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RESUMO

MODULAGCAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA EM COXIM PLANTAR DE
RATOS FRENTE AO TRATAMENTO COM ARNICA MONTANA 6CH:
IMPORTANCIA DAS VARIACOES INDIVIDUAIS. Ana Paula Ka wakami.

O presente trabalho visa demonstrar a acdo da Arnica montana 6CH sobre a
modulacdo do edema, da dinamica vascular e da migracao celular na reacéo
inflamatdria aguda em ratos, com énfase nas variacdes individuais. Ratos Wistar
machos e adultos foram submetidos a inoculacdo subcutanea plantar de
carragenina 1% e tratados com Arnica montana 6CH, dexametasona (4,0 mg/kg)
ou solucdo hidro-alcodlica 5% (controle), por via oral (10uL/100g), a cada 15
minutos, entre 30 e 180 minutos apds a inoculacdo da carragenina. Ao final do
tratamento, os animais foram sacrificados e o tecido subcutaneo da pata inoculada
foi coletado para exame histopatolégico e utilizacdo de métodos imuno-
histoquimicos para identificacdo e quantificagdo dos seguintes marcadores: CD3,
CD45RA, CD18, CD163, CD54 e MAC 387. O tratamento estatistico dos dados
incluiu a classificacdo dos 20 animais de cada grupo experimental em dois
subgrupos: 10 ratos que apresentaram edema precoce e 10 animais que
apresentaram edema tardio antes do inicio dos tratamentos. Os animais que
manifestaram edema precoce foram menos responsivos a Arnica montana 6CH
em relacdo aqueles que fizeram edema tardio, pois ndo apresentaram diferencas
em relacdo ao grupo controle quanto a maior parte dos parametros estudados,
embora apresentassem maior porcentagem de mastocitos degranulados
(p=0,0001) e maior expressdo de CD54 (p=0,03). Os ratos que manifestaram
edema tardio foram mais responsivos a Arnica montana 6CH, ou seja:
apresentaram menor intensidade de edema (p=0,01), menor porcentagem de
degranulacdo de mastocitos (p=0,0001) e maior didmetro de vasos linfaticos
(p=0,05) em relagdo ao controle. Ndo houve diferencas significativas quanto a
contagem diferencial de células inflamatorias entre grupos e subgrupos. Conclui-
se que os efeitos da Arnica montana 6CH sobre a fisiopatologia do processo
inflamatorio agudo em ratos sdo relevantes quando se considera a absor¢do do
edema e podem variar de acordo com as caracteristicas individuais.
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ABSTRACT

MODULATION OF INFLAMMATORY RESPONSE IN RAT FOOTPAD AFTER
TREATMENT WITH ARNICA MONTANA 6CH: RELEVANCE OF INDIVIDUAL
VARIATIONS. Ana Paula Kawakami.

The aim of this study is to demonstrate the effects of Arnica montana 6CH on the
modulation of edema, vascular dynamics and cell migration in acute inflammatory
response in rats, stressing the influence of individual variations in the process.
Adult male Wistar rats were submitted to subcutaneous inoculation of 1%
carrageenan into the footpad and treated with Arnica montana 6CH,
dexamethasone (4.0 mg/kg) or 5% hydro-alcoholic solution (control), per os
(10pL/100g), each 15 minutes, between 30 and 180 minutes after irritant
inoculation. After this period, animals were killed and the pad subcutaneous tissue
was harvested for histopathological examination and immunohistochemistry
procedures, in order to identify and quantify the following cell markers: CD3,
CD45RA, CD18, CD163, CD54 e MAC 387. The statistical treatment of data
included the classification of animals of each group (N=20) in two subgroups: 10
rats that presented precocious edema and 10 rats that presented late edema,
before the beginning of treatments. The animals that presented precocious edema
were less responsible to Arnica montana 6CH in relation to those that showed late
edema, since they did not presented differences of the main parameters evaluated
in relation to control, although higher percentage of degranuled mast cells
(p=0.0001) and higher expression of CD54 (p=0.03) could be seen. Instead, rats
that presented late edema were more responsible to Arnica montana 6CH, since
they presented less intense edema (p=0.01), lower percentage of mast cell
degranulation (p=0.0001) and increase in lymphatic vessels diameter (p=0.05) in
relation to control. No differences among groups and subgroups were found in
relation to cell counting, using the different markers. In conclusion, the effects of
Arnica montana 6CH upon acute inflammatory process physiopathology in rats are
relevant in relation to edema absorption and can vary according to individual
characteristics.
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1- INTRODUCAO

Questionamentos acerca da probabilidade de pacientes se
recuperarem frente a injarias, de efeitos colaterais de medicamentos e
da complexidade da utilizacdo de determinada terapia, dentre outros
tantos, sdo rotineiros para os profissionais da saude. Dados obtidos
apenas a partir de pesquisas clinicas ndo sédo suficientes para que
uma terapia possa ser empregada em uma populacdo — humana ou
animal —, pois aspectos relacionados aos mecanismos de acao
biologica celular, molecular e organizacional sdo importantes para se

determinar o alcance de cada tratamento.

Devido a este fato, a comunidade meédica procura por informacdes
demonstradas através de estudos experimentais — com base nestes
achados, as terapias se tornam confiaveis e passiveis de serem
utilizadas no cotidiano da clinica médica. Isto se faz valer em especial
para a Homeopatia, dado seu carater polémico e a escassez de
material bibliografico acerca do assunto.

Nos ultimos anos, tem sido crescente a adesdo de veterinarios e
agronomos ao uso de preparacdes homeopaticas como ferramenta
zootécnica e fitotécnica (BERCHIERI et al., 2006; RAJKUMAR et al.,
2006; SATO, 2008). Contudo, boa parte dos estudos experimentais
sobre o tema né&o considera alguns conceitos basicos da homeopatia
(SHANG et al.,, 2005), o que gera grande dificuldade de interpretar

resultados. A rigor, tais conceitos deveriam ser o principal foco das
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pesquisas sobre o tema, pois sdo eles que carecem verdadeiramente

de demonstracao e n&o apenas a presenca ou nao de efeito biologico.

A terapia homeopética necessita de comparacdo entre sintomas
apresentados pelo paciente e aqueles observados em
experimentacdes patogenéticas, o que possibilita a escolha precisa da
substancia a ser utilizada, segundo o principio da Similitude
Hahnemanniana. Dessa forma, a idiossincrasia entre o animal tratado
e 0 medicamento prescrito € considerada a chave do sucesso
terapéutico. Modelos experimentais que coloquem essa assertiva em
foco sdo, portanto, necessarios (ARAUJO-PRADO NETO et al., 2004;
COELHO et al., 2006; ROCHA et al., 2008).

Todo o arsenal terapéutico homeopatico € derivado da
experimentacdo no homem sdo. A um grupo de pessoas sadias é
administrada determinada substancia (geralmente dinamizada), sendo
anotados todos os seus sintomas (mentais, fisicos e emocionais). A
lista dos sintomas agrupados € chamada de patogenesia da
substancia testada. Os livros que reunem as patogenesias de
inUmeras substancias sdo chamados de “"Matéria Médica"
(ROSENBAUM, 1998).

Além deste, outro pressuposto deve ser igualmente observado: o das
doses Infinitesimais, que preconiza que a substancia originaria do
medicamento deva ser submetida a diluicbes centesimais seriadas,
seguidas de cem sucussdes, para que seu potencial terapéutico seja
despertado (BENITES, 2002). Reside neste ultimo principio o cerne
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das polémicas sobre Homeopatia, uma vez que muitas destas
diluicdes ultrapassam o numero de Avogadro — sdo as chamadas UHD

(ultra high dilutions).

Visando este aspecto, estudos em biofisica tém apontado para a
existéncia de modificagcbes nas propriedades fisico-quimicas do
solvente determinadas pelo soluto altamente diluido (ENDLER et al.,
1994, 1995, 1997, 2003; DEL GIUDICE, 1994; DEL GIUDICE;
PREPARATA, 1998; LOBYSHEV et al., 1999, 2000; REY, 2003;
MIRANDA, 2008). Da mesma forma, relatos sobre os efeitos dos
preparados homeopaticos em modelos experimentais in vivo e in vitro
(DAVENAS et al., 1987; YOUBICIER-SIMO et al., 1997; BONAMIN et
al., 2001; LORENZ et al., 2003; BELON et al., 2004; SAINTE-LAUDY;
BELON, 2006; SANTOS et al., 2007; ALMEIDA et al., 2008; PINTO et
al., 2008) tém aberto novos caminhos para essa area de pesquisa
emergente (BONAMIN, 2005; 2008).

Dentre os modelos biologicos classicos em pesquisa homeopatica,
destacam-se os descritos por CRISTEA e colaboradores (1997a e
1997b). Em CRISTEA et al., 1997a, observam-se diferencas
guantitativas e qualitativas importantes entre a dinamica de compostos
dinamizados (diluidos e submetidos a sucuss&o) e nao-dinamizados
(diluidos apenas): em diluicOes idénticas, as preparac¢des dinamizadas
de Belladonna apresentaram efeitos biolégicos mais intensos que as
nao dinamizadas, 0s quais permanecem mensuraveis mesmo guando
em diluicdes acima de 12C — que, de acordo com a Lei de Avogadro,

nao teriam mais quaisquer moléculas da substancia ativa. Portanto, as
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diluicbes dinamizadas teriam efeitos bioldgicos especificos, mas
seriam dependentes de sucussdao. Em outro trabalho, em que se
estudaram os efeitos das diferentes poténcias homeopéticas de
Chamomilla na atividade geral de ratos, CRISTEA e colaboradores
(1997b) desenharam um modelo experimental no qual a idiossincrasia
de cada animal foi considerada como fator de inclus&o. Assim, ratos
com maior atividade geral basal responderam com maior magnitude
ao tratamento com Chamomilla dinamizada, respeitando-se o principio

da similitude.

No universo pratico, o fator “individualidade” deve ser considerado ao
se organizar um desenho experimental. Isso € o que se busca fazer
neste trabalho, cuja proposta € a de esclarecer o papel da Arnica
montana 6CH nos mecanismos de regulacdao do edema e da migracéo
de células inflamatdrias, dando sequéncia a uma série de pesquisas
realizadas sobre o tema (CAMPBELL, 1976; HALL, 1980; HALL et al.,
1985; MICHAUD, 1987; CARVALHO, 2000; CARVALHO; BONAMIN,
2001; FERRARI; BONAMIN, 2006; BONAMIN, 2007, BONAMIN,

2008).

Sabe-se que a Arnica montana apresenta importante atividade no
controle da inflamag&o em ratos através de efeitos modulatorios, por
vezes aparentemente contraditérios, tendo em vista a reducédo do
calibre venular e aumento da reabsorcéo linfatica em concomitancia
com o aumento do preenchimento capilar e do fluxo sanguineo (efeito
“rubifaciente”) no processo inflamatério subcutaneo. Também o tempo

de permanéncia de células polimorfonucleares foi prolongado de uma
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para quatro horas sob acdo da Arnica montana 6CH, no modelo da
pleurisia experimental (CARVALHO, 2000; CARVALHO; BONAMIN,
2001; BITTENCOURT et al., 2002; MACEDO et al., 2004; FERRARI;
BONAMIN, 2006; BONAMIN, 2008).

O que se esta por determinar ainda, no entanto, € como a atividade
dos preparados homeopaticos deste vegetal esta ligada a modulagao
da migracdo de células inflamatorias ao sitio de lesdo e do efeito
facilitador da reabsorcdo do liquido edematoso (BONAMIN et al.,
2000; BITTENCOURT et al., 2002; FERRARI; BONAMIN, 2006;
BONAMIN, 2008).

Assim sendo, o objetivo do trabalho é testar as seguintes hipoteses: a)
se, dentre os inumeros efeitos terapéuticos da Arnica montana 6CH,
haveria a possibilidade desta induzir alteracbes seletivas no
recrutamento de linfécitos B e T, neutrofilos e mondcitos, com
provaveis oscilacbes na expressdo de moléculas de adeséo
relacionadas ao processo inflamatorio agudo; b) se as variagdes
individuais pudessem interferir na eficacia do tratamento, tendo em

vista a dindmica vascular e a reabsor¢do do edema inflamatorio.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Homeopatia

A palavra homeopatia € originaria do grego e significa “semelhante a

doenca”.

A terapéutica homeopatica iniciou-se como uma abordagem
experimental em 1796 através de Christian Frederick Samuel
Hahnemann (1755 - 1843), considerado pai da homeopatia.
Hahnemann estudando os “aforismos” de Hipocrates (460 — 350 a.C.)
retoma o conceito de similitude, ou seja: o de que uma determinada
substancia capaz de provocar sintomas no organismo poderia tratar
tais sintomas no paciente que o apresentasse, ou seja, exercer efeitos
antagonicos em sistemas biolégicos (REBER et al., 1996; ERNEST,
PITTLER, 1998).

Tentando aplicar este achado de uma maneira sistematica e
terapéutica, Hahnemann familiarizado com muitos sintomas causados
por agentes toxicos e, ciente do fato de que muitas doencas
apresentavam sintomas similares aos de uma intoxicacdo, testou
pequenas doses de Arsénico em pacientes com coélera, jA que a
intoxicagdo causada por este mineral resulta em caracteristicas muito
semelhantes a esta doenca (BELLAVITE, 2005).

Aos poucos, Hahnemann descobriu que outras doencas além da
célera poderiam ser tratadas com pequenas doses de arsénico desde
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gue apresentassem caracteristicas semelhantes a este remédio.
Entretanto, nem todos o0s pacientes com colera respondiam ao
arsénico, ou seja, era necessario utilizar outro medicamento que
dependia dos sintomas individuais. Dessa forma, Hahnemann concluiu
gue a cura permanente sO poderia ser alcancada quando o
medicamento utilizado fosse escolhido com bases nas caracteristicas
constitucionais e fisiologicas do paciente, tdo bem como as da doenca
(BELLAVITE, 2005).

A primeira mencgéao feita com relacdo a este principio foi encontrada
num papiro datado de 1500 a.C., mas este era aplicado de maneira
muito subjetiva e ndo por meio de observacoes de sintomas causados
no organismo (CORREA et al., 1997).

Hahnemann trabalhando como tradutor teve em suas maos, além das
obras de Hipocrates, a obra de Cullen, em 1790. Neste trabalho,
Cullen descrevia as propriedades da Cinchona officinalis, ou quinina,
também chamada quina (nativa do Peru), utilizada no tratamento da
malaria. Apesar de Cullen atribuir os mecanismos de a¢ao da quinina
através do fortalecimento do estbmago, por uma substancia contraria
a febre, Hahnemann comecou a questionar essas informacoes
(BENEZ et al., 2004).

Ele percebeu gque o uso abusivo da quinina causava nas pessoas
sintomas parecidos com a malaria (enfermidade natural). Hahnemann
passa a experimentar em sSi mesmo a quinina, provocando 0s
sintomas do estado febril (BENEZ et al., 2004).
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No entanto, a terapia homeopatica necessita de comparacédo entre
sintomas apresentados pelo paciente e aqueles observados em
experimentacdes medicamentosas, segundo a Lei de Similitude
Hahnemanniana (ARAUJO-PRADO NETO et al., 2004; COELHO et
al., 2006).

Além deste, outro pressuposto deve ser igualmente observado: o das
Doses Infinitesimais, que preconiza que a substancia originaria do
medicamento deva ser submetida a diluicbes centesimais seriadas,
seguidas de cem sucussdes, para que seu potencial terapéutico seja
despertado (BENITES, 2002). Reside neste dltimo principio o cerne
das polémicas sobre Homeopatia, uma vez que muitas destas
diluicdes ultrapassam o numero de Avogadro — sdo as chamadas UHD

(ultra high dilutions).

Estudos desenvolvidos em fins da década de 1980 por DAVENAS et
al. (1987) e publicados no European Journal of Pharmacology ja
demonstravam claras evidéncias acerca dos efeitos das ultradilui¢cdes.
Nestes experimentos, observou-se que a Silicea (silica ultradiluida)
era capaz de reduzir em até 61% a atividade de macrofagos

peritoneais de camundongos.

Em 2001, BONAMIN e colaboradores demonstraram que a
dexametasona, em preparagcdoes UHD, bloqueava a atividade
farmacoldgica da prépria dexametasona alopética (dose de 4mg/kg),
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em diversos modelos experimentais desenvolvidos em camundongos
BALBI/c.

Talvez o0 mais contundente estudo que demonstra a existéncia de
efeitos biologicos das ultradiluicdes seja aquele publicado em 2004 e
2006 por BELON, SAINTE-LAUDY e colaboradores. Neste

experimento multicéntrico, conduzido em cego, constatou-se que

ultradiluicbes de histamina bloqueavam a degranulacéo de basofilos in
vitro, com alto grau de significancia (BELON et al., 2004, 2006). Este
experimento foi reproduzido por outro laboratorio independente, um
ano antes (LORENZ et al., 2003).

2.2- A Planta — Arnica montana

A Arnica montana € uma dicotiledénea perene, nativa das regides
montanhosas de solo acido do leste e centro europeus, pertencente a
familia Asteracea, antes nomeada Compositae (MACEDO et al.,
2004). Este vegetal possui em sua composi¢cdo quimica substancias
farmacologicamente ativas de grande importancia terapéutica, quais
sejam: (1) flavonodides (quercetina e seus derivados, como quercetina-
3-monoglicosideo e acido quercetina-3-glicogalacturénico); (2)
lactonas sesquiterpénicas (arnicolida, helenalina e 11a,13-diidro-
helenalina); (3) alcoois (arnidiol, arnilenediol e isoarnilenediol); (4)
carotendides; (5) Oleos essenciais; (6) inulina; e (7) taninas
(SCHIMIDT et al., 1993; BUCAY, 1995; LYSS et al., 1997; MACEDO
et al., 2004). SCHIMIDT et al. (2002) investigaram a atividade anti-

Trypanosoma brucei rhodesiense e T. cruzi americano de seis
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lactonas sesquiterpénicas ativas na Arnica: helenalina; mexicanina I;
11a,13-diidro-helenalina; chamissonolida; ivalina; e isoalantolactona.
Todos se mostraram eficazes contra ambos os parasitos, sendo a

helenalina a substancia que mais se destacou.

JAGGI et al. (2004) verificaram que um composto fitoterapico
contendo Arnica montana, Sanguinaria canadensis, Rhus toxidendron
e Solanum dulcamara — assim como a maioria destes compostos
guando utilizados individualmente — foram capazes de inibir a
producao de leucotrienos pela enzima LOX-5 em modelo celular e
também se mostraram eficazes nos testes de sintese de
prostaglandinas com isolamento de COX-1 e COX-2. A Arnica
montana apresentou atividade inibitéria satisfatoria ndo somente
guando administrada juntamente dos outros vegetais, como também

guando usada em separado.

Além do uso antiinflamatoério, outras atividades da Arnica montana
foram descritas: (1) anti-neoplasica (ROBLES et al., 1995); (2)
analgésica (GENET, 1980; RIGAMONTI, 1995); (3) anti-ulcerativa
(ROBLES et al., 1995); (4) cardiotbnica, vasodilatadora e anti-
hipertensiva (ROBLES et al., 1995); (5) anti-cefaléica (ROBLES et al.,
1995); (6) anti-hemorragica (CHAKRABARTI, 1991); e (7) promocao

da mineralizacdo 0ssea e acdo anti-lipidémica (HALL et al., 1985).

A Arnica montana tem na helenalina e em seus ésteres sua principal
acao medicamentosa. HALL et al. (1980) estudaram os efeitos de

concentracdes micromolares (100uM) destes componentes no tumor
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de Erlich e em cultura de células leucémicas da linhagem P338,
verificando efeito citotoxico sobre as células tumorais, quer
modificando a sintese de DNA, quer inibindo enzimas importantes das

vias metabdlicas da glicose.

KLASS et al. (2002) também demonstrou tal atividade em culturas de
células T Jurkat: preparados fitofarmacéuticos de flores da Arnica
montana inibem a ativacdo dos fatores de transcricdo inflamatorios
NF-kB e NF-AT e a liberacdo das citocinas IL-18 e TNF-a — acoes
correlacionadas quantitativa e qualitativamente ao conteddo de
lactonas sesquiterpénicas presentes no exemplar do vegetal utilizado.

Devido a presenca destas substancias, a ingestao acidental de Arnica
montana pode provocar vasodilatacédo, estase sanguinea e aumento
da permeabilidade capilar, por danificar a membrana endotelial
vascular e romper a continuidade tissular — permitindo a passagem
dos elementos figurados séricos para o intersticio —, o que explica as
hemorragias causadas por ela em situacdes de exposicdo a doses
toxicas. No tecido muscular, pode induzir dor e rigidez similares aos
efeitos da acumulacdo latica ocorrida apds exercicio fisico
exacerbado. O vegetal também é capaz de afetar o sistema nervoso
central e autbnomo simpatico, levando a paralisia. Aléem disso, o
contato epitelial com a planta pode causar inflamagao local severa,

erupgoOes vesiculares e pustulas eritematosas (MACEDO et al., 2004).

De acordo com a Lei de Similitude, como ja citado, uma determinada

substancia capaz de provocar sintoma especifico no organismo animal
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poderia tratar tal sintoma no paciente que o apresentasse, ou seja,
exercer efeitos antagbnicos em sistemas biologicos, dependendo da
diluicdo utilizada (REBER et al., 1996; ERNST & PITTLER, 1998).

ERNST & PITTLER (1998) realizaram revisdo sistematica sobre o0s
efeitos da Arnica montana homeopatica na inflamagdo aguda,
concluindo ndo haver evidéncias de efeitos da Arnica que fossem
diferentes daqueles observados mediante uso de placebo. Segundo
afirmam, tais experimentos teriam falhado devido a varias limitacdes
metodoldgicas. O numero reduzido de amostras seria 0 problema
principal; ou ainda, a Arnica poderia ter sido utilizada erroneamente,
de forma generalizada e néo tratando uma condicdo especifica

individual.

De fato, em outro ensaio clinico placebo-controlado, demonstrou-se
nao haver efeito especifico da Arnica montana 30CH na recuperacao
de dores decorrentes do esforgo fisico, quando comparado ao grupo
placebo (JAWARA et al., 1997). Da mesma forma, HART e
colaboradores (1997) nao obtiveram resultados que diferenciassem a
reducdo da dor pos-histerectomia, comparando-se um grupo de nove
pacientes que receberam Arnica montana 30CH e 11 pacientes aos

quais for administrado placebo.

Por outro lado, ALBERTINI & GOLDBERG (1984) dividiram 60
pacientes com nevralgia dentaria em dois grupos: um (experimental)
recebeu Arnica montana associada a Hypericum sp como tratamento e

ao outro (controle) administrou-se placebo. Como resultado, 23
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individuos do primeiro montante apresentaram reducéo da nevralgia

frente a somente 12 pacientes pertencentes ao grupo placebo.

Além de ensaios clinicos, recentemente, estudos sobre o uso
agrondémico da Arnica montana tém despontado na literatura. BONFIM
et al. (2008) demonstraram que rosas (Rosemarinus officinalis L.) e
ervas-cidreira (Lippia alba Mill) quando tratadas com Arnica montana
nas diluicbes 3CH, 6CH e 12CH apresentam um aumento na
porcentagem e na qualidade das raizes, ou seja, Arnica montana
apresenta um efeito estimulatorio eficaz que pode ser empregado na

propagacéo dessas espécies.

2.3- Imuno-histoquimica

Imuno-histoquimica € uma técnica que utiliza anticorpos marcados
como reagentes especificos para localizar constituintes teciduais
(antigenos) in situ. Sua pratica iniciou-se em 1941 atraves de Albert H.
Coons que marcou um anticorpo com corante fluorescente para
identificar um antigeno num corte tecidual. Essa pratica é conhecida
como método direto de imunofluorescencia, pois utiliza um anticorpo
especifico conjugado a um isotiocianeto fluorescente (FITC) (POLAK
et al., 1987).

Ao longo dos anos essa técnica foi aperfeicoada com a descoberta de
novos anticorpos, de diferentes marcadores e do método indireto.
Neste método, o anticorpo primario ndo esta conjugado, mas uma

segunda camada de anticorpos, feita a partir da producéo de v« jiox-
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globulinas reativas contra imunoglobulinas das espécies doadoras do

anticorpo primario, é adicionada e conjugada ao marcador.

2.4- Marcadores utilizados

CD 54:

E uma proteina de superficie de 90kD conhecida também como ICAM-
1 (molécula de adeséao intracelular — 1), pertencente a superfamilia
das imunoglobulinas. O anticorpo primario anti-CD54, portanto,
reconhece a molécula de adesdo (ICAM-1) na superficie celular
(ETIENNE et al., 2000). Em tecidos normais, a densidade de antigeno
CD54 é mais elevada no endotélio e € aumentada por fatores como a
exposicdo a citocinas, inflamacéo, e transformacdo neoplasica. O
antigeno é fortemente expresso em macrofagos e em linfécitos B do
centro germinativo em tecidos linféides. No sangue periférico, o
antigeno CD54 é fracamente expresso em leucdécitos, exceto quando
ativados por mitégenos. O antigeno CD54 é também induzivel em
fibroblastos, células epiteliais e células endoteliais (ETIENNE et al.,
2000).

Sob uma abordagem terapéutica, demonstrou-se que nos casos de
mieloma multiplo humano, linfoma e melanoma, o anticorpo anti-CD54
humano foi altamente efetivo no retardo de crescimento de tumores

prolongando a sobrevida dos pacientes (BROOKS et al., 2008).

CD45RA:

E um marcador de membrana encontrado na superficie de linfocitos B.
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O clone do anticorpo monoclonal utilizado - OX-33 - marca somente
células B entre os linfocitos do ducto toracico, com pouca marcagao
em medula 0ssea e nenhuma marcagao em timécitos (BARCLAY et
al., 1987).

CD18:

P

E uma integrina de cadeia-B2, de 95 kDa, que forma heterodimeros

nao covalentemente ligados com subunidades alfa de integrina:
CDlla, CDllbe CDllc (oL — (LFA-1), oM - (Mac-1) e aX,
respectivamente). O CD18 é expresso por todos os leucdcitos,
plaguetas ativadas e linhagem de células megacariociticas. Sabe-se
gue as integrinas participam ativamente do processo de adesdes

celulares.

Estudos realizados por YILMAZ e colaboradores (2008) demonstraram
uma importante contribuicdo das integrinas-2 (CD11/CD18),
moléculas de adesdo e P-selectina no recrutamento de leucdcitos,
bem como plaquetas na microvasculatura pos-isquémica cerebral. O
imunobloqueio ou a delecdo genética destas moléculas de aderéncia
reduziu o volume do infarto, o edema, os déficits comportamentais e /

ou mortalidade em diferentes modelos animais de isquemia cerebral.

CD163:

E uma glicoproteina de membrana plasmatica de 175kD conhecida
também como ED2. E membro da superfamilia B de receptores
scavenger, ricos em cisteina (SRCR), e que sao altamente expressos

em macrofagos residentes.
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Macroéfagos teciduais maduros formam a primeira linha de defesa para
reconhecimento e eliminacdo de patdgenos potenciais. CD163 é
expresso na maioria de subpopulagcdes de macrofagos teciduais
maduros. CD163 atua como um receptor de complexos hemoglobina-
haptoglobina, medeia as intera¢des entre célula-célula e macréfagos e
atua no desenvolvimento de eritroblastos em ilhas eritroblasticas. Além
disso, CD163 pode funcionar como um receptor de macréfagos para
bactérias tanto gram-positivas quanto gram-negativas (FABRIEK et al.,
2008). Estes achados sugerem que, durante a infeccdo bacteriana, o
CD163 expresso em macrofagos teciduais atua como um sensor
imune inato e indutor de inflamacdo local (FABRIEK et al., 2005;

2008).

CD163 é expresso por aproximadamente 50% dos macrofagos
peritoneais, um sitio de macréfagos esplénicos, e por macrofagos de
outros tecidos. Entretanto, ndo € expresso por monocitos, macrofagos

alveolares ou células da microglia (WHITELAND et al., 1995).

MAC387:
E uma proteina citoplasmatica composta de uma cadeia alfa de 12kD
e uma cadeia beta de 14kD expressa por granulécitos, mondcitos e

por macrofagos teciduais.

Macrofagos s&do compostos de muitas formas de fagoécitos
mononucleares encontrados em tecidos. Fagocitos mononucleares

originam-se de células tronco hematopoiéticas na medula éssea.
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Passam de monoblastos para pro-mondcitos, e destes para
mondocitos, onde entram no sangue e circulam por aproximadamente
40 horas. ApoOs entrada nos tecidos apresentam algumas funcodes
aumentadas como, por exemplo, tamanho, atividade fagocitaria, e
conteudo enzimatico lisossomal assim tornando-se macrofagos.
Embora as funcdes dos macréfagos sejam fagocitose e pinocitose nao
especifica, a fagocitose especifica de microrganismos opsonizados
mediados por receptores Fc e receptores complemento permite a
destruicdo do microrganismo ingerido e a apresentacao dos antigenos
aos linfocitos T e B.

Nesse processo, ha secrecdo de uma grande variedade de produtos,
incluindo as enzimas lisosimas e colagenases, e muitas outras
moléculas reguladoras (ex. Interferon, Interleucina 1). As células que
sao reconhecidas como macroéfagos sao histioécitos, células de Kupffer,
osteoclastos, células microgliais, células sinoviais do tipo A, células
interdigitais, células de Langerhans (em tecidos normais), células
epitelidides e células gigantes multinucleadas tipo Langerhans ou tipo
corpo estranho (em tecidos inflamados) (GOEBELER et al., 1994).

CD3:

E uma proteina de membrana Tipo | encontrada em linfocitos T com

peso de 23kDa. Ativacdo de células T através de receptor antigénico
(TCR) envolve a participacdo de subunidades de CD3: CD3 gamma,
CD3 delta, CD3 epsilon e CD3 zeta. Estas subunidades de CD3 séo
membros estruturalmente aparentados da superfamilia das
iImunoglobulinas codificados por genes ligados ao cromossomo 11
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humano. Os componentes CD3 estdao associados com moléculas
citoplasmaticas transdutoras de sinais. O antigeno CD3 esta presente
em 68-82% dos linfocitos periféricos sanguineos normais, 65-85% dos
timocitos e células de Purkinje no cerebelo. Nunca é expresso nas
células B ou NK. A regido transmembrana da cadeia CD3 esta
carregada negativamente, uma caracteristica que permite que estas
cadeias associem-se com a carga positiva das cadeias do TCR (TCRa
e TCRpB) (FARAH et al., 2001)
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3- OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi testar as seguintes hipoteses: a) se,
dentre os inumeros efeitos terapéuticos da Arnica montana 6CH,
haveria a possibilidade desta induzir alteracbes seletivas no
recrutamento de linfécitos B e T, neutrofilos e mondcitos, com
provaveis oscilacbes na expressdo de moléculas de adeséo
relacionadas ao processo inflamatorio agudo; b) se as variagoes
individuais pudessem interferir na eficacia do tratamento, tendo em
vista a reabsorcdo do edema inflamatério e o controle da migracéo

celular.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos e adultos, pesando
entre 250g e 300g, acondicionados em gaiolas de polipropileno
convencionais (entre cinco e sete animais por gaiola), em condicdes
de temperatura controlada (25+3°C), ciclo de luz controlado (periodo

de luminosidade das 6h as 18h) e recebendo agua e racao ad libitum.

4.2- Indugéo e Avaliagdo do Processo Inflamatério A gudo por

Carragenina

Os animais foram, primeiramente, pesados, identificados e separados
em trés grupos de 20 individuos previamente randomizados. O
processo inflamatorio agudo foi induzido pela administracédo
subcutanea (0,06mL) de suspensdo a 1% de carragenina kappa
(SIGMA) no coxim plantar dos animais, diluida em solugdo salina
estéril. A espessura do coxim foi mensurada previamente com um

micrometro.

Trinta e cento e oitenta minutos apos a injecéo da carragenina (pico do
edema) (LEME et al.,, 1977) foram realizadas novas medicOes dos
coxins, para avaliagao da intensidade do edema em fungcao do tempo.

Em seguida, os animais foram sacrificados por aprofundamento
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anestésico (éter etilico inalatorio) para a retirada do coxim plantar
inoculado. Este foi fixado em formol tamponado 10% por no maximo
24 horas e em seguida processado pelos métodos convencionais de
inclusdo em parafina. As coloracdes de Hematoxilina-Eosina (HE) e de
Azul de Toluidina revelaram a distribuicao das células inflamatorias no
tecido e a disposicdo das estruturas linfaticas em um estudo semi-

guantitativo.

Para a avaliacdo da porcentagem de mastécitos degranulados,
duzentas células foram contadas por corte sendo diferenciadas as
células degranuladas das ndo degranuladas, a partir de cortes corados
com Azul de Toluidina (Figura 1). Para avaliagdo do diametro de vasos
linfaticos, cinco campos aleatérios corados pelo mesmo método foram
reavaliados quantitativamente num aumento de 200X, utilizando-se o
programa Image Tool 3.0. Neste caso, a area média luminal — em
pixels — de vasos linfaticos foi calculada por lamina. O diametro
vascular linfatico reflete a intensidade da reabsorcdao de edema por
essa via, conforme demonstrado por FERRARI, BONAMIN, 2006;
BONAMIN, 2008. A hipoétese de linfoangiogénese néo foi considerada.
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Figura 1. Fotomicrografia de corte histoldgico de ¢ oxim plantar injetado com
carragenina 1%. Observar mastécitos sub-cutdneos de  granulados (a) e ndo

degranulados (b). Coloracdo: Azul de Toluidina. Obj  etiva: 40x.

4.3- Tratamento

O tratamento dos animais com Arnica montana 6CH e soluc&o hidro-
alcoolica 5% foi feito em cego e os codigos foram revelados somente

apos a analise estatistica.

As substancias-teste foram administradas a cada 15 minutos, por via
oral, com o auxilio de pipeta automatica, entre 30 e 180 minutos apos
a inoculacdo de carragenina 1% no coxim plantar. As substancias
testadas foram: para o controle positivo , dexametasona (Azium®,
dose total 4mg/kg, fracionada em oito administragcdes, em volume
equivalente a 10 puL/100 g PV); para o controle negativo , solugao

hidro-alcodlica a 5% (veiculo da Arnica montana, em volume
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equivalente a 10 uL/100 g PV); para o grupo experimental , Arnica
montana 6CH (10 pL/100 g PV). Este protocolo terapéutico foi
desenhado para mimetizar as condicbes usuais da clinica
homeopatica em casos agudos e € similar ao utilizado nos estudos
anteriores (CARVALHO, BONAMIN, 2001; BONAMIN, 2008).

A preparacdo homeopética foi feita por farmacia autorizada pela
ANVISA, obedecendo aos parametros estabelecidos pela Segunda

Farmacopéia Homeopatica Brasileira, de 1997.

4 .4- Tratamento dos dados

Apbs o primeiro célculo de edema formado no periodo pré-tratamento
(espessura do coxim plantar apés 30 minutos da inoculacdo de
carragenina menos a espessura inicial), os dados obtidos para cada
animal foram classificados em planilha EXCEL 2003 em ordem
crescente de valores, de forma a poder separar, dentro de cada grupo,
os 10 animais que manifestaram maior intensidade de edema e os 10
animais que manifestaram menor intensidade de edema neste
periodo. Assim, dois sub-grupos de dez animais foram formados para

cada grupo experimental.

A plotagem dos dados em um grafico de linha (Figura 2 A e B)
mostrou que 0s subgrupos que manifestaram edema menos intenso
entre 0 e 30 minutos apresentaram o pico do edema mais tardiamente,

ou seja: entre 30 e 180 minutos; caracterizando, assim, duas
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subpopulactes distintas de ratos quanto ao padrdo de manifestacao

de edema inflamatorio (Quadro 1).

Quadro 1. Esquema representativo dos grupos e sub-g  rupos experimentais,

classificados apos tratamento dos dados obtidos em planilha EXCEL 2003.

Grupos Sub-grupos  Pico de edema

Edema precoce ] )
Até 30 minutos

Arnica montana (n=10)
6CH (n=20) Edema tardio Entre 30 e 180
(n=10) minutos
Edema precoce . )
Dexametasona Até 30 minutos
(n=10)
4,0 mg/kg) i
Edema tardio Entre 30 e 180
(n=20) .
(n=10) minutos
_ Edema precoce )
Solugdo  hidro- Até 30 minutos
. (n=10)
alcodlica 5%
Edema tardio Entre 30 e 180
(n=20) .
(n=10) minutos

Todos os resultados foram comparados entre os seis sub-grupos. Esta
selecdo a posteriori foi feita a fim de pbér a prova a questdo da

necessidade de idiossincrasia vinculada ao principio de similitude.
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4.5- Avaliacdo imuno-histoquimica

4.5.1- Preparacao das laminas: Todas as laminas foram lavadas em
solugcao alcool-éter (1:1) durante cinco minutos e depois secas com
lencos de papel. Cortes de 5um foram colocados em banho histolégico
com agua a 40°C antes de serem transferidos para as laminas preé-

tratadas com poli-L-lisina (SIGMA) na diluicéo de 1:10.

4.5.2- Desparafinizagcdo dos cortes: As laminas com cortes em
parafina passaram duas vezes em xilol por aproximadamente dois
minutos e duas vezes em alcool absoluto por 3 minutos. Em seguida

foram colocadas em agua corrente.

4.5.3- Imuno-histoquimica: Para desmascaramento antigénico as
laminas foram pré-aquecidas por 20 minutos com tampao citrato
(5,299 de citrato:1,8L de agua destilada) (SIGMA), pH = 6.0, acrescido
de Tween 20 (0,9ml) (DAKO). Ao final desta etapa as laminas foram
lavadas em PBS, pH=7.2 (1 pastilha : 200ml de agua) (SIGMA), por 6
minutos. Laminas foram secas com lencos de papel e os cortes foram

delimitados com auxilio da caneta Pap Pen (AbCam).

A peroxidase endogena foi blogueada com incubac&o por 15 minutos
em solucdo H,0, 3% (LABORATORIO TAYUYNA LTDA) diluida 1:4
em alcool Metilico PA (ISOFAR). Depois de lavados em PBS (SIGMA)
por 6 minutos, os cortes foram incubados com soro de cavalo
(IMPRESS) por 20 minutos e posteriormente incubados com anticorpo
primario overnight a 4°C em camara umida. As diferentes diluicdes do
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anticorpo primario foram feitas em soroalbumina bovina (BSA) 1%
(Quadro 2).

No dia seguinte, os cortes foram retirados da camara umida e lavados
em PBS por 6 minutos, incubados por 30 minutos com IMPRESS
UNIVERSAL (VECTOR) - anticorpo secundario conjugado a
micropolimeros associados a peroxidase — e novamente lavados em
PBS por 6 minutos e incubados com DAB (DAKO) por 3 segundos.
Apés serem lavados em agua corrente, os cortes foram contra-
corados com Hematoxilina de Harris e montados entre lamina e

laminula.
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Espécies
Marcador Célula Fabricante Alvo Molecular Clone (origem/ Diluicao
alvo)
Reconhecimento
Anti- Endotelial de molécula de Camundongo 1:10
) Serotec 1A29
CD54 ativada adeséao - rato (5 pg/mL)
(ICAM 1)
Reconhecimento
_ OX-33
Anti- o de proteina de Camundongo 1:10
Linfocito B Serotec - (B cells
CD45RA superficie ) - rato (5 pg/mL)
only
(LCA)
Reconhecimento
Anti- _ de molécula de Camundongo 1:10
Leucdcitos Serotec . WT.3
CD18 adesao - rato (5 pg/mL)
(Integrina B2)
Reconhecimento
Anti- Macréfagos de glicoproteina Camundongo 1:10
) Serotec . ED2
CD163 ativados de superficie - rato (5 pg/mL)
(ED2)
Mondcitos, Reconhecimento
Anti-MAC | macrofagos de proteina intra- _ 1:20
AbCAM ) . policlonal | Coelho - rato
387 e citoplasmética (50 pg/mL)
granuldcitos (calprotectina)
Reconhecimento
_ o de proteina ] 15
Anti-CD3 Linfocito T AbCAM ) policlonal | Coelho - rato
associada ao (40 pg/mL)

TCR
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4.5.4- Quantificacdo: Para os marcadores CD45RA, CD3, CD18,
CD163 e MAC 387 dez campos microscopicos (objetiva de imerséao,
100X) foram observados, compreendendo o tecido conjuntivo sub-
cutaneo do coxim plantar, sendo que o numero de células marcadas
por campo foi registrado. No caso do MAC 387, somente as células
mononucleares marcadas foram consideradas na contagem. Para o
marcador CD54, a intensidade de marcacéo na superficie de células
endoteliais foi avaliada utilizando escores de 1 a 4. Cinco campos
aleatorios foram analisados por corte, sendo a observacéo realizada
por dois observadores independentes. O escore final para cada corte
correspondeu a somatoéria dos escores atribuidos. Os critérios de
intensidade de marcacéo estao representados no Quadro 3.
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Quadro 3. Critérios de intensidade de marcacdo de ¢ élulas endoteliais para o
marcador CD 54

Escore 1
Critério: Marcacao fraca e descontinua da membrana, aumento 1000X.

Escore 2
Critério: Marcagcdo mediana e descontinua da membrana, aumento 1000X.
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Escore 3
Critério: Marcacao forte e descontinua da membrana, aumento 1000X.

Escore 4
Critério: Marcacdao forte e continua da membrana, aumento 1000X.
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4.6- Andlise Estatistica dos Resultados

O meétodo empregado foi o Teste de Bartlett para determinacdo da
homocedasticidade das variaveis estudadas, seguindo-se o0s testes
ANOVA/Turkey ou Kruskal-Wallis/Dunn, de acordo com os resultados
obtidos previamente pelo exame supracitado. Excecao a avaliagao da
porcentagem de degranulacdo de mastocitos, em que se utilizou o

método do X%. O grau de significancia estatistica foi fixado em p<0,05.
4.7- Critérios de Bioética

O presente estudo foi aprovado pelo comité de Etica em pesquisa da
UNIP, protocolo n°® 011/07 CEP/ICS/UNIP, conforme determinado pela
lei estadual 11.977/05 que institui 0 Codigo de Protecdo aos Animais
do Estado de S&o Paulo.

4 .8- Conflito de interesses

Nao ha conflto de interesses relacionados a este trabalho de

pesquisa.
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5- RESULTADOS

A observacdo do aspecto histopatologico dos coxins inflamados
revelou o0 quadro classico das primeiras horas do processo
inflamatdério, ou seja: edema evidente e infiltrado celular
correspondente a 2/3 de células polimorfonucleares (PMN) e 1/3 de

células mononucleares (anexo 2).

ApoOs andlise geral da evolucdo do processo inflamatorio constatamos
a existéncia de diferentes padroes de respostas entre 0s animais
estudados, o0 que gerou a necessidade de sistematizar e classificar
tais padrbes. Assim, para cada grupo experimental — controle, Arnica
montana 6CH e dexametasona — dois subgrupos foram formados,
sendo o primeiro constituido por animais que apresentaram pico
precoce de formacao de edema, ou seja: nos primeiros 30 minutos de
tratamento — batizado de subgrupo 30 minutos - e o segundo
correspondente aos animais que apresentavam pico tardio de
formacao de edema, ou seja: dos 30 aos 180 minutos — batizado de
subgrupo 180 minutos. A Figura 2 mostra a evolucao do edema em
funcao do tempo e a intensidade do edema aos 180 minutos, nos seis
subgrupos observados.

Observa-se, entdo, que o efeito anti-edematoso da Arnica montana

6CH so6 pbde ser visto no subgrupo 180 minutos.

A analise histométrica dos cortes corados pelo método de Azul de

Toluidina revelou que, também neste caso, o tratamento com Arnica
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montana 6CH induziu menor degranulacdo de mastocitos nos animais
do subgrupo 180 minutos (Figura 3), bem como maior calibre médio de

vasos linfaticos (Figura 4).

Nenhum efeito foi observado em relacdo ao edema e ao calibre de
linfaticos nos animais tratados com Arnica montana 6CH do subgrupo
30 minutos, contudo, observou-se discreto mas significativo aumento

de mastaocitos degranulados neste sub-grupo (Figura 3).

A analise histométrica dos cortes corados pelo método de
hematoxilina — eosina revelou nao haver diferencas significativas entre
os diferentes tratamentos, em ambos os subgrupos, em relacdo ao

namero de células polimorfonucleares por campo (Figura 5).

A analise histométrica dos cortes processados para imuno-
histoquimica ndo revelou diferencas significativas entre grupos e
subgrupos referentes a contagem de células marcadas por campo,
tendo em vista a marcacao por imuno-histoquimica para células MAC
387+ (mondcitos e macréfagos), ceélulas CD163+ (macrofagos
ativados), CD3+ (linfécitos T), CD45RA+ (linfocitos B) e CD18+

(leucocitos que expressam integrina beta 2) (Figuras 6, 7, 8).

Além disso, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos e subgrupos quando se calculou a razdo entre o total de
células marcadas pelo CD163+ (macrofagos ativados) e o total de
células marcadas pelo MAC 387+ (mondcitos e macrofagos).
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0 - ‘ : 0 - ‘ —=
Controle Arnica Dexa Controle Arnica Dexa
*p=0,01 ANOVA / Tukey rel. A

Figura 2. Edema medido por micrometria (mm) nos dif  erentes grupos e sub-
grupos experimentais. A) evolugdo do edema em funcd o do tempo no sub-
grupo 30 minutos — edema precoce; B) evolugdo do e dema em funcao do
tempo no sub-grupo 180 minutos — edema tardio; C) i  ntensidade do edema
apos 3 horas de injecdo de carragenina no sub-grupo 30 minutos; D)
intensidade do edema apo6s 3 horas da injecdo de car  ragenina no sub-grupo
180 minutos. * p=0,01; ANOVA, Tuckey-Krammer, em re lacdo ao controle. Os
valores representam média + desvio padrao.
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Figura 3. Porcentagem de mastdcitos degranulados no s diferentes grupos e

sub-grupos experimentais. A) porcentagem de mastoci tos degranulados no

sub-grupo 30 minutos — edema precoce; B) porcentage m de mastdcitos

degranulados no sub-grupo 180 minutos — edema tardi 0. *p=0,0001; X2 em

relacdo ao controle.
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Figura 4. Diametro médio de vasos linfaticos por co  rte, calculado em pixels,
a partir do sistema de analise de imagem Image Tool 3.0. Os valores
representam média * desvio padrédo. A) diametro médio dos vasos linfatic 0s
no sub-grupo 30 minutos — edema precoce; B) diametr 0 médio dos vasos
linfaticos no sub-grupo 180 minutos — edema tardio. *p=0,05; Kruskal-Wallis,
em relagédo ao controle. Os valores representam médi  a + desvio padréo.
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Figura 6. Total de células marcadas por campo pelo MAC387 e CD163 nos
diferentes grupos experimentais. A) namero total de células marcadas por
campo pelo MAC 387 no sub-grupo 30 minutos — edema  precoce; B) nimero
total de células marcadas por campo pelo MAC 387 no sub-grupo 180
minutos — edema tardio; C) numero de células por ca mpo marcadas pelo
CD163 no sub-grupo 30 minutos; D) niumero de células por campo marcadas
pelo CD163 no sub-grupo 180 minutos; E) razdo entre CD163/MAC 387 no
sub-grupo 30 minutos; F) razdo entre CD163/MAC 387 no sub-grupo 180

minutos. Os valores representam meédia + desvio padr  &o.
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Figura 7. Total de células marcadas pelo CD3 e pelo CD45 nos diferentes
grupos experimentais. A) numero de células marcadas por campo pelo CD3
no sub-grupo 30 minutos; B) nimero de células marca  das por campo pelo
CD3 no sub-grupo 180 minutos; C) numero de células marcadas por campo
pelo CD45 no sub-grupo 30 minutos; D) nimero de cél ulas marcadas por
campo pelo CD45 no sub-grupo 180 minutos. Os valore s representam media

* desvio padrao.
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A classificagcdo de células endoteliais CD 54 + (ICAM 1) por
escores também nao revelou diferencas significativas entre o0s
diferentes tratamentos no subgrupo 180 minutos, mas apresentou
aumento na mediana dos escores nos animais do subgrupo 30

minutos tratados com Arnica montana 6CH (Figura 8).
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Figura 8. Total células marcadas pelo CD18 e pelo C D54 nos diferentes
grupos experimentais. A) nimero de células marcadas por campo pelo CD18
no sub-grupo 30 minutos; B) nimero de células marca  das por campo pelo
CD18 no sub-grupo 180 minutos; C) niumero de células marcadas por campo
pelo CD54 no sub-grupo 30 minutos; D) nimero de cél ulas marcadas por
campo pelo CD54 no sub-grupo 180 minutos. Os valore s representam

mediana e intervalo.
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6- DISCUSSAO

Dentre os medicamentos homeopaticos estudados experimentalmente
em modelos de inflamacdo (PEDALINO ET AL., 2004; ARAUJO-
PRADO NETO et al., 2004; BELLAVITE et al., 2006; SANTOS et al.,
2007), a arnica tem despertado interesse por um grande numero de
pesquisadores (KAROW et al., 2007). Contudo, observa-se na
novissima literatura cientifica homeopatica um grande volume de
trabalhos descritivos, em que se busca demonstrar a eficacia de seus
efeitos, mas poucos trabalhos sdo focados para a compreensao das
mudancas na fisiopatologia decorrentes da interferéncia de tais
medicamentos (BELLAVITE et al., 2006).

E deste ponto que parte o presente trabalho. Através de um estudo
minucioso do comportamento do tecido conjuntivo vascularizado
inflamado e dos subtipos celulares envolvidos, buscou-se conhecer as
variacOes fisiopatologicas que pudessem decorrer da acdo da Arnica

montana 6CH na modulac&o do processo inflamatorio agudo.

Os primeiros resultados obtidos neste estudo ja apontaram para um
fato: animais diferentes expressam padrdes diferentes de resposta
frente ao tratamento com Arnica montana 6CH. Assim, a analise
individual de cada subgrupo chama a atengcdo para questdes
referentes a temporalidade e mecanismos de atuacdo da Arnica
montana 6CH. Nota-se que para uma atuacdo mais eficaz deste

medicamento foi necessario que o0 pico de formacdo de edema
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acontecesse concomitantemente a administracdo do mesmo,
conforme constatado no subgrupo 180 minutos. Esses animais,
guando tratados, além de apresentarem o0 pico de edema
significativamente menor que 0s grupos controle e dexametasona,
também apresentaram diminuicdo significativa na porcentagem de
mastocitos degranulados e aumento do calibre de vasos linfaticos, o

gue provavelmente contribuiu para uma menor formacgao de edema.

Esses resultados vao de encontro com dados obtidos anteriormente,
em que a reducdo do edema por aumento de absorcéo linfatica em
ratos tratados com Arnica montana 6CH foi demonstrada em processo
inflamatorio agudo do coxim plantar inoculado com carragenina
(BONAMIN, 2008). Futuramente, estudos mais detalhados sobre a
acao da arnica sobre a dinamica vascular linfatica poderéo ser feitos,
com base em identificacdo por imuno-histoquimica de marcadores

especificos, como a podoplanina (D2-40), seguida de histometria.

Sabe-se que o controle do calibre dos vasos linfaticos esta
diretamente ligado ao grau de distensdo da matriz extra-celular
durante a formacao do edema (BONAMIN, 2008). Em estudos futuros,
uma analise minuciosa da estrutura molecular da matriz poderia

relevar os possiveis mecanismos envolvidos.

A observacdo do efeito anti-edematoso da Arnica montana 6CH
exclusivamente nos animais que manifestaram padrao tardio de
inflamacdo aguda sugere fortemente a provavel influéncia da mesma

sobre vias de modulacéo ligadas a acdo de mediadores inflamatorios
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com agao menos precoce, como a histamina e as prostaglandinas — as
guais tém seu pico de atuacdo em torno de 15 a 20 minutos apos a
deflagracdo do processo inflamatério agudo — e ndo sobre vias de
modulacédo ligadas a mediadores de acdo muito precoce, tal como a
bradicinina — a qual induz o pico de edema entre 5 a 10 minutos
(LEME et al., 1976). Essa observacdo corrobora os achados de
Carvalho e Bonamin (2001).

Modelos experimentais desenhados a fim de se demonstrar a
importancia das variagdes individuais na evidenciacdo dos efeitos de
produtos homeopaticos ja foram descritos anteriormente. Cristea et al.
(1997b) demonstraram que a selecéo de ratos hiperativos possibilitou
demonstrar os efeitos da Chamomilla (30CH) na atividade geral
observada em campo aberto. O mesmo desenho experimental foi
utilizado por Rocha et al. (2008) e Soares (2007), sendo que nestes
casos também a idiossincrasia entre medicamento e animal
determinou a observacdo de efeitos significativos dos medicamentos
utilizados. Em Rocha et al. (2008), somente ratos naturalmente
hiperativos foram responsivos ao Rhus toxicodendron 200CH; em
contrapartida, em Soares (2007), somente ratos naturalmente

hipoativos responderam ao tratamento com Bryonia alba 200CH.

Outra importante contribuicdo do presente trabalho esta na analise do
processo de migracao celular para o sitio da inflamacé&o aguda atraves

dos métodos de imuno-histoquimica e histometria.
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A escolha dos marcadores teve como critério 0os seguintes aspectos: a
identificacdo de ceélulas mononucleares em funcdo de diferentes
origens e de graus de maturacdo; a identificacdo de moléculas de
adesdo e a disponibilidade de anticorpos primarios anti-rato

disponiveis no mercado.

Macrofagos fazem parte do sistema mononuclear fagocitario. Os
macréfagos imaturos encontrados no sangue sao denominados
monaocitos. Embora mondcitos e macrofagos em repouso sejam
fagodcitos efetivos, eles podem ser facilmente ativados de forma que
suas funcdes sejam significativamente potencializadas. Reconhecem-
se os diferentes niveis de ativacdo. Baseado nisso, utilizou-se o0s
marcadores CD163 — expresso exclusivamente em histiocitos ativados
(FABRIEK et al., 2005; FABRIEK et al., 2008) — e MAC 387 — expresso
em monécitos e macrofagos teciduais, além de granulécitos
(GOEBELER et al., 1994). A observagéo da proporgéo entre histiocitos
ativos (CD163+) e totais (MAC387+) indicou o grau de ativacdo do
conjunto dessas ceélulas no sitio inflamatério, conforme demonstrado

na Figura 6.

Os linfécitos, embora raros nos processos inflamatérios agudos,
podem exercer papel modulador sutil em alguns casos, conforme
descrito em artigos classicos sobre o assunto (BECHARA et al., 1976;
LEME et al., 1976; LEME et al., 1977). Assim, os marcadores CD3
(linfocitos T) e CD45RA (linfocitos B) foram utilizados para a
identificacdo destas células.
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Para as moléculas de adesdo, os marcadores CD18 (integrina 32) e
CD54 (ICAM 1) foram escolhidos por representarem importantes
moléculas de adesdo atuantes na inflamacédo aguda e também pela
disponibilidade de anticorpos especificos no mercado compativeis com

as condicOes experimentais presentes.

Achados anteriores obtidos através do modelo da pleurisia induzida
por carragenina (BONAMIN, 2008) mostram a extensao no tempo de
migracao de celulas polimorfonucleares de uma para quatro horas, em
ratos tratados com Arnica montana 6CH. De fato, neste modelo de
pleurisia ha predominio de atividade de PMN até 4 horas, seguido da
migracdo de mononucleares entre 4 e 48 horas (PARENTE et al.,
1979). No presente trabalho, nenhuma modificagdo foi encontrada em
relacdo ao numero de células inflamatérias por campo, independente
do marcador utilizado. Essa observacdo aponta para outra
particularidade da Arnica montana 6CH: a dependéncia do contexto
experimental para a selecéo de diferentes caminhos de modulacao do
processo inflamatério. Enquanto que no modelo de pleurisia descrito
por Bonamin (2008) houve alteracao no padrdao de migracdo celular,
nenhuma alteracdo na degranulacdo de mastécitos pleurais foi vista.
Ja no presente modelo — inflamacé&o do tecido conjuntivo subcutaneo —
observou-se padrdo diverso: nado houve alteracdo numeérica
considerando monocitos, polimorfonucleares e linfocitos (T e B)
envolvidos no processo, mas houve evidente modificacdo na

reabsorcéo do edema e na degranulagao de mastocitos.
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Estudos futuros podem esclarecer os possiveis mecanismos de
atuacao da Arnica montana 6CH sobre a organizacao dos diferentes
mediadores em diferentes sitios de evolugcédo do processo inflamatorio.
Observa-se que a participacédo da enzima NO sintetase poderia ser a
chave para uma hipotese que explicaria os diferentes padroes
encontrados entre pleurisia e inflamagdo no tecido subcutaneo, uma
vez que interacdes entre cicloxigenase e NO representam importante
mecanismo para modulacdo da resposta inflamatéria pleural
(SAUTEBIN et al., 1998).

A inibicdo da ativacdo do fator nuclear kappa-beta blogqueia a
formacéo de exsudato e infiltrado leucocitario na pleura, pois induz a
expressdo da NO sintetase (D"ACQUISTO et al., 1999). lalenti et al.
(2000) demonstraram que a administracdo de baixas doses de
aminoguanidina — inibidor da NO sintetase — aumenta o infiltrado
inflamatorio, o mesmo nao acontece quando altas doses sé&o

administradas.

Sabendo-se que a Arnica montana apresenta como principal principio
ativo a helenalina e esta bloqueia o fator nuclear kappa-beta (KLASS
et al., 2002), a seguinte hipotese poderia ser formulada:
concentragcdes diminutas de helenalina poderiam ter um papel
relevante na modulacdo da sintese e atuacdo do NO na pleurisia e na
modulacdo da migracédo celular, mas o mesmo néo seria valido no
tecido subcutadneo, dada a menor dependéncia de NO na modulacao
da migracao leucocitaria neste sitio. De certo, novas pesquisas seriam

necessarias para tais demonstracoes.
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Oscilagdes nos padrdes de resposta também séo vistas comparando-
se 0s subgrupos 30 e 180 minutos. No primeiro caso, hao se observou
nenhuma evidéncia de modulagcdo dos eventos vasculares da
inflamacéo induzida, mas observou-se aumento na porcentagem de
mastécitos degranulados por campo e aumento nos escores de
expressdo de CD54 (ICAM 1). A interpretacdo deste achado é
extremamente dificil, dada a auséncia de representatividade biologica,
uma vez que nao se observou alteracbes na migracao celular em
paralelo. Sugere-se que seja um “efeito residual pés-pico inflamatério”,
mas estudos futuros que versem sobre a cinética do processo nesses
casos sao ainda necessarios. De fato, Tasman et al. (1999)
mostraram, por imuno-histoquimica, que a expressdo de CD54 em
polpa dentaria - inflamada ou ndo - pode ser bastante variavel.

A explicagcdo para essas variagbes ainda ndo é conhecida, mas
observa-se no universo da pesquisa basica em homeopatia que a
oscilacao de agbes e mecanismos em funcao do contexto tem sido um
achado frequiente ao longo dos anos (BASTIDE et al., 1987; DAURAT
et al., 1988; SANTOS et al., 2007; MARTINHO et al., 2008).

Essa constatacdo evidencia outro aspecto critico da pesquisa
homeopatica: ndo apenas as altas diluicbes e o principio de similitude
constituem uma dificuldade intrinseca para a aplicagédo da metodologia
cientifica tradicional, como também é preciso estabelecer novas bases
racionais para a interpretacdo de resultados, em que as referéncias

passam a ser os padrdoes de organizacao dos sistemas e n&do apenas
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a presenca ou a afinidade de receptores especificos para moléculas
especificas (BONAMIN, 2005; BONAMIN et al., 2008).

Felizmente, novas areas do conhecimento tém oferecido ferramentas
racionais para esse tipo de abordagem, como a biologia do
conhecimento (MATURANA, 1997), a biossemidtica (BARBIERI, 2007)
e a teoria dos significados corporais (BASTIDE; LAGACHE, 1997;
BONAMIN et al., 2008), o que € bastante promissor para a concepgao

de modelos experimentais em estudos futuros.
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7- CONCLUSAO

A Arnica montana 6CH nao altera o padrao de migracédo celular no
processo inflamatério agudo subcutaneo, mas modula outros
parametros inflamatorios, como a reabsorcdo do edema, o calibre de
vasos linfaticos, a degranulacdo de mastdcitos e a expressao de
moléculas de adesdo (CD 54), em funcdo das caracteristicas
individuais selecionadas pelo padrdo de formacdo de edema nos

animais testados.
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Apresentacao global dos resultados
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Grupo Controle

Arnica montana

Dexametasona

SUBGRUPO 30 6CH
MINUTOS Média + Desvio Média *+ Desvio Média + Desvio
Padrao Padrao Padrao
Edema de pata
0,84 + 0,38 0,07 +£0,48 0,51 £ 0,55
Mastocitos
degranulados 24% 17% 16%
Vasos linfaticos
108,73 + 65,3% 147,32 + 113,71 80,13 + 44,64
CD54
2 (2-6f 5 (3-8) 4 (3-6)
PMN
158,11 + 29,88 172,30 + 21,60 175,90 + 32,52
CD45RA
23,5+35,34 26,33 + 16,37 26,25 + 13,79
CD18
62,11 + 24,63 52,11 +17,87 72,88 + 21,58
CD163
37,28 +6,42 33,22 £+ 9,56 32,66 +£8,12
MAC 387
46,87 +7,82 48,8 + 10,11 50,9 + 8,84
CD3
11,11 +4,04 13,8 £9,39 12,2 +4,13

® média + desvio padrdo; milimetros

® média + desvio padréo; pixels por campo

¢ mediana e intervalo; escores atribuidos por dois observadores independentes
4 média + desvio padréo; células por campo
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SUBGRUPO 180

Grupo Controle

Arnica montana
6CH

Dexametasona

MINUTOS N i L. . L. .
Média + Desvio Média + Desvio Média *+ Desvio
Padrao Padrao Padrao
Edema de pata
0,63 + 0,48 0,78+ 0,54 0,89 +£0,48
Mastocitos
degranulados 14% 20% 16%
Vasos linfaticos
101,12 + 45,2% 108,08 + 84,33 105,95 + 63,06
CD54
4 (2-7¥ 4,5 (2-6) 2 (2-5)
PMN
176,33 + 29,98 185,60 + 17,16 179,37 £ 22,67
CD45RA
22,85+17,12 22,77 + 16,20 25,88 + 20,27
CD18
62 + 13,68 56,8 + 23,58 63,11 + 18,82
CD163
31,5+14,84 35,66 + 10,34 30,11 +12,45
MAC 387
47,77 £ 8,24 452 + 11,53 51,88 + 13,52
CD3
12,66 + 7,98 15,2 +7,50 14,88 + 5,37

® média + desvio padrdo; milimetros

® média + desvio padréo; pixels por campo

“ mediana e intervalo; escores atribuidos por dois observadores independentes

4 média + desvio padréo; células por campo



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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