sua
distribuicdo interna. Nosso estudo também evidenciou a capacidade do Zy em causar
um efeito sistémico, sobretudo por sua aplicacdo intra-articular; esse achado é
corroborado por outros estudos (DAMASCENO DE LIMA et al., 2022; SUGIMOTO;
ENDO; ARATANI, 2021).

No presente estudo, os aspectos mais proeminentes da inflamacéo induzida
por zymosan em relacdo ao baco normal (Salina) foram a diminuicdo da capsula e
aumento da trabécula, reducéo da PALS e arteriolas centrais e aumento de linfécitos.
Esses resultados mostram como uma inflamacéo cronica afeta a organizagao
esplénica, especificamente a polpa branca e o perfil das células imunes. No estudo
de El-Baseei (2020), o baco artritico induzido por adjuvante de Freund apresentou
alteracbes mais evidentes como aumento de volume de trabéculas e sinusoides,
sugerindo um possivel aumento de fluxo sanguineo na PV e espessamento da

capsula e da trabécula. Em nosso estudo, é possivel que as poucas alteracdes em Zy
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em relacdo a Salina estejam relacionadas a fase do processo inflamatorio avaliado
(fase de resolucédo). Contudo, essa fase, que aparece semanas apoés o inicio da
inflamacao, € caracterizada pelo aumento de macréfagos e isso nao foi observado no
presente estudo.

A comparagédo entre 0s grupos Zy e Zy/Cop mostrou que o grupo induzido a
inflamacdo e sem tratamento por copaiba foi caracterizado por reducdo da PV
promovido pelo decréscimo dos corddes, aumento da PB promovido pelo crescimento
dos foliculos, reducédo de plasmocitos e aumento de linfécitos. Essa comparacao €
interessante e necessaria para entendermos como um fator adicional ao sistema (=
copaiba) pode alterar a morfologia de um érgdo. O grupo Zy/Cop mostrou efeitos
opostos ao Zy. Isso nao significa que a copaiba tenha tido um papel protetor esplénico
(sistémico), visto que sua agdo ndo traz o animal as condigbes de homeostase do
grupo Salina, mas sim o mantem em outro nivel semelhante a uma “homeostase
adaptativa” (NEWSON et al., 2017). Em outras palavras, a copaiba ndo traz os animais
a fase de resolucdo da inflamacdo com o fim das respostas inatas-mediadas. As
implicagbes dessas observagbes morfologicas devem ser confrontadas com dados
celulares e bioquimicos para se ter uma viséo integral do exato papel da copaiba na
inflamacéao.

O grupo Zy/Cop, quando comparado a Salina, foi caracterizado por aumento
de trabéculas, aumento de PV, reducédo da PB (promovida pela queda nos foliculos,
arteriolas e CG), aumento de plasmdcitos e macréfagos. Portanto, a organizacao
esplénica foi afetada. Como as alteracdes no numero de macrofagos poderiam ser
interpretadas? O baco € um dos principais locais imunolégicos responsaveis pela
homeostase do sangue abrigando populacdes heterogéneas de macrofagos que
atuam no controle de infec¢des transmitidas pelo sangue e induzem respostas imunes
eficazes (SILVA et al., 2015). Macrofagos metalofilicos marginais e macrofagos de
zona marginal fagocitam com eficiéncia patdgenos transmitidos pelo sangue e sua
localizac&o adjacente a areas esplénicas ricas em linfécitos T e B favorece o rapido
contato entre esses macréfagos e as células da imunidade adaptativa, tornando-os
pontes importantes entre a imunidade inata e adaptativa (SILVA et al., 2015). Neste
sentido, o aumento de macréfagos promovido pela copaiba poderia ser uma indicagéo
de um efeito positivo deste tratamento. Entretanto, a intima proximidade do grupo
Zy/Cop com o Zy (analises multivariadas) nédo favorece tal argumento. Embora varios

estudos tenham mostrado o papel benéfico do uso da copaiba na saude e, em
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especial, seu papel anti-inflamatério (BARBOSA et al., 2018; CAPUTO et al., 2020;
CASTRO GHIZONI et al., 2017; TELLES et al., 2022), evidenciamos que seu uso oral
afeta o volume dos componentes esplénicos e o perfil das células imunes. Como tais
alteracdes irdo afetar a saude deve ser o foco de futuros estudos.

As analises multivariadas executadas no presente estudo (PCA e andlise de
agrupamento) confirmaram nossas observacdes de que os trés grupos deste estudo
apresentaram comportamento independente entre si e que o tratamento com copaiba
néo foi capaz de preservar a microestrutura esplénica. Na verdade, a maior parte dos
animais tratados com copaiba apresentaram alteragdes esplénicas mais similares aos
animais que receberam zymosan (ver analise de agrupamento, Fig. 15B). Em
conclusao, a inducéo da inflamacéo por zymosan afeta a organizacao esplénica e o
perfil de células imunes. O uso oral de copaiba ndo preveniu essas alteracdes e, em
certa extensado, pode ter tido um comprometimento na filtragem do sangue e nas

respostas imunes a antigenos.
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ANEXO 1. Documento da Comiss&o de Etica na utilizacdo de animais — CEUA/UFAM
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ANEXO 2. Documento do Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético —

SisGen

Ministério do Melo Amblents
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SHTEMA NACIONAL DE GESTAD DO PATRIMONIO GENETICO E DO € 10
Comprovants de Cadastro de Acesso
Cadastro n® A16D0SE

A avidade d2 3cess0 30 Patrimonio Genético/CTA, nos termos adaxo resumida, fol cadastrada o
SisGen, em atendimento 30 previsto na Led n® 13.1232015 e seus regulamentos.

NUMe g0 cadastro: A16D0EE
Usuano: Universidade Federal do Amazonas
CPFICNPJ: 04.378.628/0001-97
Oojeto do Ac2E50 Patriménio Ganético/CTA
Finalidade do Acesso: Psaquisa 8 Dessnvolvimento Tecnologico
Espeécle
Copalfera muitijuga
Olgo resina de copalba
Fonts do CTA

CTA ge origam Identificavel dirstaments com provedor

Provedor
Comunigace Indigena Deesano
Thulo da Atividade: AVALIAGAO QUIMICA E FARMACOLOGICA DO OLEO DE COPAIBA
DESTILADO (Copalfsra sp) E APLICAGOES BIOTECNOLOGICAS
Equips
EMERSON SILVA LIMA Universidade Federal do AMmazonas
EVANDRO DE ARAUJO SILVA UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS

JESUS RAFAEL RODRIGUEZ AMADO UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
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ANEXO 3. Destilagcéo do oOleo-resina de copaiba (Copaifera spp.)

O processo de destilacao do 6leo-resina de copaiba foi realizado por arraste a
vapor, por meio de um equipamento especifico para destilacdo. O 6leo-resina de
copaiba foi adicionado em um alambique (100kg) e, por meio deste, o vapor gerado
passou por uma caldeira & temperatura de 180°C. A fracdo volatil do 6leo de copaiba
destilado foi arrastada pelo vapor e condensada por resfriamento utilizando agua a
temperatura ambiente. Em seguida, o 6leo destilado de copaiba foi separado da agua
(hidrolato) pela diferenca de densidade, resultando em uma quantidade de 75kg de
produto. O hidrolato foi descartado; e todo o processo de destilacdo durou 4 horas
(BANDONI, 2003; SILVA., 2019).

ANEXO 4. Caracteristica fisico-quimica do 6leo destilado de copaiba

O aspecto, a cor e 0 odor do 6leo destilado de copaiba foram obtidos por meio
de caracteristicas macroscopicas, de sorte que a amostra em estudo (6leo de copaiba
destilado) foi comparada com uma amostra de referéncia padrdo comprada no
mercado. A observacgao serviu para a visualizacdo de ocorréncia de alteracbes como
separacao de fase, precipitacéo, turvacdo, mudanca de cor e odor mediante o 6rgéo
olfatério (BRASIL, 2007).

A determinacdo da densidade relativa do oOleo destilado foi realizada pelo
método de picnémetro (SILVA., 2019). Inicialmente, utilizou-se uma balanca analitica
para pesar o picndmetro de vidro vazio (M0). Em seguida, foi adicionada dentro do
picndmetro 4gua bidestilada evitando formacao de bolhas; esvaziou-se o recipiente
com cuidado e foi feita a pesagem (M1). Com o picnémetro limpo e seco nhovamente,
foi adicionado o Oleo destilado de copaiba, e houve a mensuracdo do peso (M2). O
método foi realizado a temperatura de 25+1°C. A densidade relativa foi calculada por

meio da expressao:

D% = (M2 — MO) / M1 — MO

Onde: D? = densidade relativa a 25°C.

MO = massa do picnébmetro vazio, em gramas.

M1 = massa do picndmetro com agua purificada, em gramas.
M2 = massa do picndmetro com a amostra, em gramas.
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A determinacao da viscosidade do 6leo destilado de copaiba foi realizada por
meio da utilizacdo do equipamento viscosimetro rotativo, que consiste na medicéo do
torque utilizado para girar um fuso imerso em um fluido especifico. Esse equipamento
foi ajustado de acordo com a faixa para o fuso (spindle) adequado. Em seguida,
mergulhou-se o fuso na posicdo diagonal na amostra com temperatura estavel,
evitando formacéao de bolhas, até atingir o sulco (marca) da haste do fuso, e nivelou-
se o aparelho. A seguir, procedeu-se a leitura da viscosidade, de acordo com o
procedimento operacional do aparelho (SILVA, 2019).

A determinacéo do pH foi realizada por meio do pHmetro (Tecnopon, Brasil),
previamente calibrado com solucdo tampéao de pH 4,7 e 10. Por se tratar de um 6leo,
a determinacdo do pH foi realizada diretamente sobre o liquido, imergindo-se o
eletrodo diretamente nele (BRASIL, 2007).
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ANEXO 5. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas — CG-EM do
Oleo destilado de copaiba.

A identificacdo e a quantificagao de B-cariofileno no dleo destilado de copaiba
foram realizadas por meio da CG-EM utilizando o equipamento GC2010/QP2010 Plus
(Shimadzu, Japao). Para o fracionamento, utilizou-se uma coluna capilar Rtx-5 MS
(30mm x 0,25mm x 0,25mm) com hélio servindo como gas carreador a um fluxo de
1,02mL/min. O preparo das solucles injetaveis para analise qualitativa foi feito
diluindo 10mg de 6leo em 1mL de diclorometano; e 1uL da solucéo foi injetado com
uma razéo de separacado de 1:50. A coluna capilar foi ajustada a temperatura de 60 a
280°C, com aumento gradual de 3°C/min. As temperaturas do injetor e da fonte de
ions foram 220°C e 260°C, respectivamente (SILVA, 2019).

Para obter os indices de retencdo, uma série homdloga de hidrocarbonetos
lineares (C7-C30) foi analisada nas mesmas condi¢des, e os célculos foram feitos de
acordo com a equacédo de Van den Dool e Kratz (VAN DEN; KRATZ, 1963). As
identificacdes foram baseadas na comparacao dos espectros adquiridos com aqueles
armazenados na biblioteca da Wiley 8th edition e na comparacdo dos indices de
retencdo com os dados da literatura (DAMS, 2007).

A quantidade relativa em percentual (%) da fracdo destilada dos constituintes
do 6leo de copaiba foi acessada por cromatografia gasosa com deteccdo por
ionizacdo de chama (GC-FID) utilizando um equipamento QP2010 (Shimadzu). Para
quantificar o B-cariofileno, construiu-se uma curva de calibragdo com oito pontos nas
concentragdes de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000ug/mL. Construiu-se a curva de
linearidade plotando a area do pico versus a concentragao do padrao de [3-cariofileno.
A linha de regressao foi ajustada pelo método dos minimos quadrados (area do pico
= 102,18 x Concentracdo — 177,19) com o coeficiente de determinacéo (R2 = 0,997),
utilizado para a quantificagao do B-cariofileno (SILVA, 2019).

Em razéo de o 6leo de copaiba possuir somente sesquiterpenos e diterpenos,
a andlise quantitativa foi investigada usando padrdo comercial de B-cariofileno, cuja
selecdo se deveu ao fato de ser o composto majoritario nas diferentes amostras
descritas de 6leo destilado de copaiba e, possivelmente, 0 componente responsavel
pela atividade farmacoldgica desse 6leo (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009).
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ANEXO 6. Preparo da solugao zymosan A

6" \ «cr SCO, %
\gx // UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS :
UFAM LABORATORIO DE MICROSCOPIA QUANTITATIVA Quantitativl

PROJETO ZYMOSAN x COPAIBA

CALCULO ZYMOSAN A

Obs.: Calculo para 10 animais.

1. ESTERELIZACAO Quantidade (ug)
Calculo NaCl 0,15 M 2,191g/250000 uL
1% NaCl (uL)/ zymosan 500
zymosan (ug) 50000

PROCEDIMENTO:

1. Homogeneizar (suspender).
2. Ferver por 1 hora.

3. Centrifugar 4000 rpm/30 min.
4. Descartar sobrenadante.

5. Suspender em salina.

2. DILUICAO DO ZYMOSAN

Obs.: 500ug Zy/articulagdo

Volume de salina/articulagdo (uL) 25

Concentragdo Zymosan/articulagdo (ug) 500

Volume final da solugdo de inoculagdo (ul) 2500




ANEXO 7. Preparo das doses de copaiba
> Preparo da solucéo veiculo:

> Preparar 1000 pL de veiculo
1. 100 pL de Tween (20x).
2. 900 pL de solugéo salina (1%).

> Preparo do 6leo de copaiba 600
1. Pesar 150mg de 6leo de copaiba.

2. Diluir em 1000uL de veiculo.

Célculo de distribuicao do volume de acordo com o peso de cada animal

_ Peso do | Concentracéo de _Volumede
Animal animal (g) Copaiba/animal |Copaiba+Veiculo/animal
(mg) (uL)

Aco600 #1 26,70 16,02 106,80
Aco600 #2 30,70 18,42 122,80
Aco600 #3 26,10 15,66 104,40
Aco600 #4 23,50 14,10 94,00
Aco600 #5 28,00 16,80 112,00

TOTAL 81 540,00

h
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ANEXO 8. Protocolo de coloracao
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ANEXO 9. Protocolo utilizado para o Disector optico (Estereologia)

. Obtencao de secdes histologicas em resina plastica de hidroxietil-metacrilato

(Technovit 7100, Kulzer-Heraues, Alemanha).

. Armazenamento das sec¢des em microtubos para posterior analise.

Montagem e coloracéo das secoes.
I. Dispor a secao sobre uma gota de agua em uma lamina limpa e usar um
pincel de ponta fina para estendé-la.
II.  Retirar o excesso de agua com papel filtro.
[ll.  Pingar uma gota de corante sobre a sec¢éo.
IV. Repetir o passo (Il).
V. Adicionar uma gota de agua sobre a secao (remocdo do excesso de
corante).
VI.  Repetir o passo (Il).
VII.  Sobrepor uma laminula sobre a secao e levar a estufa entre 50-60° C
até completa secagem (aproximadamente 30 minutos).
VIII.  Remover a lamina da estufa, retirar a laminula com cuidado para nao
desgrudar a secéo e proceder a montagem final com a resina adequada
(béalsamo sintético, entellan®).

IX.  Manter na estufa até completa secagem.

. Aplicacéo do Disector Optico.

Proceder a amostragem aleatoria sistematica de campos de vista.

Localizar o primeiro campo a ser analisado (aumento 1000).

Projetar a imagem do sistema de contagem (grid) no campo de vista com o
auxilio de um negastoscopio e um tubo de desenho (camara clara). O grid
utilizado € composto por varios “frames” contendo linhas permitidas e linhas
proibidas (Figura a seguir).

Identificar o topo da secao (superficie da secédo).

Desprezar os primeiros 5um da sec¢ao (topo da secéo) e aprofundar o campo
visual lentamente utilizando o parafuso micrométrico do microscépio, checando
0 avango no microcator (instrumento acoplado a platina do microscépio para a

detec¢cédo de movimentos no eixo z).
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VI.  Proceder a contagem dos nucleos dos plasmdécitos, macréfagos e linfocitos que

entram ou saem de foco no interior do “frame” respeitando os limites deste.

VII.  Repetir o passo (f) até ser atingida a altura maxima do Disector (nesse estudo
6 pm).
VIIl.  Aplicar os valores obtidos na equacgéo padréo do Disector.

Imagem ilustrativa do sistema de contagem empregado na estimativa do
numero total de células (Disector Optico). O sistema é composto por 6 “frames”, cada
qgual contendo linhas permitidas (verdes) e proibidas (vermelhas). Sé sé&o
contabilizados os nucleos que entram ou saem de foco no interior do “frame” e que
tocam as linhas verdes (circulos brancos pontilhados), enquanto os nucleos que
tocam as linhas vermelhas (X preto) sédo desconsiderados. Uma estimativa do nimero
total de células pode ser obtida pela multiplicacdo da densidade numérica obtida

(Disector) pelo volume do 6rgéo.




