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Silva, M. A. A. Resumo

RESUMO

A atrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune caracterizada por inflamacéo
sinovial cronica. O processo de destruicdo da articulagdo observado na AR ocorre a partir
de uma perda da tolerancia imune, ativando vias intracelulares que desencadeiam a
inflamacdo. O consumo de alimentos ricos em compostos bioativos, com efeitos
funcionais, vem apresentando efeitos benéficos no controle dos sintomas em humanos e
modelos experimentais de AR, como diminui¢do do edema de citocinas inflamatorias. O
acai (Euterpe oleracea Mart.), fruto rico em polifendis, insere-se neste contexto pois
apresenta alta capacidade antioxidante e propriedades anti-inflamatdrias. Diante disso, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da dieta 2% de acai sobre o perfil inflamatorio
de camundongos portadores de AR induzida por antigeno, por meio da quantificacéo de
IL-10. Camundongos C57BL/6 fémeas foram divididos em cinco grupos experimentais:
controle (C), artrite (AR) e acai tratamento (ACT) receberam dieta padrdo AIN-93M e
acai(AC) e acai prevencdo (ACP) receberam uma dieta com 2% de acai, ao longo de 2
semanas. Apds este periodo, foi realizada uma imunizacao na base da cauda dos animais
dos grupos AR, ACP e ACT, com emulsdo composta por mBSA+CFA+Mycobactrium
tuberculosis. Neste momento, o grupo ACT passou a receber dieta com 2% de acai.
Novamente, apds duas semanas, 0s mesmos animais receberam um desafio intra-articular
contendo mBSA. Os animais foram eutanasiados apds 24h desse desafio. Homogenatos
dos tecidos periarticulares, do linfonodo mesentérico e linfonodo inguinal foram usados
para o teste de ELISA sanduiche para IL-10. Na na articulacdo dos animais, houve um
aumento significativo de IL-10, apontando assim, o efeito anti-inflamatorio do acai. Nos
linfonodos mesentéricos e inguinais dos animais, 0 consumo de acai, ndo demonstrou um
aumento na producdo de IL-10. O sistema imune é muito complexo e integrativo, dessa
forma, € necessario a realizacdo de mais estudos que melhor esclarecam as vias de atuagdo
do acai no possivel efeito anti-inflamatorio na AR experimental, possibilitando sua
utilizacdo como estratégia dietética preventiva e/ou terapéutica para a doenca.
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ABSTRACT

Rheumatoid atritis (RA) is an autoimmune disease characterized by chronic
synovial inflammation. The joint destruction process observed in RA occurs from a loss
of immune tolerance, activating intracellular pathways that trigger inflammation. The
consumption of foods rich in bioactive compounds, with functional effects, has been
showing beneficial effects in the control of symptoms in humans and experimental
models of RA, such as decreased edema of inflammatory cytokines. Acai (Euterpe
oleracea Mart.), A fruit rich in polyphenols, fits in this context because it has a high
antioxidant capacity and anti-inflammatory properties. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the effect of the 2% acai diet on the inflammatory profile of mice
with antigen-induced RA, through the quantification of IL-10. C57BL / 6 female mice
were divided into five experimental groups: control (C), arthritis (RA) and acai treatment
(ACT) received a standard diet AIN-93M and acai (AC) and acai prevention (ACP)
received a 2% diet of acai, over 2 weeks. After this period, an immunization was
performed at the base of the tail of the animals of the AR, ACP and ACT groups, with an
emulsion composed of mBSA + CFA + Mycobactrium tuberculosis. At this time, the
ACT group started to receive a diet with 2% acai. Again, after two weeks, the same
animals received an intra-articular challenge containing mBSA. The animals were
euthanized after 24 hours of this challenge. Homogenates of the periarticular tissues, the
mesenteric lymph node and the inguinal lymph node were used for the sandwich ELISA
test for IL-10. In the articulation of the animals, there was a significant increase in I1L-10,
thus pointing to the anti-inflammatory effect of acai. In the mesenteric and inguinal lymph
nodes of the animals, the consumption of acai did not show an increase in the production
of IL-10. The immune system is very complex and integrative, therefore, it is necessary
to carry out further studies that better clarify the ways in which acai acts in the possible
anti-inflammatory effect in experimental RA, enabling its use as a preventive and / or

therapeutic dietary strategy for the disease.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ACPAs — Anticorpos proteicos anti-citrulinados.
ACR- Colégio Americano de Reumatologia.
AlA- Artrite induzida por antigeno.
ANOVA — Anélise de variancia.
APC — Célula Apresentadora de Antigenos.
AR — Artrite Reumatoide.
CAT - Catalase.
CFA - Adjuvante completo de Freund
CIA — Artrite induzida por colageno do tipo 1.
ERO - Espécies reativas de oxigénio.
EULAR- Liga Europeia Contra Reumatismo.
Fc — Fragmento cristalizavel
FR — Fator Rematoide.
FSAR- Fibroblastos sinoviais da Artrite Reumatoide.
GPx — Glutationa peroxidase.
HLA- (Human Leukocyte Antigen) Antigeno Leucocitario Humano.
Ig — Imunoglobulina.
IL-1B: Interleucinal-p
IL-10 — Interleucina 10.
IL-17 — Interleucina 17.
IL-6 — Interleucina-6.
INF-y — Interferon- y.
JNK — Proteina quinase c-Jun.
MBSA — Albumina sérica metilada.
MDA — Dialdeido maldnico
MHC - (Major Histocompatibility =~ Complex) Complexo Principal de
Histocompatibilidade.
MAP p38 — proteinas ativadas por mitogénio do grupo p38
NFxB: Fator nuclear Kappa B
SE — Anticorpo compartilhado.

SOD - Superéxido dismutase.
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TGF — (transforming growth factor) Fator de conversao de crescimento.
Th — (linfocitos T helper) linfocitos T auxiliares.

TLR — (Toll-like receptor) receptor do tipo Toll.

TNF — Fator de necrose tumoral.

Treg — (T regulatory cells) células T reguladoras.
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1. INTRODUCAO

1.1. Artrite Reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, idiopatica, caracterizada por
uma inflamacéo sinovial cronica e progressiva. A AR compromete, principalmente, as
articulacGes periféricas e destroi o tecido dsseo e cartilaginoso em um processo insidioso
que resulta em deformidades. O curso da AR é marcado por periodos de remissao e
exacerbacado, sempre com lesdo tecidual que pode afetar todas as articulagdes e, direta ou
indiretamente, alguns 6rgaos (ALAMANOS & DROSOS, 2005). O progresso da doenca
muitas vezes leva a rigidez das articulacdes, conhecida como anquilose fibrosa. A
anquilose fibrosa é o estéagio final do processo de destruicdo articular, no qual calcificagao
do tecido fibroso termina em imobilizacéo total (MCINNE IB & SCHETT G, 2011.)

A AR é uma doenca que possui impacto socioecondmico devido a sua
morbimortalidade. Grande parte dos pacientes apresenta dificuldade de realizar atividades
de sua rotina, diminuindo assim, seu grau de independéncia (SOKKA et al., 2003). Os
pacientes apresentam sintomas como: dor e inchaco nas articulagdes, rigidez, fadiga,
incapacidade funcional e distdrbios de sono e estdo relacionados com a reducdo da
qualidade de vida (GOES et al., 2017; SARIYILDIZ et al., 2014). Sokka e colaboradores
(2003), demonstraram um indice de 60% de afastamento no trabalho apds 15 anos do
diagnostico da doenca.

Estima-se que a prevaléncia da doenca na populacdo mundial seja de 0,5 a 1%,
sendo 2,5 vezes maior em mulheres do que em homens e o pico de incidéncia ocorre entre
a quarta e sexta década de vida (ALAMANOS & DROSOS, 2005). No Brasil a
prevaléncia varia de 0,2 a 1%, acometendo, principalmente, pacientes entre a quarta e a
sexta décadas de vida (GOELDNER et al., 2011).

Por ser uma doenca de etiologia desconhecida, diversos fatores sdo considerados
para o inicio da AR como a predisposicdo genética e fatores ambientais como tabagismo,
0 sedentarismo, a dieta e a obesidade. A associacdo com tabagismo parece ser dependente
da dose. O tabagismo também contribui para 0 aumento dos anticorpos proteicos anti-
citrulinados (ACPAs) em pacientes que carregam o epitopo compartilhado, uma regido
conservada de aminoacidos na subunidade beta das moléculas do antigeno leucocitario
humano. Em pacientes com AR que possuem 0 epitopo compartilhado, a presenca dos

ACPAs esta associada a danos articulares mais graves na progressdo da doenga. Os
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fatores de estilo de vida e alimentacdo adequados, como 0 consumo de peixe, azeite e
legumes cozidos, sugerem efeito protetor, ALAMANOS & DROSOS, 2005; AREND &
FIRESTEIN, 2012).

Os critérios de classificacdo da AR atuais foram desenvolvidos em 2010 pelo
Colegio Americano de Reumatologia (ACR) e pela Liga Europeia Contra Reumatismo
(EULAR) substituindo os critérios recomentados pela ACR de 1987. A principal
alteracdo nos critérios foi a melhora da sensibilidade para o diagnostico precoce da AR.
Os novos critérios sdo divididos em: Avaliacdo das articulagdes, sorologia, provas de fase
aguda por meio de testes e por fim, a duracdo dos sintomas (VILLENEUVE et al., 2010).

A busca continua pela melhor compreensdo da patogénese da doenca tem
possibilitado a identificacdo precoce da AR, com a melhora dos critérios para o
diagndstico. O diagnostico precoce € essencial para desenvolvimento de terapias, visando
a remissdo ou reducdo da atividade da doenca. Isto ira melhorar a qualidade de vida do
paciente e evitar a progressdo do dano articular, além de otimizar o funcionamento fisico,
o trabalho e a participacao social (SMOLEN et al., 2016; HAZES & LUIME, 2011).

O desenvolvimento da AR ocorre pela perda da tolerancia a proteinas presentes na
cartilagem, uma mudanca histologica que ¢ considerada por alguns autores “artrite
precoce”, por preceder aos sinais clinicos da doenca (TARNER et al., 2005).

Dentre as diversas manifestacGes apresentadas na AR, é observado a inflamacéo da
sindvia, uma camada de tecido conjuntivo que cobre a superficie interna das articulacGes,
bainhas tendineas e bursas, tecidos responsaveis pela nutricdo e producdo do liquido
sinovial. O revestimento sinovial é composto por sinovécitos, sendo eles macrofagos e
fibroblastos. Na AR, o tecido sinovial perde sua caracteristica fisiologica e apresenta
hiperplasia - aumento da vascularizagdo e o surgimento de um infiltrado de células
inflamatorias. Esta mudanca das caracteristicas do tecido é chamada pannus, processo
crébnico com varios estagios, ilustrado na figura 1 (TARNER et al., 2005; CHOY &
PANAY, 2001).

14



Silva, M. A. A. Introducéo

Membrana
sinovial <

Cépsula ~

Cartilagem

Formacéo
capilar

Hiperplasia da| ) ilosidades)
membrana ‘ sinovials
sinovial

Si scit — , A\ Feo W .
inovocitos N
. " Angiogénese e
hipertréficos glog / \ Neutréfilos
extensa Osso
p Pannus
corroido

Figura 1-Processo inflamatdrio na artrite reumatoide (traduzida). Fonte: CHOY & PANAYI (2001)

A progressdo da doenca é classificada em cinco fases: Predisposicdo genética,
inflamacdo assintomatica, artrite inflamatdria sintomatica, doenca bem desenvolvida e
curso recorrente. As fases sdo exemplificadas a seguir na figura 2 (GIRDLER et al., 2019;
AREND & FIRESTEIN, 2012).
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| FASES DAARTRITE REUMATOIDE | ARTICULAGAO
SAUDAVEL

ARTICULAGAO
COMARTRITE

Figura 2-Fases da evolugdo da Artrite Reumatdide.

A primeira fase corresponde a predisposicdo genética, o fator genético esta
associado com a prevaléncia do diagndstico da doenca entre as familias e contribui para
40% do risco de se desenvolver AR. Além disso, hd associacdo com o epitopo
compartilhado e a mais de 100 genes da AR, que contribuem para 5% do risco genético
de desenvolvimento da doenca (KEVIN et al., 2017). Os fatores de risco genético para
AR incluem genes do complexo principal de histocompatibilidade (MHC do inglés Major
Histocompatibility Complex). O risco mais importante é atribuido a regido de classe Il
(AREND & FIRESTEIN, 2012).

O MHC classe Il € um conjunto de genes localizados no cromossomo 6 que
codificam genes do sistema de antigenos leucocitarios humanos (HLA, do inglés Human
Leukocyte Antigen), responsaveis pela apresentacdo de antigenos por células B as células
T e associados a maior agressividade da doenca. As moléculas HLA séo heterodimeros
ap, cujas cadeias B sdo polimorficas, mas com uma regido conservada (aminoacidos 70 a
74). Essa regido é conhecida como epitopo compartilhado. Essas moléculas determinam
a especificidade de ligacdo ao antigeno e sdo codificadas
pelos loci HLADRBE. Os alelos HLADRB1 codificam as especificidades classicas de
HLA-DR, incluindo os subtipos de DR4, que sdo estabelecidos por grandes diferencas de
sequéncia na terceira regido hipervariavel de HLADRB1. A AR esta associada ao HLA-
DR4, HLA-DR1, HLA-DR10 ou HLA-DR14 (AREND & FIRESTEIN, 2012; WATAD
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& AMITAL, 2016; DELGADO & ANAYA, 2007). Portanto, a primeira fase €
caracterizada pelos fatores genéticos que predispdem individuos a desenvolver a AR.

A segunda fase é assintomaética e corresponde a geracao inicial da autoimunidade.
E caracterizada pela presenca de autoanticorpos no soro e no liquido sinovial, com
destaque para os autoanticorpos direcionados a proteinas citrulinadas (ACPAS),
especifico da AR e também a presenca do fator reumatoide (FR). Estes compostos sdo
detectaveis antes do inicio dos sintomas da AR. Os autoanticorpos podem formar
complexos imunes que ativam o sistema imunoldgico inato e levam ao desenvolvimento
da sinovite inicial (GIRDLER et al., 2019; ALARCON et al., 2007; SOLBRITT et al.,
2003).

A apresentagdo de antigenos a células B e T por meio do MHC de classe Il leva a
producdo de autoanticorpos contra a imunoglobulina G, ou seja, FR e ACPAs, e sugerem
0 inicio da inflamacdo (SMOLEN et al., 2018). Fatores reumatdides sdo autoanticorpos
que reconhecem a porcdo constante de outras imunoglobulinas (Ig) e podem ser
encontrados na circulacdo. Nas doencas reumatoides ocorrem de diferentes formas, mas
0s mais proeminentes sdo os FR IgM e IgA ligacéo a parte do fragmento cristalizavel (Fc)
da IgG (HOLM BE et al., 2015).

A terceira fase apresenta os sintomas iniciais e a inflamacao caracteristica que sera
abordada com mais detalhes no topico seguinte. E nessa fase que ocorre a perda da
tolerancia das células B e células T levando ao infiltrado de células estromais e producéo
de citocinas e quimiocinas inflamatorias na sindvia. O tratamento nesta fase pode impedir
danos irreversiveis (GIRDLER et al., 2019; SMOLEN et al., 2018).

A quarta fase é a de diagnoéstico. Critérios, como tamanho da articulacdo, teste
positivo do FR ou ACPAs, proteina C reativa elevada e a taxa de sedimentacdo de
eritrécito, presenca de sintomas a mais de seis semanas e, por fim, a exclusdo do
diagndstico de doengas com manifestacBes semelhantes sdo importantes de serem
considerados em conjunto (GIRDLER et al., 2019). Um fator de confusédo no diagnéstico
é presenca do FR também em pacientes com outras enfermidades que ndo a AR como
lUpus, hepatite B, fibrose pulmonar idiopatica, sindrome de Sjogren, malaria e entre
outras (AREND & FIRESTEIN, 2012; IMBODEN et al., 2014).

O FR por muito tempo foi o autoanticorpo sérico principal da AR e descrito como
primeiro composto autoimune que ocorre em aproximadamente 70% dos pacientes de AR
(CHIURCHIU & MACCARRONE, 2011). No entanto, atualmente, o teste sérico para
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AR também inclui a deteccdo de ACPAs. A presenca de ACPA também ¢é um fator de
prognostico para AR. Os peptideos citrulinados reconhecidos pelo soro desses pacientes
sdo derivados da queratina, fibronectina, fibrinogénio, colageno e «a-enolase,
(CHATFIELD et al., 2009). A combinacdo de ACPAs e FR é um melhor preditor de AR
subsequente do que o autoanticorpo sozinho (VANDER CRUYSSEN et al., 2007).

O tecido no qual essas células imunes sdo ativadas ainda é incerto, mas o pulméo é
alvo de estudo, correlacionando com a fungdo de tabagismo na artrite reumatoide e
presenca de ACPAs compartilhados nas bidpsias de pulmé&o e tecido sinovial (SMOLEN
et al.,, 2016). Estes compostos podem ser encontrados no soro de individuos
assintomaticos até 10 anos antes do aparecimento da doenca (NIELEN et al., 2004).

A quinta fase apresenta exacerbacdes e remissdes que causam danos graves a um
namero maior de articulacdes e ao tecido 6sseo (GIRDLER et al., 2019). A AR também
pode levar a outras comorbidades, como a inflamacéo difusa no pulmao, pericardio,
pleura e lesbes nodulares que sdo mais comuns no tecido subcutaneo (ALAMANOS &
DROSOS, 2005; TARNER et al., 2005).

ManifestacBes extra-articulares presente na AR podem ser até fatais e envolvem
manifestacBes cutaneas, pulmonares, oftalmoldgicas, cardiacas, neuroldgicas e renais
(IMBODEN et al., 2014). Estas manifestaces podem variar a suas gravidades, e se
apresentam geralmente no periodo subclinico mais longo. A existéncia de manifestacoes
extra-articulares esta associada com o agravamento da doenca. Afeta, principalmente,
pacientes com altos niveis séricos de FR e ACPAs em regifes sinoviais e extra-
articulares, inclusive no pulméo, tendo em vista que sdo encontrados ACPAs IgA em
escarro de individuos com risco de desenvolver AR (PRETE et al., 2011; WNAG, 2019;
WILLIS et al., 2013).

Na apresentacdo clinica das complicagdes para paciente com AR a mais comum é
0 aparecimento da doenga pulmonar intersticial (DPI). Noédulos reumatoides, doenca
pleural, hipertensdo pulmonar, bronquite e outros quadros que envolvam as vias aéreas
também podem surgir (WNAG, 2019). A complicagéo cardiaca advem da formacdo de
nodulos reumatoides no miocardio e nas valvas cardiacas. As lesdes provocadas pelo
desenvolvimento dos nodulos levam a distarbios de conducéo, arritmias e insuficiéncia
cardiaca (IMBODEN et al., 2014).

1.2. Inflamacéo
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Embora os mecanismos precisos do inicio da AR ndo sejam completamente
esclarecidos, como ja foi mencionado no topico anterior, sabe-se que a apresentacao de
antigenos das células B as células T, por meio do MHC de classe I, leva a producéo de
autoanticorpos, sugerindo, assim, o inicio da inflamag&o (SMOLEN et al.,2018).

As moléculas HLA, descritas anteriormente, tém um papel fundamental na resposta
imune especifica para o antigeno, interagindo com o mesmo na superficie das células
apresentadoras de antigenos, dando origem a um complexo. Este complexo liga-se a um
receptor na superficie da célula T (TRC) e inicia-se a resposta celular contra o antigeno
estranho para a célula, levando a proliferacao das células T, diferenciacéo e producdo de
citocinas. Apds reconhecimento do antigeno, as células T entram no seu ciclo celular,
produzindo células T especificas para o antigeno e células de memoéria (BERTOLO et al.,
2001; PARK, 2005; WEYAND & CORONZY, 2006; DELGADO-VEJA & ANAYA,
2007; KOENDERS, 2010; BETTENCOURT et al., 2015).

Os linfocitos T desempenham importante papel na patogénese da AR, sendo bem
caracterizados na AR humana e experimental, principalmente, os subconjuntos dos
linfocitos T CD4+, embora ainda ndo seja completamente esclarecido (FIRESTEIN,
2005). Quando os linfocitos T CD4+ imaturos sdo polarizados, ou seja, eles entram em
contato com o antigeno, estes se desenvolvem em células Thl, Th2, Thl7, células
foliculares Th (Thf) ou células T reguladoras (Tregs). (O'GARRA & ROBINSON, 2004;
PARK, 2005; KOENDERS, 2010)

A AR, por um longo periodo, foi associada a falhas em relacdo as células Thl
(ANDERSON et al., 2008; FIRESTEIN, 2003). Os Linfécitos Thl secretam IL-2 e 0
interferon-y (INF-y) que sdo as citocinas ativadoras da patogénese. A IL-2 atua na
proliferacdo de Thl e estimula a diferenciacdo dos linfocitos B e a producdo de
anticorpos. O INF-y promove a ativacdo dos mondcitos/macrofagos, aumentando a
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias e metaloproteinases com grande potencial
destrutivo das estruturas articulares. Além de estimular a maior expressdo de moléculas
de MHC-II cuja principal funcéo é apresentar peptideos antigénicos ao linfocito T CD4+,
a INF-y, também estimula a secrecdo de fator de necrose tumoral, (TNF-a) e IL-1. O
TNF-a tem papel em varias fases da patogénese da AR, como ativacdo da angiogénese,
proliferacdo de fibroblastos sinoviais, e a destruicdo da cartilagem e do 0sso
(BAERWALD et al., 2000; O'GARRA & ROBINSON, 2004).
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No entanto, tem sido mais evidente a participacdo das células Thl7 na
autoimunidade. As células Th17 consistem em um grupo distinto das células T CD4+,
que produzem a interleucina IL- 17. A IL-17 esta envolvida no processo de inflamacéo
ao induzir outras quimiocinas inflamatdrias por meio de uma cascata de ativacéo
intracelular . (KOENDERS, 2010; PARK et al., 2005).

Raza e colaboradores (2005) analisaram os niveis de citocinas e quimiocinas de
pacientes com sinovite precoce como marcador de desenvolvimento de AR e em
pacientes com outras artrites inflamatdrias precoces. Quando comparados aos niveis de
outras artrites inflamatorias precoces, os niveis de IL-2, IL-4, IL13, IL-17 e citocinas de
células estromais encontrados na AR precoce apresentaram-se elevados.

A IL-17 tem efeito em diversas células como macréfagos, fibroblastos, células
epiteliais, células endoteliais e células mesenquimais. Além disso induz a producéo de
quimiocinas e citocinas neutrofilas, como TNF, IL1-B, IL-6 e fator estimulador de
granulécitos de macrofagos, por essas células. Como resultado dessa cascata de ativacoes,

séo observados destruicdo da cartilagem e inflamag&o na AR (ANDERSON et al., 2008).

1.3. Regulacéo

A AR ¢ iniciada pela falha de mecanismos na tolerancia imune. Qualquer alteracéo
nas células T pode desencadear uma doenca autoimune, portanto sdo células muito
importantes para a regulagdo da inflamagdo (WEYAND et al., 2006). Os subconjuntos
das células T CD4+ apresentam propriedades diferentes, onde Thl, Th2 e Thl7 sdo
células efetoras e as células T reguladoras (Tregs) atuam na regulacdo. Sendo vias de
producdo de Thl7 e Tregs, células de funcdo antagdnica, se interconectam (NOAK et al.,
2014).

As Tregs sdo sobconjunto de células T CD4+ e sdo importantes para manterem a
autoimunidade e a protecdo contra infecgdes e células tumorais. Sdo responsaveis por
modular negativamente a resposta imune pro-inflamatoria. As células Tregs apresentam
quatro mecanismo de supressao como mostrado na figura 3. Os mecanismo s&o:
Supressao por citocinas inibitorias, incluindo IL-10, IL-35 e crescimento de
transformacdo fator-f; supressdo por citolise, que inclui mecanismos de morte

dependentes de granzimas e perforina; supressdo por perturbacdo metabolica e supressao
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por modulacdo de células dendriticas (DC) maturacdo ou funcdo (VIGNALI et al., 2008;
NOAK et al., 2014).

a Citocinas inibitérias b Citolise
Preso por membrana TGFB8 Granzima A ou granzima B
TGFB d
@ : °
° ° o e ®
° °
© o © ° °
@ Poro perforina
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¢ Perturbacdo do metabolismo d Células dendriticas alvos
B <035/ Yo Morte e
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_— T privacdo de CTLAg DX e
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de DC

Figura 3-Mecanismos de supressdo das células T reguladoras (traduzida). Fonte: (VIGNALI et al., 2008)

A deficiéncia de células Tregs pode gerar autoimunidade e imunopatologia
mediadas por células T (SAKAGUCHI et al., 2008). As células Tregs sdo divididas em
duas classes, as originadas no timo sao classificadas com naturais, sdo mais expressivas,
representando mais de 10% de todos os T CD4+ circulantes. As suas caracteristicas
genéticas e fenotipicas sdo expressas durante sua maturacao, no timo. A segunda classe
que sdo as Tregs adaptativas as células T com caracteristicas normais e que passam a
desenvolver fendtipo regulador quando induzidas por IL-2 e TGF- B, perifericamente
(BACCHETTA et al., 2007; YAGI et al., 2004; SAKAGUCHI, 2005).

As Tregs sdo identificadas pela expressdo de CD4+, a cadeia IL-2Ra (CD25) e 0
fator de transcricdo da familia forkhead (Foxp3). O Foxp3 é o principal fator de
transcrigdo que induz a diferenciagdo das células T em Tregs. Dessa forma, a expressdo
desse fator esta diretamente relacionada a funcéo das Tregs e para modular a expresséo
de genes que também codificam mediadores imunossupressores (FARIA & WEINER,
2006; RUDENSKY, 2011).

A atuacdo das Tregs na AR ainda é conflitante. Alguns estudos apontam,
principalmente, para a interagdo com outros compostos presentes na inflamagdo como
TNF, que ¢ indicado como o principal fator que compromete a atividade de Tregs por

meio da redugdo da fosforilacdo de FoxP3. Como medida terapéutica, busca-se o
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equilibrio na relagdo Th-17/ Tregs como meio eficaz de imunoterapia, procurando a
inibicdo de citocinas inflamatorias, como o TNF, IL-6 e IL-17, através de medicamentos
(NOAK et al., 2014).

Outra citocina envolvida na regulacdo é a citocina IL-10, apresenta tanto fungoes
anti-inflamatoria como pro-inflamatoria. As razdes para atuacdes opostas ainda nao séo
completamente claras. Um fato é que IL-10 pode promover respostas imunes, apoiando
celulas B e ativacdo de células T CD8 +. Porém, a IL-10 é amplamente conhecida pela
sua capacidade anti-inflamatéria mantendo e reestabelecendo a homeostase imune.
Prevenindo, doencas inflamatorias imunomediadas e respostas imunes exuberantes a
patégenos (COUPER et al., 2008; BEDKE et al., 2019). Diferentes células do sistema
inato e adaptativo sdo capazes de produzir e responder a IL-10. As células Th2 e Tregs
sdo as principais produtoras de IL-10. A sinalizacdo da interleucina-10 nas células T
reguladoras é necessaria para a supressdo da inflamacéo através de um loop de feedback
positivo e suprime a fungdo pro-inflamatdria das células APCs e Thl7 (BEDKE et al.,
2019).

A falha na producdo de IL-10 por meio de mutagdes e polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) nas subunidades de IL-10R ou IL-10, esta relacionado ao
surgimento de doencas inflamatdrias mediadas por imunidade. Sdo exemplos: A AR,
doenca inflamatdria intestinal (DI1) e IUpus eritematoso sistémico (LES), 0 que assegura
a importancia de 1L-10 como citocina supressora da inflamacdo (BEDKE et al., 2019;
ENGELHARDT & GRIMBACHER, 2014; CHONG et al., 2004).

A partir das importantes funcoes efetuadas pela IL-10, existem estudos sobre seu
potencial terapéutico em algumas doencas autoimunes. Como ja mencionado, mutacdes
e polimorfismos no nucleotideo tnico (SNPs) nos genes 1L10 e IL10RA / IL10RB estdo
associados ao desenvolvimento de doenga inflamatoria intestinal (DII). Portanto, a IL-10
seria um meio interessante para o tratamento da doenca. (KUHN, 1993; ENGELHARDT
& GRIMBACHER, 2014; GLOCKER, 2011; BEDKE et al., 2019).

A IL-10 humana recombinante (rhu IL-10) foi testada para o tratamento da DIl em
varios estudos clinicos. Porém os resultados ndo levaram a uma melhora clinica
significativa, apresentando eficacia heterogénea entre os pacientes. Houve melhora em
pacientes com alta atividade da doenca e baixos niveis séricos enddgenos de IL-10 em
comparagcdo com pacientes com baixa atividade da doenca e altos niveis de I1L-10. A
aplicacdo de doses baixas a moderadas de rhu IL-10 apresentaram resultados mais
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interessantes do que comparado a doses altas, visto que doses altas de rhu IL-10 foram
associadas ao aumento de citocinas pro-inflamatérias (FEDORAK et al., 2000;
SCHREIBER et al., 2000; TILG et al., 2002; BEDKE et al., 2019).

Como revisado por Saxena e colaboradores (2015), a eficécia do tratamento com
rhu 1L-10 também foi baixa na AR, esclerose multipla (EM) e diabetes tipo 1. Alguns
estudos tém buscado a melhora do efeito da IL-10, como o desenvolvimento dos
anticorpos "armados", que permitem ligagdo especifica e entrega de 1L-10 a célula-alvo.
A utilizacdo de Dekavil (IL-10 fundida a cadeia variavel anti-EDA - fibronectina) para o
tratamento da AR e da DIl tem sido promissora (SCHWAGER et al., 2009; GALEAZZI
etal., 2014; BEDKE et al., 2019).

1.4. Modelos animais no estudo da AR

Modelos animais sdo importantes para que seja possivel a compreensdo dos
mecanismos da doenca articular. Ndo existe um modelo universal para investigacdo da
doenca devido a heterogeneidade molecular e manifestacdo clinica complexa da AR.
Dessa forma, existem diferentes modelos experimentais pra cada subtipo da doenca.
(KOLLIAS et al., 2011). Nenhum modelo animal unico de artrite é capaz de representar,
verdadeiramente, a doenca humana, porém esses modelos reproduzem varios aspectos e
podem ser usados como meio para entender caminhos especificos da doenca (VAN DEM
BERG et al., 2009).

Os modelos animais de inducdo da AR sdo divididos em modelos de imunizacao e
transferéncia. O primeiro modelo consiste em imunizacdo ativa com constituinte
articulares normais, como por exemplo, o coladgeno. Dentre os modelos de inducéo, o
mais conhecido ¢ a injecdo intradérmica de colageno tipo Il heter6logo no adjuvante
completo de Freund na cauda de ratos e camundongos. Na artrite induzida por antigeno
(AlA), a injecdo contém albumina sérica metilada (MBSA), juntamente com o adjuvante
completo de Freund, na base da cauda ou na articulagéo do animal, desenvolvendo artrite
monoarticular. Esse modelo leva a uma inflamacdo desencadeada por complexo imune e
respostas de células T. J& 0 modelo de transferéncia consiste na injecdo de determinados
autoanticorpos patogénicos e levam a fase efetora da AR (HONG et al., 2020; BAS et al.,
2016).
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Na AlA, modelo utilizado neste trabalho, existe a dependéncia das células T e a
resposta leva as caracteristicas da artrite como hiperplasia sinovial, infiltrado
inflamatorio, pannus e destruicdo articular. A mBSA é uma molécula catidnica e, por
isso. é o0 antigeno escolhido, pois é atraida pela cartilagem e fica entdo retida no local
(VAN DEN BERG et al., 1984).

1.5. Compostos fenolicos e efeito terapéutico

Os compostos fendlicos sdo produzidos no metabolismo secundario de plantas,
micronutrientes abundantes em nossa dieta e sdo constituintes de frutas, verduras,
legumes e bebidas, tais como café, cha e vinho. Definidos por suas estruturas quimicas
como substancias que apresentam anel aromatico com um ou mais substituintes
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Detém de estrutura variavel e com isso,
sdo multifuncionais. Encontram-se cerca de cinco mil fenois, dentre eles, destacam-se 0s
flavonoides, acidos fendlicos, fenois simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferois
(LEE et al., 2005; ANGELO & JORGE, 2007).

Diversos estudos tém se concentrado em caracterizar as propriedades medicinais
potenciais das plantas, que podem incluir efeitos anti-inflamatérios, antitumorais,
antidiabéticos e antioxidantes (LAMBERT et al., 2005; VITA, 2005; SCAPAGNINI et
al., 2010). Uma variedade de medicamentos comumente utilizados nos dias atuais é de
origem vegetal devido esse potencial terapéutico que, possivelmente é associado a
presenca dos compostos fendlicos. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que
mais de 80% da populacdo mundial depende da medicina tradicional usando plantas para
satisfazer suas necessidades primarias de saude (RASKIN et al., 2002; VEIGA et al.,
2020; WHO, 2013).

Frutas comumente disponiveis, como mirtilos, framboesas e morangos, e romés tém
mostrado resultados promissores na reducdo da dor e inflamacdo em modelos
experimentais e em estudos clinicos de artrite em humanos. Existem também algumas
evidéncias sobre o papel de polifendis especificos de frutas, como a quercetina e 0s
flavonadides citricos no alivio dos sintomas da AR (BASU et al., 2018).

O estudo de Gonsalves e colaboradores (2015) verificou a possivel acdo do extrato
de cha verde sobre a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em mitocondrias

isoladas no figado de ratos com artrite induzida por adjuvante (CFA, Mycobacterium
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tuberculosis e 6leo mineral). O extrato de cha verde € rico em polifendis, especialmente
as catequinas. Foram administradas doses diarias de 250 mg/kg durante 23 dias. Os
animais eram ratos da linhagem Holtzman, e foram divididos em dois grupos, controle e
com artrite induzida. Os resultados apresentados foram que, mitocondrias isoladas de
animais artriticos apresentaram maior producao de ERO. O extrato de cha verde diminuiu
a producéo de ERO tanto de mitocondrias de animais controle como de animais artriticos,
e tendeu a ter um efeito maior sobre as mitocondrias de animais artriticos (GONSALVES
etal., 2015).

Visando o conhecimento sobre o efeito do extrato de polifendis do azeite de oliva
extra virgem na AR, em modelo de artrite induzida por colageno em camundongos, Risolo
e colaboradores (2014) realizaram um experimento onde, no dia um, os camundongos
foram imunizados com colégeno bovino tipo Il e no 21 receberam inje¢do de reforgco. Dos
dias 29 a 41 foi administrado via oral uma vez por dia 100 e 200 mg / kg do extrato em
camundongos artriticos. Como resultados o uso do extrato diminuiu o edema articular, a
migracdo celular, a degradacdo da cartilagem e a erosdo éssea e reduziu o nimero de
citocinas pré-inflamatorias e prostaglandinas (ROSILO et al., 2014).

Yoon e colaboradores (2013) avaliaram o efeito anti-inflamatério e pro-
apoptotico do acido galico em fibroblastos sinovidcitos (RA-FLS) de pacientes com AR.
O acido galico € um polifenolico natural encontrado em por exemplo, uvas, acai, vinhos
e folhas de cha. Os resultados desse estudo mostraram que tratamento com acido galico
em concentracdes de 0,1 e 1,0 uM de AG, induziu a apoptose da RA FLS através da
regulacdo das expressdes de proteinas relacionadas a apoptose e reduz a expressao de

genes pré-inflamatorios na RA FLS com IL-1 e 1L-6.

1.6. Acai

O agai € um fruto rico em polifendis e tem chamado atengdo pelo seu possivel
efeito terapéutico sobre a AR. O agaizeiro é uma palmeira nativa da regido amazonica
presente em grande parte no norte do Brasil, cujo fruto é o acai. O acgai possui uma forma
globosa cuja cor € vermelho/arroxeada e com a polpa oleosa. Pode ser cultivado durante
0 ano todo, mas a maior producédo se concentra entre os meses de agosto e dezembro. O

despolpamento do agai leva a producédo de bebidas energéticas, sorvetes, doces, geleias,
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licores e entre outros produtos. A maior producgéo se concentra na regido norte do Brasil

e € transportado para outras regides do Brasil e do mundo (MENEZES et al., 2008).

My
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Figura 4- Agaizeiro Fonte:http://frutasnativasdaamazonia.blogspot.com.br/

O acai tem se tornado um fruto bastante conhecido por ser benéfico a salude dos

individuos. Este efeito é atribuido a sua composicdo, principalmente pela presenca de
polifendis, dentre eles as antocianinas e seu conteudo alto de acidos graxos
monoinsaturados e fibras (COUTINHO et al., 2017; PALA et al., 2018). As antocianinas
tem chamado a atencdo por suas funcionalidades medicinais e farmacoldgicas, como
funcdo anticarcinogénica, anti-inflamatérias, antimicrobianas além de prevenir a
oxidacdo de lipideos de baixa densidade (LDL) (ALASALVAR et al., 2005). Um estudo
realizado por Paz e colaboradores (2015) analisou a capacidade antioxidante de oito frutas
brasileiras e como resultado o acai, juntamente com a acerola, apresentou maior
capacidade antioxidante.

Kang e colaboradores (2010) isolaram sete flavonoides do acai liofilizado e
avaliaram a capacidade antioxidante dos mesmos. Foi encontrado que a capacidade
antioxidante varia de estrutura para estrutura. Em outro estudo, Kang e colaboradores
(2011) isolaram outros cinco flavonoides do acai e investigaram a capacidade
antioxidante e também a capacidade anti-inflamatéria. Os resultados mostraram uma
variacdo da capacidade antioxidante também para esses novos flavonoides e quanto a
acdo anti-inflamatdria o flavonoide velutina demonstrou potencial anti-inflamatorio.

O flavonoide velutina apresenta efeito forte na inibicdo da expressdo de mRNA de
TNF-a ¢ IL-6. A agdo desse composto foi verificada, em macrofagos peritoneais de

camundongos, e mostrou capacidade de inibir a ativacdo do NF-kB, a MAP quinase p38
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e a fosforilacdo da proteina quinase c-Jun (JNK). Outros flavonoides presentes no acai
conhecidos com capacidade anti-inflamatoria s@o a luteina, apigenina, quercetina,
genisteina e hesperetina (XIE et al., 2012)

O estudo de Moura e colaboradores (2012) avaliou a administracdo oral de um
extrato da polpa de acai (300mg/kg/dia) sobre a reducdo da inflamacao pulmonar induzida
por fumaca de cigarro em camundongos. Observou-se uma reducdo no ndmero de
neutréfilos na a atividade da mieloperoxidase, superéxido dismutase, catalase,
glutationaperoxidase e diminuigédo da expressao de TNF-a no tecido pulmonar.

Em humanos, estudo desenvolvido por nosso grupo de pesquisa avaliou o efeito do
consumo de polpa de acai sobre biomarcadores do estado redox em mulheres saudaveis.
A intervencdo nutricional foi o consumo de 200g/dia de polpa de agai de origem
comercial, durante 4 semanas pelas voluntérias. Antes e apds a intervencéo foi realizada
determinacdo das concentracdes séricas de dialdeido malbénico (MDA), proteina
carbonilada e grupos sulfidrilas. Como consumo da polpa de acai observou-se que houve
uma reducdo nos niveis séricos de MDA e de proteina carbonilada e um aumento nos
grupos sulfidrilas, melhorando o estado oxidativo as mulheres (BARBOSA et al., 2015).

Outro estudo do grupo avaliou o efeito do consumo de polpa de acai sobre
biomarcadores do metabolismo redox no soro e em células mononucleares e
polimorfonucleares. Os resultados demostraram que a polpa de acai foi capaz de levar ao
aumento da capacidade antioxidante total, aumento na atividade da enzima paraoxonase,
diminuicdo de 42% nas concentracbes de LDL oxidada e ainda diminuicdo nas
concentracdes de dialdeido malénico, sugerindo que o acai pode estar envolvido na
remocdo de ERO. Nas células polimorfonucleares também encontramos aumento da
capacidade antioxidante reforcando esse efeito do acai na dieta. Nenhuma alteracéo foi
observada na atividade das enzimas em células mononucleares (superéxido dismutase,
catalase, glutationaperoxidadse) (PALA et al., 2016).

Na artrite reumatoide, investigamos o efeito do consumo da polpa de agai sobre
marcadores do metabolismo oxidativo e inflamatorios de camundongos C57BL/6
portadores de artrite induzida por antigeno (mBSA). Os resultados demonstraram que o
consumo de agai na dieta mostrou efeito protetor sobre a AR, com reducdo na producéao
de anticorpos, do edema e infiltrado inflamatério, como consequéncia da melhora no
balango oxidante/antioxidante local e modulacdo na producdo de citocinas e balango de
celulas Treg/Th17 de forma sistémica (SILVA, 2018, dados ndo publicados).

27



Silva, M. A. A. Introducéo

Contudo o estudo de Silva (2018) ainda requer investigacdes para que possa ser
melhor compreendido os mecanismos pelos quais o acai melhora o perfil antioxidante e
inflamatorio da AR. Uma limitacdo do estudo foi o ndo conhecimento do efeito do
consumo do acai sobre a producdo de citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10 e TGF-
B, as quais como abordado anteriormente, podem estimular e serem estimuladas pelas
células Tregs e podem estar associadas ao aumento da frequéncia dessas células, assim
como a diminuigdo na producdo de citocinas pré-inflamatorias.

Considerando os trabalhos expostos anteriormente, e tendo em vista que a AR €
uma doenca de impacto social e econdmico significativo, faz-se necessario um
aprofundamento em estudos que busquem a diminui¢do dos sintomas e possiveis meios
de tratamento. O presente estudo traz a hipdtese de que por meio do potencial anti-
inflamatdrio dos compostos polifendlicos presentes no acai, o consumo desse alimento
pode interferir na producdo de citocinas anti-inflamatérias e trazer beneficios na

sintomatologia e no curso da doenga.

28



Silva, M. A. A. Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Determinar o impacto do consumo da dieta suplementada com acai sobre a capacidade
de producdo de IL-10 em diferentes tecidos-chave no desenvolvimento da AR em

camundongos C57BL/6 fémeas.

2.2. Objetivos especificos

e Induzir a artrite experimental;

e Quantificar a producéo da citocina anti-inflamatéria IL-10 no tecido articular e
nos linfonodos mesentérico e inguinal;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Os animais utilizados para todo o experimento foram 40 camundongos C57BL/6
fémeas, com seis semanas de idade, obtidos e mantidos no Centro de Ciéncia Animal
(CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Os animais foram mantidos em
caixas de polipropileno, com 4 a 5 animais por caixa, com controle de luz e temperatura.
Os animais receberam agua e dietas ad libitum. Todos os procedimentos contidos nesse
projeto foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFOP
com o Protocolo n°® 2016/38, (ANEXO 1)

3.2. Dietas

As dietas oferecidas aos animais foram preparadas com base Na referéncia de dieta
padrdo para roedores AIN93M (REEVES et al., 1993). As polpas de acai foram mantidas
a temperatura de -20°C até o momento do uso na preparagdo da dieta. A polpa de acai foi
descongelada e adicionada a dieta dos animais na proporc¢édo de 20 g de peso seco de acai
(200 mL de polpa) para cada quilo de dieta, ou seja 2% da polpa. Essa dieta foi
desenvolvida por Souza e colaboradores (2010) em seu estudo para verificar a agédo
antioxidante do acai em ratos dislipidémicos. As dietas foram classificadas como

isocaldricas e isoproteicas e sua composicao esta descrita na Tabela 1
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Tabela 1 - Descrigdo da composicgéo das dietas experimentais (g)

Constituintes (g) pletas
Padréao Padréo + Acai
Amido de Milho 720 700
Caseina 140 140
Celulose 50 50
Oleo de Soja 40 40
Mistura de Minerais 35 35
Mistura de Vitaminas 10 10
Colina 2,5 2,5
Polpa de Acai 0 20
Valor caldrico (Kcal) 3840 3844,4

* Acai (Para 1 kg de dieta, Utilizou-se duas polpas de acai (100g) da marca Icefruit®. Cada polpa de acai
apresenta 10% de acai). Fatores de conversao: proteinas 4 Kcal/g, lipidios 9 Kcal/g, agucares 4 Kcal/g.

3.3. Acai

A polpa de acai pasteurizada, livre de corantes e conservantes, foi obtida da Icefruit
Comércio de Alimentos Ltda. (Tatui, Sdo Paulo, Brasil). Em uma Gnica remessa de um
mesmo lote, a fim de manter a homogeneidade ao longo do experimento e mantida a -
20°C até o uso.

3.4. Inducéo da artrite

Foi utilizada uma solugdo contendo mBSA (Sigma) dissolvida em solucéo salina,
em uma concentracdo de 10 mg/mL, emulsionada em volume igual de solucdo de
adjuvante completo de Freund (CFA) acrescido de Mycobacterium tuberculosis na
concentracdo de 5 mg/mL. A imunizacao foi realizada injetando-se 100 pL desta solugéo
final na base da cauda de cada animal quando completaram oito semanas de vida. No 14°
dia posterior a imunizag&o, o desafio foi realizado, com uma injec¢&o intra-articular de 10
pg de mBSA em 10 pL de solucdo salina. A mBSA costuma ser o antigeno de escolha,
pelo fato de ser uma molécula catidnica, atraida pela cartilagem, que é negativamente
carregada e, assim, fica retida na articulagdo (Van Den Berg et al., 1984). O protocolo
experimental geralmente é efetuado com uma imunizacao na base da cauda dos animais,

com uma emulsdo composta por mBSA, CFA e Mycobacterium tuberculosis. A fungédo
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do CFA é apresentar continuamente o antigeno para o sistema imunolégico, sendo assim
possivel uma resposta imune forte e persistente. O Mycobacterium tuberculosis, por sua
vez, atrai macrofagos para o local da lesdo. Nesse modelo, imunizacdes de reforgo podem
ser efetuadas dentro de 7 a 14 dias, seguidas de uma injecdo intra-articular do antigeno,
no 21° dia. Como alternativa, outros modelos utilizam apenas a injegéo intra-articular
apos 14 dias da primeira imunizacdo. O desafio intra-articular é essencial para a migracéo

de neutrofilos, que se inicia em 6 horas, com pico em 24 horas (Grespan et al., 2008)

3.5. Delineamento experimental

Inicialmente, 40 animais com seis semanas de idade foram divididos em 5 grupos
experimentais, conforme descrito abaixo e exemplificado na figura 5:

e Controle (C): Grupo que recebeu dieta controle e ndo foi induzida artrite;

e Acai (AC): Grupo que recebeu dieta suplementada com acai e ndo foi induzida
artrite;

e Artrite (AR): Grupo que recebeu dieta controle e foi induzida artrite;

e Acai Prevencdo (ACP): Grupo que recebeu dieta suplementada com acai desde
0 primeiro dia e, posteriormente, foi induzida artrite.

e Acai Tratamento (ACT): Grupo que recebeu dieta suplementada com acai um

dia apds a inducdo da artrite.
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Figura 5- Representagdo esquematica do delineamento experimental. Camundongos fémeas C57BL/6
foram divididas em cinco grupos: Controle (C): recebeu dieta controle e ndo foi induzido artrite; Agai (AC):
recebeu dieta suplementada com acai e ndo foi induzido artrite; Artrite (AR): recebeu dieta controle e foi
induzido artrite; Acai Prevencdo (ACP): recebeu dieta suplementada com agai desde o primeiro dia e,
posteriormente, foi induzido artrite; Agai Tratamento (ACT): recebeu dieta suplementada com agai um dia
apos a inducdo da artrite. Duas semanas ap0s o inicio das dietas, a artrite foi induzida com uma imunizagéo
subcutanea de mBSA em CFA e Mycobacterium tuberculosis; duas semanas ap0s a imunizacao, o desafio
foi realizado pela injecdo de mBSA diretamente no joelho e 24h depois, 0s animais foram eutanasiados e
coletados 6rgaos e tecidos.

Os animais C, AC, AR e ACP comecaram a receber dieta controle ou dieta
suplementada com 2% de polpa de acai desde o primeiro dia do experimento, com seis
semanas de idade. O grupo ACT iniciou 0 experimento com dieta controle e, somente no
dia seguinte a imunizacdo, teve sua dieta trocada para suplementada com 2% de polpa de
acai. Houve atroca da dieta trés vezes na semana. Apos 30 dias de experimento, 14 dias
apos a primeira imunizagéo e 24 horas ap6s o desafio intra-articular, momento no qual
ocorre o pico da inflamacdo aguda, os animais foram deixados em jejum por 12 horas,
foram anestesiados com uma solucéo de 100uL a base de PBS, cloridrato de ketamina
(25%) e cloridrato de xilazina (25%), seguida por deslocamento cervical e
posteriormente, exsanguinagdo. Os bagos, linfonodos mesentéricos e inguinais e tecidos
periarticulares do joelho foram coletados, pesados, imersos em nitrogénio liquido e

imediatamente armazenados a -80°C.
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3.6. Preparo dos tecidos

Primeiramente, foi preparado uma solucdo tampéo em 25 ml de PBS estéril (pH
7,2), contendo: NaCl (0,4M), EDTA (0,9 mM), albumina bovina sérica (BSA - 75,7mM),
Tween® 20 (0,4mM) e penicilina G (10.000U/ml) na proporgdo de 1:100 (v/v). No
momento do preparo do homogenato, foi adicionado as seguintes antiproteases nas
respectivas concentracdes finais: fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF - P7626,
Sigma®) a 195 nM, leupeptina a 25 uM (L2884, Sigma®), Pepstatina A a 1 uM (P4265,
Sigma®) e 2 pl de aprotinina A (A1250000, Sigma®)). Por fim, completou-se o volume
com PBS para 50 ml em um baldo volumétrico. As amostras de tecido periarticular,
linfonodo inguinal e linfonodo mesentérico foram trituradas (100mg/ml) com auxilio de
um homogeneizador elétrico e em seguida, centrifugadas a 10.000rpm por 10min a 4°C

e 0 sobrenadante coletado.

3.7. Interleucina-10

A quantificacdo da concentracdo IL-10 nos tecidos coletados dos animais foi
realizada por meio do ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA, por meio de anticorpos
primarios monoclonais anti 1L-10. Utilizando-se, placas de poliestireno com 96 pocos.

Nas placas foi colocada a solucdo de anticorpo de captura 100uL por pogo e
incubado em overnight a 4°C. Essas foram lavadas 3 vezes em solucdo sabao
(PBS/0,005% de tween20). Em seguida, foi adicionado em cada pog¢o da placa 200pL de
solugéo de bloqueio (PBS/ 10% de soro fetal bovino (SFB) e incubado por 1 hora a 25°C.
Logo ap0os, a placa foi novamente lavada 3 vezes em solucdo sabéo realizada a pipetagem
do padrdo nos pocos destinados da placa. Em cada poco do padréo foi adicionado 100uL
de solucédo de bloqueio. Adicionado 200uL do padrdo no primeiro poco e procedido de
diluicdo seriada nos demais, resultando um total de 7 pontos da curva e em duplicata. O
ponto destinado ao branco so recebeu a solugdo de blogueio em duplicata. Nos pocos
referentes as amostras foram colocadas (100puL ou 50uL) do sobrenadante em duplicata,
e entdo incubado por 2 horas a 25°C.

Realizou-se novamente a lavagem das placas na solugdo sabdo por 5 vezes,
adicionou-se a solucéo de detec¢do 100uL por poco e incubado por 1 hora a 25°C. As
placas foram lavadas 7 vezes na solucdo sab&o e colocado 100puL de solucdo de substrato:

1mg de Tetrametilbenzidina, 1ml de Dimetilsulfoxido, 10mL de tampdo citrato-fosfato
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ph 4,0 e 5uL de &gua oxigenada 35% a cada poco. Incubado a 25°C por cerca de 30
minutos. Logo apos, a reacdo foi interrompida adicionando 50uL de H2 SO4 2N por poco
e realizada a leitura no comprimento de onda de 450nm por um leitor de ELISA (Bio-Rad
Modelo 450 Leitor de Microplacas).

3.8. Analises estatisticas

Os resultados foram analisados com auxilio do software GraphPad Prism versao 6.0
(GraphPad Software) sendo o valor de p < 0,05 utilizado como limite da significancia
estatistica. Para a avaliacdo dos dados, foi realizada analise de variancia em fator Gnico
(ANOVA one-way) para testes paramétricos e o teste de Tukey para mdaltiplas

comparacgoes. Os resultados foram expressos em meédia e * erro padrao.
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4. RESULTADOS

Para avaliagdo do possivel efeito anti-inflamatorio do agai no desenvolvimento da
artrite reumatoide experimental em camundongos C57BL/6, foi determinada a

concentracdo de IL-10 no tecido periarticular e nos linfonodos mesentérico e inguinal.

4.1. Articulacdo

Na articulacdo dos animais, foco da inflamagéo, observou-se uma elevagdo da
concentracdo da IL-10 no grupo Acai tratamento, sugerindo o efeito anti-inflamatério da
administracdo da dieta com acai 2% (Figura 6).
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Figura 6- Concentracdo de IL-10 na articulagcdo. Camundongos fémeas C57BL/6 foram divididas em cinco grupos:
Controle (C): recebeu dieta controle e ndo foi induzido artrite; Agai (AC): recebeu dieta suplementada com agai e ndo
foi induzido artrite; Artrite (AR): recebeu dieta controle e foi induzido artrite; Acai P (ACP): recebeu dieta
suplementada com acgai desde o primeiro dia e, posteriormente, foi induzido artrite; Acai T (ACT): recebeu dieta
suplementada com acai um dia ap6s a indugdo da artrite. Duas semanas apds o inicio das dietas, a artrite foi induzida
com uma imunizacédo subcutanea de mBSA em CFA; duas semanas ap0s a imunizagdo, o desafio foi realizado pela
injecdo de mBSA diretamente no joelho e 24h depois, 0s animais eutanasiados. Homogenato de tecido periarticular
foram testados por ELISA sanduiche para IL-10. Foram realizados os testes Oneway ANOVA, seguido pelo pds-teste
de Tukey para determinacéo das diferencas entre os grupos. Os resultados estdo expressos em média + erro padréo, 0s
valores de p<0,05 foram considerados significantes.
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4.2. Linfonodo Mesentérico
No linfonodo mesentérico, 6rgdo encontrado envolto no intestino, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos com relacdo a producdo de IL-10, perante a

administragdo da dieta suplementada com 2% de acai. Os resultados ndo mostraram
aumento de IL-10 nos grupos esperados Acai P e Acai T. Como mostra a figura 7.
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Figura 7- Concentracéo de IL-10 no linfonodo mesentérico. Camundongos fémeas C57BL/6 foram divididas em
cinco grupos: Controle (C): recebeu dieta controle e ndo foi induzido artrite; Agai (AC): recebeu dieta suplementada
com acai e ndo foi induzido artrite; Artrite (AR): recebeu dieta controle e foi induzido artrite; Acai P (ACP): recebeu
dieta suplementada com acai desde o primeiro dia e, posteriormente, foi induzido artrite; Acai T (ACT): recebeu dieta
suplementada com acai um dia apés a indugdo da artrite. Duas semanas ap0s o inicio das dietas, a artrite foi induzida
com uma imunizacédo subcutanea de mBSA em CFA; duas semanas ap0s a imunizagdo, o desafio foi realizado pela
injecdo de mBSA diretamente no joelho e 24h depois, 0s animais eutanasiados. Homogenato de linfonodo mesentérico
foram testados por ELISA sanduiche para IL-10. Foram realizados os testes Oneway ANOVA, seguido pelo p6s-teste
de Tukey para determinagéo das diferencas entre 0s grupos. Os resultados estdo expressos em média + erro padréo, 0s
valores de p<0,05 foram considerados significantes.
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4.3. Linfonodo Inguinal

A figura 8 abaixo, expressa a concentracdo de IL-10 no linfonodo mesentérico dos
cinco grupos avaliados. Observou-se que a concentracdo de IL-10 no linfonodo inguinal
ndo demostraram diferenca significativa entre os grupos na producgéo de IL-10 mesmo
com a administrag&o da dieta de acai 2%.
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Figura8-Concentracéo de IL-10 no linfonodo inguinal. Camundongos fémeas C57BL/6 foram divididas em cinco
grupos: Controle (C): recebeu dieta controle e ndo foi induzido artrite; Agai (AC): recebeu dieta suplementada com
acai e ndo foi induzido artrite; Artrite (AR): recebeu dieta controle e foi induzido artrite; Acai P (ACP): recebeu dieta
suplementada com acgai desde o primeiro dia e, posteriormente, foi induzido artrite; Acai T (ACT): recebeu dieta
suplementada com acai um dia ap6s a indugdo da artrite. Duas semanas apds o inicio das dietas, a artrite foi induzida
com uma imunizagdo subcutanea de mBSA em CFA,; duas semanas ap0s a imunizacédo, o desafio foi realizado pela
injecdo de mBSA diretamente no joelho e 24h depois, 0s animais eutanasiados. Homogenato de linfonodo inguinal
foram testados por ELISA sanduiche para IL-10. Foram realizados os testes Oneway ANOVA, seguido pelo pds-teste
de Tukey para determinacéo das diferencas entre os grupos. Os resultados estdo expressos em média + erro padréo, 0s
valores de p<0,05 foram considerados significantes.

38



Silva, M. A. A. Discussao

5. DISCUSSAO

A AR é uma doenca autoimune de alta prevaléncia, que acomete principalmente as
articulacdes; é caracterizada por uma inflamag&o nas membranas sinoviais e que pode
levar a danos irreversiveis e morte precoce (ALAMANOS & DROSQOS, 2005). Tendo em
vista que 0s meios de tratamento existentes até 0 momento, apresentam limitacfes como
os efeitos colaterais, além de altos custos tanto para o paciente como para a sociedade.
Por isso estudos que visam a utilizacdo de compostos bioativos e alimentos que possam
contribuir na prevencao e no tratamento da AR se fazem de grande importancia para o
cuidado de pessoas acometidas pela doenca.

O percentual de acai aplicado na dieta foi baseado em estudo realizado anteriormente
por Souza e colaboradores (2010), no qual ficou claro que a dieta suplementada com acai
é balanceada e que animais alimentados com a mesma apresentam parametros
nutricionais normais: evolucdo da curva ponderal, contagem de células sanguineas totais,
concentracdes sericas de albumina e de proteinas totais e aparéncia geral do animal
(comportamento e estado do pelo).Tais cuidados tomados na metodologia ligada a dieta
asseguram que as possiveis alteracdes observadas no perfil bioquimico e imunol6gico séo
decorrentes do efeito antioxidante e anti-inflamatorio provocado pelo acai, mas nao de
alteracdes de ordem nutricional. Além disso, a quantidade de acai estabelecida equivale
ao consumo de uma por¢do de fruta na alimentagdo diaria de humanos.

A eficacia do modelo de inducdo da artrite foi comprovada no estudo de Silva
(2018, dados ndo publicados). Os resultados desse estudo demostraram manifestaces
caracteristicas da AR, como aumento nos niveis de Ig nos grupos de animais artriticos,
aumento no edema da pata e aumento do infiltrado inflamatério.

Partindo do principio de que o acai € um alimento rico em compostos fendlicos,
principalmente, as antocianinas e estes compostos sdo conhecidos pela sua capacidade de
promover acdo antioxidante e anti-inflamatdria, esse estudo investigou o efeito da dieta
de 2% de acai na possivel redugéo da inflamag&o na artrite induzida por antigeno (MBSA)
em camundongos C57BL/6.

Como j& apresentado, alteracGes nas células T pode desencadear uma doenca
autoimune, portanto, sdo células muito importantes para a regulacdo da inflamacdo. O
subconjunto das células T CD4+ é composto por celulas efetoras e reguladoras. As Tregs

s8o responsaveis pela supressao da resposta imune, modulando negativamente a resposta
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pré-inflamatoria por mecanismos como supressdo por citocinas reguladoras, como a IL-
10.

Com relacdo a analise das articulagdes dos animais, houve aumento da concentracéo
da IL-10 significativa no grupo Acai T, sugerindo o efeito anti-inflamatério da
administracdo da dieta com acai 2%. N&o mostrou aumento na produgéo de 1L-10 quando
avaliada a concentracdo da mesma nos linfonodos mesentéricos e inguinais.

Com esses resultados, observamos que no modelo experimental agudo, o aumento
de IL-10 foi menos expressivo que o0 esperado, no entanto a IL-10 se mostrou
significativamente aumentada no tecido periarticular dos animais que receberam a dieta
de acai 2%, especificamente no grupo que recebeu a dieta apds a inducdo da AR,
considerado grupo tratamento. Esse resultado pode ser relacionado com o curto periodo
entre a inducdo e a eutanasia, o que nos leva a pensar que em um modelo com perfil mais
cronico, um intervalo maior entre inducdo e eutanasia, o aumento de IL-10 seja mais
expressivo.

O estudo de nosso grupo realizado por Silva, (2018, dados ainda ndo publicados)
mostrou que a suplementacdo na dieta com 2% de acai levou a reducdo significativa das
concentracOes de TNF, IFN-y e IL-17 em culturas de células do bago e linfonodo inguinal
e de IFN-y no linfonodo mesentérico. No entanto, ndo observou redugdes significativas
dessas citocinas no tecido periarticular. A partir disso enunciamos a hipdtese de que o
aumento de IL-10 no tecido periarticular, leva a uma inibicdo da sintese e secrecdo de
citocinas inflamatorias nos linfonodos.

A literatura se mostra consistente ao apontar a importancia da IL-10 em manter e
reestabelecer a homeostase imune, sendo a manutencdo de niveis adequados de 1L-10
capaz de prevenir doencas inflamat6rias imunomediadas e respostas imunes exuberantes
a patogenos (COUPER et al., 2008; BEDKE et al., 2019). Contudo, sabemos também
que o sistema imune € muito mais complexo e integrativo, por isso nao se pode limitar a
observacdo de um fendmeno como a inflamagdo pela perspectiva de uma unica
interleucina.

Na tuberculose em atividade, por exemplo, observa-se diminuigéo da resposta Thl
e aumento de producdo e acdo de citocinas reguladoras como a IL-10, que inibe a
proliferacdo das celulas e a producdo de IFN-y, comprometendo os mecanismos
microbicidas dos macrdfagos e a apresentagdo de antigenos, além de ter efeito oposto ao

do TNF-a, protegendo contra danos teciduais, pela regulacéo da inflamacao e da apoptose
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(ROJAS et al., 1999). O desequilibrio entre a proporcao de expressdes de I1L-10 e TGF-
B contribui para uma regulacdo ineficaz da expressdo de citocinas inflamatorias na
obesidade infantil (MEDEIROS et al., 2018).

A IL-10 é uma das citocinas inflamatdrias mais importantes na formacdo de
respostas imunes na mucosa do intestino. Camundongos deficiente de IL-10 criados em
ambiente definido livre de patdgenos especificos, desenvolvem uma inflamacéo
espontanea do intestino, chamada enterocolite (ZURITA-TURK et al., 2020).

O estudo de Silva, (2018, dados ainda ndo publicados) também mostrou que a
suplementacdo de acai resultou em frequéncias de células Tregs significativamente
superior nas células do baco, linfonodos inguinal e mesentérico, em animais artriticos que
consumiram acai, além de reducdo do edema. Como mostra a literatura, as células Tregs
estédo envolvidas nos mecanismos de regulacéo da inflamacéo, sendo um deles a supresséo
por citocinas inibitérias como a IL-10 (VIGNALI et al., 2008).

O potencial anti-inflamatério do acai ja foi demostrado em alguns estudos
anteriores utilizando diferentes modelos experimentais.  Xie e colaboradores (2011),
demostraram em seu estudo que camundongos deficientes em apolipoproteina E (apoE),
suplementados com suco de acai ao longo de 5 semanas apresentaram reducao
significativa das concentragdes séricas de IL-6 e TNF-a e reducéo da expressdo génica e
dos niveis de proteina das mesmas citocinas em macrofagos isolados, em comparacgéo ao
grupo controle. Também foi observado que o suco de acai foi eficaz na reducdo da
ativacdo da via de sinalizagdo do NF-kB.

NF-xB quando ativado atua na inducdo transcricional de genes pro-inflamatérios
em células imunes inatas e adaptativas. Algumas citocinas provenientes dessa ativacdo
sdo: IL-1 IL-2, IL-8, TNF-qa, I1L-17,1L-12, entre outras (LIU et al., 2017). O estudo de
Silva (2018, dados ainda ndo publicados) demonstrou que a suplementacdo com acai
levou a redugdo de IL-17 e TNF- a em células do bacgo e linfonodo inguinal.

Em outro estudo, Xie e colaboradores (2012) avaliaram uma flavona presente no
acai, a velutina. Esse composto inibiu eficazmente a expresséo de TNF-a e IL-6, atravées
da inibicdo da ativacdo do NF-kB e da fosforilagdo da p38 e JNK, em cultura de
macrofagos peritoneais obtidos de camundongos e estimuladas com LPS. O estudo de
Moura e colaboradores (2012) demonstrou que extrato de acai foi capaz de reduzir a
expressdo de TNF-a na inflamacéo do tecido pulmonar de camundongos submetidos a

exposicdo de fumaca de cigarro.
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Partindo da analise dos resultados deste estudo e de Silva (2018), podemos enunciar
a acdo do acai na inflamacdo de forma mais complexa e por mais de uma via. Sendo
possivelmente, a inibicao da sintese de citocinas pré-inflamatorias e 0 aumento discreto
das Tregs e da IL-10 no local da inflamagdo. Uma das muitas manifestacbes desse
componente dietético no perfil inflamatdrio.

Esse estudo apresentou algumas limitagcdes como a dificuldade de encontrar outros
estudos que utilizaram o acai como possivel tratamento na AR. Pelo modelo escolhido,
AlA, existiu uma dificuldade de associagdo dos resultados, em um modelo crénico, 0s

resultados poderiam nos mostrar mais informagoes.
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo, o presente estudo demostrou que a dieta com 2% de agai levou ao
aumento da IL-10 no tecido periarticular, em camundongos portadores de artrite
reumatoide induzida por antigeno. O sistema imune é muito complexo e integrativo, dessa
forma, é necessario a realizacdo de mais estudos que melhor esclarecam as vias de atuacao
do acai no possivel efeito anti-inflamatério na AR experimental, possibilitando sua
utilizacdo como estratégia dietética preventiva e/ou terapéutica para a doenga.
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apd execuld-lo, conlome modelo do e da CEUA,

Alencicsamente,

Frod.* Dr.® Lenice Koppes Becler
Coordenadoro do CEUAUFOP.
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