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RESUMO

INTRODUCAO: O sistema imunolégico apresenta funcdes essenciais para a
manutengdo da homeostase no organismo. Quando este sistema nao atua
devidamente, podem ocorrer respostas imunoldgicas inapropriadas, e,
consequentemente, o surgimento de doengas. A resposta imunolégica pode ser
modulada através de medicamentos tradicionais, como os anti-inflamatérios,
imunossupressores e imunomoduladores ndo esteroidais e os esteroidais. Contudo,
estes estdo associados a altos custos no tratamento e a ocorréncia de efeitos
adversos, por vezes graves. Neste cenario, substancias oriundas de produtos naturais
poderiam ser uma alternativa, dada sua forma barata de obtencéo, eficacia e
seguranga comprovadas, na maioria das vezes. O extrato de espécies do género
Baccharis e o Oleo-resina das copaibas apresentam efeitos anti-inflamatdrios,
conforme descrito na literatura, e, deste modo, a descoberta de quais substancias
apresentam este efeito isoladamente poderia permitir o desenvolvimento de
medicamento no futuro. OBJETIVO: Avaliar os efeitos imunomodulatérios in vitro do
acido copalico (AC) e do 6xido baccharis (OB) sobre células obtidas de camundongos
C57BL/6. MATERIAL E METODOS: O AC e o OB, previamente isolados, tiveram sua
citotoxidade avaliada nos ensaios de MTT e azul de Tripan. Apés verificar a viabilidade
celular, o AC e o OB foram testados em diferentes concentracbes em cultura de
celulas peritoneais estimuladas com lipopolissacarideo para avaliar a produgao de
oxido nitrico (NO) e das citocinas IL-1B, IL-6, IL-12, IFN-y, TNF-a; e sobre cultura de
esplendcitos estimulados com concanavalina A para avaliar a proliferagéo celular.
RESULTADO: No teste de viabilidade celular do MTT, ndo se observou toxicidade do
AC nem do OB nas concentragdes de 100, 75, 50, 25 10 e 5 uM apds 24 e 48 horas
de exposigao das ceélulas peritoneais as substancias. No teste de viabilidade do azul
de Tripan, realizado nos tempos de 24 e 48 horas ambas substancias mostraram ser
seguros nas dosagens entre 50 e 75 pM, mostrando, portanto, toxicidade a 100 uM.
No ensaio de proflieracdo celular, o AC apresentou inibitdria sobre os esplendcitos
nas concentragdes de 75 e 50 uM. No ensaio do nitrito, somente o AC na concentragao
75 UM foi capaz de reduzir a producdo de NO pelas células peritoneais. Na
determinacao de citocinas por ELISA nas células peritoneais estimuladas e tratadas,
o AC foi capaz de reduzir a producao de IL-1B e IL-6 na concentragao 75 pM, IL-12

nas concentragdes 75 e 50 uM, mas néo apresentou efeito sobre IFN-y e TNF-a, em



relagdo ao grupo controle. O OB né&o reduziu a produgao de nenhuma das citocinas
investigadas. CONCLUSAO: O AC apresenta potencial atividade imunomodulatéria e
muito provavelmente € um dos compostos presentes no 6leo de copaiba responsavel
pelo seu efeito anti-inflamatério. O OB nao apresentou potencial anti-inflamatéria e
muito provavelmente nao contribui para esta atividade do seu extrato. Contudo novos

estudos devem ser realizados para aprofundar em seu claro mecanismo de agéao.

Palavras-chave: Acido copalico, Oxido baccharis, Imunomodulacdo, Produtos naturais



ABSTRACT

INTRODUCTION: The immune system has essential functions to maintain the
homeostasis in the body. When this system does not work properly, inappropriate
immune responses can occur and, consequently, the appearance of diseases. The
immune response can be modulated by using traditional drugs, such as non-steroidal
and steroidal anti-inflammatory, immunosuppressive and immunomodulatory drugs.
However, these are associated with high costs of treatment and the occurrence of
adverse effects, sometimes serious. In this scenario, substances from natural products
could be an alternative, given their cheap way of obtaining, proven efficacy and safety,
in most of the times. The extract of species of the genus Baccharis and the oil-resin
from copaibas have anti-inflammatory effects, as described in the literature, and the
ellucidation of which substances alone present this effect could allow the development
of new medication in the future. OBJECTIVE: To evaluate the in vitro
immunomodulatory effects of copalic acid (CA) and baccharis oxide (BO) on cells
obtained from C57BL/6 mice. MATERIAL AND METHODS: CA and BO, previously
isolated, had their cytotoxicity evaluated in the MTT and blue Trypan assays. After
verifying cellular viability, CA and BO were tested under different concentrations into

peritoneal cells culture stimulated with lipopolysaccharide to evaluate nitric oxide (NO)
production and the production of the cytokines IL-1B, IL-6, IL-12, IFN-y, TNF-a; and

into splenocytes culture stimulated with concanavalin A to evaluate cellular
proliferation. RESULTS: In the MTT cellular viability assay, it was not observed toxicity
in CA neither in BO in the concentrations of 100, 75, 50, 25 10 and 5 uM after 24 and
48 hours of exposure of the peritoneal cells to the substances. In the blue Tripan assay,
realized at the times 24 and 48 hours both substances were safe at the dosage of 50
and 75 uM showing, therefore, toxicity at 100 uM. In the proliferation assay, CA
presented innibitory activity against splenocytes in the concentration of 75 e 50 pM. In
the nitrite assay, only CA in the concentration of 75 yM was able to reduze production
of NO from peritoneal cells. In the determination of cytokines by ELISA in the
stimulated and treated peritoneal cells, the CA was able to reduce the production of IL-
18 and IL-6 in the concentration of 75 uM, IL-12 in the concentrations of 50 and 75 uM,
but presented no effect against IFN-y e TNF-a, compared to control group. BO didn’t

reduced the production of any of the cytokines. CONCLUSION: AC presented potential



immunomodulatory activity and it's very likely to be one of the compounds in the
copaiba oil responsabile for its anti-inflamatory effect. BO didn’t presente potential anti-
inflammatory activity and it's very likely it doesn’t contribute to such activity of the
extact. However, further studies must be carried out to understand into its clear

mechanism of action.

Keywords: Copalic acid, Baccharis oxide, Immunomodulation, Natural products
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1 INTRODUGCAO

O sistema imunoldgico surgiu no processo evolutivo dos seres vivos como um
mecanismo de defesa contra patogenos e toxinas (CHAPLIN, 2010, MARSHALL et
al., 2018). Além disso, o sistema imunoldégico apresenta papel importante na
reparagao e regeneragao de tecidos (NEWTON; DIXIT, 2012; JULIER et al., 2017) e
também capacidade de atuar no combate de células cancerigenas (VESLEY et al.,
2011; CANDEIAS; GAIPL, 2016).

As fungdes do sistema imunoldgico sdo desempenhadas por um conjunto de
orgaos, células, receptores, citocinas e mediadores (BILLER-TAKAHASHI;
URBINATI, 2014; NICHOLSON, 2016; MARSHALL et al., 2018). Tais componentes
estdo localizados difusamente em todo o organismo e atuam de maneira coordenada
(ANDRADE; ARAUJO-JORGE; COUTINHO-SILVA, 2016).

A imunidade é dividida em inata ou natural e adaptativa ou especifica. A inata
refere-se a todos os componentes presentes no organismo antes do contato com o
invasor; é a “primeira” linha de defesa. A adaptativa € composta pelos linfécitos T e B,
e sao responsaveis por respostas mais especificas e pela memoria (BILLER-
TAKAHASHI; URBINATI, 2014). Porém, atualmente € reconhecido que algumas
células da imunidade inata, como mastdcitos e macrofagos, sdo epigeneticamente
reprogramadas com experiéncias passadas, assim sendo, essas células apresentardo
resposta inflamatéria alterada diante de encontros subsequentes com patégenos
(CRONKITE; STRUTT, 2018).

Os principais linfécitos envolvidos na imunidade especifica sédo o Th1, Th2,
Th17 e T regulador (Treg), 0S quais secretam citocinas para acionar respostas
imunologicas (MARSHALL et al., 2018). Citocinas sdo proteinas pequenas secretadas
por células brancas e tem a fungao de sinalizar as respostas imunoldgicas humoral e
celular (ASSAF; AL-ABBASSI; AL-BINI, 2017).

O linfécito Th1 produz as citocinas IFN-y, IL-2, TNF-q, IL-6 e IL-8, que possuem
atividade pro-inflamatéria, como estimular a producado de anticorpos e atividade de
macréfagos (ASSAF; AL-ABBASSI; AL-BINI, 2017). O linfécito Th2 secreta as
citocinas IL-5, IL-4, e IL-13, que estimulam a maturagao e recrutamento de mastdcitos,
eosindfilos, dentre outras células, e atuam sobre os linfécitos B estimulando a
producdo da imunoglobulina E (IgE) (PELAIA et al., 2015). O linfécito Th17 produz IL-

17 e IL-22, as quais estdo envolvidas na resposta contra bactérias e fungos
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(BHAUMIK; BASU, 2017). O linfocito Treg produz IL-10 e TGF-3, que tem papel na
modulagao da resposta imune (SHEVACH, 2018; MARSHALL et al., 2018).

Defeitos ou mal funcionamento tanto da imunidade inata quanto da especifica
podem causar doengas. Tais desordens ocorrem devido a resposta imune exagerada
(chamada de hipersensibilidade), inapropriada (chamada de autoimunidade) ou
inefetiva (chamada de imunodeficiéncia) (MARSHALL et al., 2018).

A inflamacgéo tem a fungdo de combater a infec¢ao e lesdes no tecido (HOU et
al., 2018; FRATTARUOLO et al., 2019). A resposta inflamatéria causa alteragbes
vasculares, como estimulo a vasodilatagcdo e aumento da permeabilidade vascular,
ocasionando, assim, o extravasamento de células de defesa circulantes (NEWTON;
DIXIT, 2012; ANDRADE; VALENTAO, 2018).

Contudo, a resposta inflamatéria deve ser modulada para que ndo produza
efeitos deletérios ao proprio organismo, pois a inflamagéo crénica pode resultar em
varias doengas (FRATTARUOLO et al., 2019) e dificulta a regeneragédo do tecido,
podendo ocasionar a formagéao de fibrose (CHAPLIN, 2010). Os anti-inflamatérios ndo
esteroidais tém sido a medicagcdo mais prescrita no mundo todo, todavia, apresentam
uma série de efeitos adversos como Ulcera gastrica, hipertensao, insuficiéncia renal
aguda e piora da insuficiéncia cardiaca (SOSTRES et al., 2010). Neste contexto, é
preciso descobrir novas opg¢des terapéuticas capazes de modular a resposta
imunoldgica, tal como os produtos naturais (JULIER et al., 2017).

Os produtos naturais representam um grupo rico de substéncias quimicas
diversas com variados efeitos bioldgicos que podem ser desenvolvidas para aplicagao
na area clinica (KINGSTON, 2011). As fontes de produtos naturais incluem plantas,
bactérias, fungos e animais marinhos (KATZ; BALTZ, 2016). Em vista disso, as
substancias oriundas de produtos naturais devem ser mais pesquisadas porque sao
produtos da evolugdo durante a selegdo natural, isto €, essas substancias
propositalmente fornecem vantagens ao produtor (WRIGHT, 2019).

A humanidade sempre usou produtos naturais ao longo de sua historia para
fins terapéuticos e culturais (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). Por décadas, os
produtos naturais tém mostrado sua eficacia no combate a doengas em diferentes
areas, como desordens metabdlicas, cardiovasculares, inflamatdrias, neuroldgicas
entre outras (CHE; ZHANG, 2019). Portanto, produtos naturais tem grande potencial
de fornecerem substancias que tenham como alvo imunomoduladores, para o

tratamento de alguns tipos de doengas imunolégicas e inflamatdérias, como artrite
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reumatoide, psoriase, Doenga de Crohn, espondilite anquilosante, por exemplo
(WANG et al., 2018).

Com o passar dos anos e 0 avango da medicina, os produtos sintéticos
gradualmente dominaram o mercado (NISAR; SULTAN; RUBAB, 2017). Apesar da
importancia historica dos produtos naturais e de seu potencial terapéutico, as
industrias farmacéuticas ainda dao mais énfase aos produtos sintéticos por terem
mais pesquisas envolvidas nestes (WRIGHT, 2019). Todavia, os pesquisadores
voltaram a se interessar pelos produtos naturais, como pode ser percebido pela rapida
expansao do mercado de produtos naturais tanto nos paises desenvolvidos quanto
nos paises em desenvolvimento (EKOR, 2013).

As substancias naturais apresentam uma série de vantagens em relagdo as
sintéticas: normalmente menos tdxicas, menos associadas a reagdes adversas e mais
facil de serem obtidas (NISAR; SULTAN; RUBAB, 2017). Ademais, os produtos de
origem natural apresentam um custo menor de produgao em relagao aos sintéticos
(VEERESHAM, 2012). Somada as suas vantagens anteriormente descritas, os
produtos naturais representam uma alternativa eficaz e relativamente barata em
relacdo as aos produtos sintéticos amplamente prescritos nas terapias tradicionais
(FRATTARUOLO et al., 2019).

Estima-se que menos de 10% da biodiversidade do mundo tem seu potencial
bioldgico descrito, o que significa haver muitas outras substancias para serem ainda
descobertas (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). Para melhor compreender a
propriedade medicinal de um produto natural e estabelecer fortes evidéncias de seu
futuro desenvolvimento, sdo necessarias investigacbes clinicas e pré-clinicas
juntamente da elucidagao de seu mecanismo de agédo e comprovagao de sua eficacia
(CHE; ZHANG, 2019).

Neste contexto, a fim de buscar substancias oriundas de produtos naturais que
fornegam atividade terapéutica de interesse, em especial atividade anti-inflamatoria, o
presente trabalho avalia o potencial imunomodulador de duas moléculas extraidas de
de plantas: o 6xido baccharis (OB), extraido de espécies do género Baccharis, € 0
acido copalico (AC), extraido das copaibas. Tais moléculas estdo presentes em
plantas cujos extratos ja possuem descritas sua atividade anti-inflamatdria, entao, o
uso de testes imunomodulatorios in vitro com substancia isolada evidenciara se a

mesma apresenta tal atividade isoladamente.
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O OB é um triterpeno que esta presente em espécies de plantas do género
Baccharis, como a Baccharis dracunculifolia (SAWAI et al, 2011). Missima e
colaboradores (2010) demonstraram que o extrato de Baccharis dracundulifolia
apresenta atividade imunomodulatéria, a qual foi verificada, de forma preliminar,
também no OB, isolado posteriormente. Neste estudo, o OB elevou a producao de
H202. Em um estudo in vivo, Santos et al. (2010) demonstraram que o extrato da folha
de Baccharis reduziu a atividade da ciclo-oxigenase-2 (COX-2). Padua (2013) realizou
testes in vitro e in vivo com o extrato de Baccharis trimera, e, em ambos, houve
reducao da produgao de espécies reativas de oxigénio em neutrdfilos.

Apesar destes achados na literatura, ainda sao necessarios mais estudos
sobre a atividade imunomodulatéria do OB. E também reportado na literatura que o
OB apresenta atividade antimicrobiana, tal como foi reportado em um estudo
envolvendo testes in vitro (HERRERA-MARTINEZ et al., 2012).

O AC é um diterpeno (ALVES et al., 2017) presente nas espécies de plantas
do género Copaifera, como a Copaifera reticulata (TEIXEIRA et al., 2017) e a
Copaifera langsdorffii (OLIVEIRA et al., 2013). Esta substancia € um dos principais
constituintes acidos do 6leo-resina das copaiferas (TEIXEIRA et al., 2017). O dleo-
resina das plantas deste género é usado popularmente como agente anti-inflamatério
e regenerativo no tratamento de feridas (GUIMARAES-SANTOS et al., 2012).

Ha estudos que demonstraram a atividade anti-inflamatéria do 6leo-resina em
testes tanto in vivo como in vitro. Guimaraes-Santos et al. (2012) demonstraram que
o tratamento com dleo-resina reduziu a ativagdo de macréfagos em 60% e reduziu
também a infiltragcdo mononuclear no cértex motor inflamado de ratos. Ademais,
Teixeira et al. (2017) demonstraram que o Oleo-resina reduziu o numero de
macrofagos CD68-positivo na ferida em lingua de ratos. Em um ensaio in vitro, Vargas
et al. (2015) demonstraram que o AC reduziu o 6xido nitrico (NO) produzido por
macrofagos ativados por lipopolissacarideo.

A atividade anti-inflamatéria do O&leo-resina das copaiferas pode estar
relacionada, entre outras substancias, também a presenca do acido-copalico, entéo,
sao necessarios mais estudos com a substancia isolada que demonstrem sua
atividade. Outras atividades do AC que a literatura descreve incluem a atividade
anticancerigena e antimicrobiana em testes in vitro (ABRAO et al., 2015).

A busca por novas moléculas farmacologicamente ativas, seguras, sem efeitos

adversos ou mesmo que sejam toleraveis e de baixo custo s&o caracteristicas que
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norteiam a pesquisa de novos farmacos. Pelo anteriormente exposto, substancias
oriundas do extrato de Baccharis spp. e do oleo-resina de copaiba podem ser
promissoras. Deste modo, o foco do presente trabalho € a execucgao de testes in vitro
para verificar a toxicidade e melhor compreensao do potencial imunomodulatério do

OB e do AC, uma vez isolados de suas fontes naturais.



23

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUTOS NATURAIS NA MEDICINA

Desde épocas remotas, produtos naturais tém sido largamente usados para
tratar doencgas (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). Incluem-se como fontes principais
as plantas, os minerais, os animais e microrganismos, sendo que as fontes
majoritarias sdo as plantas e os microrganismos (CALIXTO, 2019; PHAM et al., 2019).
Embora, atualmente, muitas das grandes empresas farmacéuticas ndo estejam
focando em desenvolver produtos naturais, historicamente as plantas forneceram
muitas drogas importantes para o homem, desde a morfina descoberta no inicio do
século XIX a mais recente artemisina (CHE; ZHANG, 2019).

O mercado global medicinal vale, atualmente, cerca de 1,1 trilhdes de dolares,
sendo 35% destes produtos medicinais oriundos direta ou indiretamente de produtos
naturais: plantas (25%), microrganismos (13%) e animais (3%). Produtos oriundos de
fontes naturais tém muitas aplica¢gdes podendo ser usados para: a) fonte direta de
agentes terapéuticos, b) fonte para desenvolvimento e sintese de drogas semi-
sintéticas; c) prototipos para desenvolver moléculas; d) marcadores taxonémicos para
descoberta de novas drogas (CALIXTO, 2019).

As plantas correspondem a maior porcentagem devido a sua maior
biodiversidade e também facilidade de obtengdo (CRAGG; NEWMAN, 2013). Até o
inicio do século XIX, 80% dos medicamentos vinham de fontes vegetais (PHAM et al.,
2019) e o medicamento oriundo de planta mais conhecido €&, provavelmente, a
aspirina®, um agente anti-inflamatério. O acido salicilico foi isolado da casca do tronco
da salgueira (Salix alba L.) e, posteriormente, foi sintetizado em acido acetilsalicilico
para reduzir a acidez de sua forma acida (DIAS; URBAN, ROESSNER, 2012). Outro
exemplo muito importante foi o isolamento da droga antimalarica, quinina, a partir da
casca de espécies de Cinchona, em 1820. A quinina foi a base para o
desenvolvimento de drogas antimalarica, como a cloroquina e a mefloquina, as quais
substituiram a quinina em meados do século XX (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Os microrganismos como fonte natural para obtencdo de medicamentos
tiveram como marco a descoberta da penicilina do fungo Penicillium notatum por
Alexander Fleming em 1928. Desde entdo, compostos oriundos de microrganismos

tém sido usados na medicina, na agricultura e na industria. A pesquisa por antibiéticos
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levou a descoberta da estreptomicina do Streptomyces griseus, cloranfenicol do
Streptomyces venezuelae, cefalosporina de Cephalosporium acremonium,
eritromicina do Saccharopolyspora erythraea, por exemplo. Atualmente, cerca de 69%
dos produtos antibacterianos tém origem natural (PHAM et al., 2019).

Embora os animais sejam fontes de apenas 3% das drogas aprovadas pelo
FDA (Food and Drug Administration), muitas drogas importantes foram oriundas de
animais, principalmente de toxicinas destes, tal como foi o desenvolvimento do
captopril (CALIXTO, 2019). Rocha e Silva et al. (1949) descobriram que o peptideo
bradicinina, um agente hipotensivo que estimula a musculatura lisa € liberado no
plasma pelo veneno da vibora brasileira Bothrops jararaca. Anos depois, Ferreira
(1965) desvendou que tal efeito acontece devido a uma substéncia presente no
veneno da cobra que ele chamou de fator potencializador da bradicinina (ou BPF, do
inglés, bradykinin-potentiating fator). Apés muito estudo e pesquisa, elucidou-se que
o BPF degrada a enzima conversora de angiotensina (ECA) e, este mecanismo
farmacologico, poderia ser interessante para o desenvolvimento de uma droga anti-
hipertensiva. Apos muitos desafios, dentre eles o de converter o peptideo BPF numa
forma estavel que possibilitasse a administragao oral, o captopril foi aprovado pelo
FDA no inicio de 1980. Atualmente, ha cerca de nove inibidores da ECA no mercado
e juntos suas vendas arrecadam mais de 5 bilhées de ddélares por ano (CALIXTO,
2019).

Em relacdo aos produtos naturais de origem mineral, o uso de drogas baseadas
em metais € antigo. Medicamentos a base de ouro foram usados na China ha 3500
anos e cloreto de mercurio | (Hg2Cl2) foi usado como agente diurético, por exemplo
(KEOGAN; GRIFFITH, 2014). O uso da prata para tratar e prevenir varias doengas
infecciosas data cerca de 4000 anos a.C. A prata tem atividade bactericida bem
estabelecido e foi muito usada no século XVIII para tratamento de queimaduras,
ulceras e machucados infectados, mas seu uso reduziu apés a Segunda Guerra
Mundial com o advento dos antibiéticos (POLITANO et al., 2013). O bismuto foi usado
do século XVIII até o inicio do século XX para tratar feridas de guerras, céleras em
neonatos e gastroenterites. Em 1901, desenvolveram o salicilato de bismuto, o qual é
usado até os dias de hoje para tratar uUlceras e infecgao por Helicobacter pylori
(KEOGAN; GRIFFITH, 2014).

Por ultimo e ndo menos importante, no mar ha muitas fontes de produtos

naturais. Embora a maioria das fontes de produtos naturais seja de origem terrestre,
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0 ambiente marinho possui gigantesca diversidade de seres vivos, e,
consequentemente, diversidade de substancias quimicas. Contudo, o mar é muito
vasto e pouco conhecido. Deste modo, o uso de tecnologias (fermentacéo,
biotecnologia, sintese quimica etc) € crucial para o sucesso dos produtos naturais
marinhos como medicamentos. O primeiro produto de origem marinha aprovado pelo
FDA foram os nucleosideos sintéticos purina e pirimidina, desenvolvidos a partir de
nucleosideos naturais extraidos da esponja Tehya crypta. Em 2010, o FDA aprovou o
mesilato de eribulina, um agente anticAncer para combater metastase no cancer de
mama, o qual € uma droga sintetizada analoga ao composto citotdxico haliquondrina
B, isolado pela primeira vez da esponja marinha Halichondria okadai em 1986
(MONTASER; LUESCH, 2011).

Como bem descrito na literatura, o homem usa produtos naturais desde épocas
remotas até os dias de hoje. Com o avanco da ciéncia e da tecnologia, os processos
de extracao tornaram-se cada vez mais eficazes, possibilitando novas descobertas e
desenvolvimento de novas substancias, permitindo, assim, que as mesmas possam

ser introduzidas no mercado ap6s comprovacgao de sua eficacia e seguranga.
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2.2 PRODUTOS NATURAIS COM ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA,
IMUNOSSUPRESSORA E IMUNOMODULADORA

As plantas tém sido usadas ha séculos para tratar diferentes doencas e
enfermidades e forneceram ao homem muitos medicamentos (AMIRGOHOFRAN,
2012). Vinblastina, vincristina e seus derivados sintéticos isolados da vinca-de-
Madagascar (Catharanthus roseus), capsaicina das pimentas (espécies Capsicum),
paclitaxel do teixo do Pacifico (Taxus brevifolia) e galantamina da planta snowdrops
(Galanthus caucasicus) sao exemplos de medicamentos baseados em compostos de
plantas (JANTHAN; AHMAD; BUKHARI, 2015).

Imunomoduladores sdo agentes que estimulam (imunoestimuladores) ou
suprimem (imunossupressores) a resposta de defesa do hospedeiro (BASCONES-
MARTINEZ; MATTILA; MEURMAN, 2014). Os produtos naturais com atividade
imunomodulatoria sdo usados no tratamento de muitas doengas autoimunes,
desordens inflamatdrias e contra o cancer. Imunomoduladores naturais, como a
genisteina, a curmina e o resveratrol, podem ser usados como agentes profilaticos
contra a iniciagao do cancer e proliferacao de tumor (MOHAMED; JANTAN; HAQUE,
2017).

De todas as diferentes atividades biologicas de produtos naturais vegetais
publicadas até o momento, o efeito anti-inflamatério € o mais reportado. A pratica de
usar plantas e extratos como anti-inflamatoérios € conhecida desde a antiguidade. Por
exemplo, o extrato aquoso de Ceratonia siliqua L. foi usado por décadas na medicina
arabica, especialmente para tratar inflamagdes na boca (AZAB; NASSAR; AZAB,
2016).

Os polifenois possuem varias atividades bioldgicas, incluindo anti-inflamatéria.
Flavonoides constituem um dos mais representativos da classe (ANDRADE;
VALENTAO, 2018). Por exemplo, a licochalcona A, um flavonoide isolado de alcacuz,
demonstrou efeito protetor a micréglia por ter promovido efeito anti-inflamatoério em
modelos de doencga de Parkinson, in vitro e in vivo. Nesse estudo, a licochalcona A
inibiu a produgao de NO e prostaglandina E2 por suprimir a produg¢ao de 6xido nitrico
sintase e ciclo-oxigenase 2 em células BV2 da microglia estimuladas por
lipopolissacarideo. Também suprimiu a sinalizagdo nas vias das quinases regulada

por sinal extracelular e o fator nuclear NF-kB na microglia. Nos modelos animais, inibiu
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a producédo de TNF-a, IL-6 e IL-1B e reduziu a expressdo de mRNA de citocinas
(HUANG et al., 2017).

Proantocianidinas sdo também polifendis muito comuns na natureza. Zhang et
al. (2016) discutiram as propriedades anti-inflamatorias do extrato proantocianidinico
da semente de uva, focando na prevengao da isquemia, injuria renal aguda e fibrose.
O estudo foi feito em ratos com isquemia/reperfusao bilateral e, apds administragcao
do extrato, houve melhora significativa da funcdo renal e redu¢do da inflamacgao.
Nesses modelos animais, a prote¢cdo renal foi associada a inibicdo de HMGB1
nucleocitoplasmatica, a qual esta envolvida no desencadeamento de respostas
inflamatadrias a partir do receptor tipo-toll 4 (TLR-4) e também por se ligar ao P53, uma
proteina citoplasmatica que regula o ciclo celular.

As fitoalexinas exercem uma variedade de atividade farmacolégicas como
antimicrobiana, anticancer, anti-inflamatéria e antioxidante. Uma fitoalexina muito
conhecida € o resveratrol, o qual esta presente em muitas espécies de uva, vinho tinto
e amendoim. Como demonstrado na literatura, o resveratrol € capaz de inibir a
expressado de COX-2, de oxido nitrico sintase, de inibir a secregdo de NO, TNF-q, de
reduzir a produgao de IL-12, IL-6, IL-1, TNF-a e IFN-y (JANTAN; AHMAND, BUKHARI,
2015).

Sesquiterpenos também apresentam atividade anti-inflamatdria, tal como
descrito na literatura. Mathema et al. (2012) avaliaram o efeito anti-inflamatério do
sesquiterpeno partenolido derivado da planta Tanacetum parthenium. Foi
demonstrado forte inibicdo de NF-kB e de STATSs (sinais tradutores e ativadores de
transcricdo). Em trabalho de nosso grupo, envolvendo modelo animal de
encefalomielite autoimune, o tratamento, in vitro, com partenolido foi capaz modular a
atividade de células Th1 e Th17, principalmente por reduzir a produgéo de IL-17, TNF-
a e IFN-y (CARVALHO et al., 2017).

A literatura descreve também o efeito anti-inflamatério em derivados dos
terpenos. O Ginkgo biloba L. € uma planta medicinal conhecida ha tempos. Sua
atividade anti-inflamatdria esta ligada ao ginkgolide A, uma trilactona diterpénica. Seu
mecanismo de agdo ja foi esclarecido usando macréfagos estimulados por
lipopolissacarideo, tanto in vitro quanto em modelos de camundongo. Evidenciou-se
que o ginkgolide A é capaz de modular NF-kB, proteino-quinases ativada por
mitdégenos, reduzir a produgdo de NO, COX-2, TNF-a, IL-1 e IL-6 (ANDRADE;
VALENTAO, 2018).
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Alcaloides também possuem representantes com atividade anti-inflamatéria. A
capsaicina € um alcaloide encontrado em espécies de pimenta e é a responsavel pela
pungéncia no sabor. Foi usado tradicionalmente para alivio do rubor e da dor nos
musculos e nas juntas. A pesquisa com capsaicina resultou na descoberta dos
receptores vaniloide, o qual estd localizado, principalmente, nos neurdnios
nociceptivos. O mecanismo de acdo da capsaina neste uso €& promover a
dessensibilizagdo desses receptores por meio de ativacdo excessiva (JANTAN;
AHMAD; BUKHARI, 2015).

E sobre os fungos, Elsayed et al. (2014) estudaram um grupo de fungos que
possuiam uma diversidade de substancias com atividade anti-inflamatéria, dentre as
quais se destacam polissacarideos, proteoglicanos, terpenoides, compostos
fendlicos, esteroides e lectinas. Esses compostos tem um amplo alcance de efeitos
terapéuticos e podem atuar como agentes imunomodulatérios, anticarcinogénicos,
antiviral, antioxidante e anti-inflamatério. Segundo este estudo, o efeito anti-
inflamatério reportado se deve aos mecanismos de redugéo de IL-1p, IL-6, leucotrieno,
prostaglandina, TNF-a e inibicdo de COX-2, de 6xido nitrico sintase e da atividade de
NF-kB (AZAB; NASSAR; AZAB, 2016).
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2.3 O GENERO Baccharis

O género Baccharis inclui espécies de plantas perenes e arbustivas (figura 1).
As espécies Baccharis, conhecidas como carqueja, sdo nativas no Sul do Brasil,
Paraguai, Uruguai e Argentina (OLIVEIRA et al., 2012; BUDEL et al. 2018; BASSO et
al., 2019). O cha feito com suas partes aéreas é usado tradicionalmente para tratar
doencgas no figado (RABELO; COSTA, 2018), doengas gastricas (OLIVEIRA et al.,
2012), diuréetico (BASSO et al., 2019) e processos inflamatorios (PAUL et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2012; RABELO; COSTA, 2018).

Figura 1 — Foto da Baccharis articulata L.

Fonte: BAGATINI, 2018.

Conforme descrito na literatura, flavonoides, terpenos e acidos clorogénicos
sao os principais compostos presentes nas partes aéreas que foram associados aos
efeitos antioxidante, anti-inflamatério, antigastrico, hepatoprotetor, antimicrobiano,
antifungico, antiparasitario e promotor da perda de peso (RABELO; COSTA, 2018).
Outras substancias presentes na planta incluem o dleo volatil, flavonas, saponinas e
diterpenos (OLIVEIRA et al., 2012).
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2.3.1 Estudos envolvendo o extrato

Ha estudos na literatura que avaliaram a atividade farmacologica do extrato de
espécies Baccharis. Paul et al. (2009) injetaram o extrato de Baccharis trimera na
cavidade pleural ratos induzidos a pleurisia. Os parametros inflamatérios foram
atenuados 30 minutos apds a administracdo do extrato. Oliveira et al. (2012)
realizaram um estudo parecido com o do autor anterior. Em ratos induzidos a pleusiria,
administraram diferentes extratos de Baccharis trimera, o qual também demonstrou
reducao nos parametros inflamatérios em relagéo ao grupo controle. Neste estudo, o
extrato fendlico foi o que apresentou maior atividade antioxidante e anti-inflamatéria.
Padua et al. (2013) administraram o extrato de Baccharis trimera em modelos de
inflamacé&o induzido com paracetamol. Houve restauro do balango de espécies reativa
de oxigénio e NO que é alterada durante o processo inflamatério causado pelo
paracetamol. Budel et al. (2018) estudaram in vitro os efeitos farmacolégicos do éleo
essencial de cinco espécies do género Baccharis e reportaram as atividades
antimalaria, antitripanossomal e inseticida. Basso et al. (2019) avaliaram o efeito
citotoxico e antiproliferativo do extrato de Baccharis anomala. Realizando ensaio in
vitro com células hepaticas, o extrato reduziu a proliferacdo celular através de um
mecanismo de ativacao da via do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
gama (PPAR-y).

Em outro trabalho de nosso grupo, a Baccharis dracunculifolia DC tem sido
muito estudada. Demonstrou-se que o extrato das folhas e alguns de seus compostos
isolados apresentam atividade antimicrobiana, especialmente contra Candida krusei
e Cryptococcus neoformans (SILVA FILHO et al., 2008). Também se avaliou a
atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva do extrato cru hidroalcodlico das folhas
em teste in vivo. Foi observado redugao significativa nas constricdes abdominais,
inibicdo da nocicepcado e prolongamento do efeito anti-hipernociceptivo e, ainda,
inibicdo da COX-2 (SANTOS et al., 2010). Um outro estudo avaliou o efeito protetor in
vivo do extrato de folhas contra a hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de
carbono e acetaminofeno. Evidenciou-se que o pré-tratamento com o tratamento do
extrato reduziu a concentragdo de marcadores séricos indicativos de injuria hepatica.
O extrato também apresentou atividade antioxidante por meio do método de sequestro
do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), e conteudo alto de fendlicos totais e
flavonoides (REZENDE et al., 2014).
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A atividade anti-inflamatéria/antioxidante do extrato de Baccharis trimera é
reportada em varios artigos. Das espécies de Baccharis, a Baccharis trimera tem sido
a mais estudada (RABELO; COSTA, 2018). Como apontado pelos autores, essa
atividade se deve principalmente a presenca de flavonoides, mas uma vez que se trata
de um extrato, outras substancias presentes poderiam também estar contribuindo
para o efeito. Diante disto, 0 OB é um composto presente nas espécies do género
Baccharis que poderia estar contribuindo para a atividade do extrato, mas ha
relativamente poucos estudos sobre sua atividade isoladamente.

2.3.2 Oxido baccharis

O OB é um triterpeno (figura 2) que esta presente em espécies de plantas do
género Baccharis (SAWAI et al, 2011).

Figura 2 — Estrutura do 6xido baccharis

Fonte: MISSIMA et al., 2010.

Enquanto ha muitos estudos envolvendo extratos de espécies do género
Baccharis, sao poucos os estudos envolvendo o OB. Silva Filho et al. (2004) avaliaram
a atividade tripanomicida de alguns compostos isolados de Baccharis dracunculifolia.
O OB néo foi o componente mais ativo, mas apresentou atividade moderada. Missima
et al. (2010) avaliaram atividade imunomoduladora do extrato de Baccharis
dracunculifolia D.C. e alguns de seus compostos isolados na ativagao de macréfagos
de camundongos e na producéo de H202 pelos mesmos. Nesse trabalho, alguns dos
compostos isolados, como o OB, apresentou aumento da producédo de H20:2 pelos

macrofagos.
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2.4 O GENERO Copaifera

As espécies deste género sdo denominadas de copaibas e sdo arvores de
grande porte (figura 3), nativas da regi&o tropical da América Latina e Africa Ocidental
(NAKAMURA et al., 2017), mas a diversidade de espécies encontra-se no Brasil. As
copaibas sdao amplamente utilizadas na medicina popular devido as propriedades
farmacologicas do O6leo resina, extraido do tronco de suas espécies, o qual é
administrado por via oral ou topica. Das espécies que fornecem o 6leo, a Copaifera
reticulata é a mais frequente (TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018).

Figura 3 — Foto de arvores de copaiba

Fonte: PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009.

O dleo-resina apresenta atividade anti-inflamatéria, antimicrobiana e é usado
para o tratamento de doencgas respiratérias e dermatolégicas (KOBAYASHI et al.,
2011). E um dos mais importantes remédios naturais das populacdes da regio da
Amazoénia (TEIXEIRA et al., 2017). O dleo resina ou decocgéo do tronco € usado como
anti-inflamatdrio e contraceptivo pelos nativos da Amazodnica brasileira. O uso topico
na pele é indicado para curar feridas. Massagem na cabeca alivia dores de cabeca e
convulsdes. A ingestao diaria de duas gotas do 6leo misturada com uma colher de
mel é indicada para tratar inflamacao, sifilis, bronquite e tosse. Ademais, o 6leo de
copaiba é também usado na industria de cosmeéticos como fixador de fragrancia
(TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018).
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O dleo é composto de acidos resina e de compostos volateis (KOBAYASHI et
al., 2011). Dos compostos volateis incluem muitos sesquiterpenos, como [-carofileno,
a-copaeno, B-elemeno, a-humuleno e germacreno D. Além desses, ha muitos
diterpenos acidos, como AC, acido kaurenoico, acido alepterdlico e acido polialtico
(TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018). Analises quimicas tém mostrado que a

predominancia de compostos variam entre as espécies (KOBAYASHI et al., 2011).

2.4.1 Estudos envolvendo o extrato e o 6leo-resina

O Oleo-resina de Copaifera spp. apresenta atividade anti-inflamatdria,
antitumoral, antisséptica, germicida, antifungica e antibacteriana (DIEFENBACH et al.,
2018). Ha trabalhos envolvendo o 6leo-resina e o extrato da copaiba avaliando sua
atividade farmacoldgica.

Em relagédo a atividade do extrato, Brancalion et al. (2012) reportaram que o
extrato hidroalcodlico das folhas de Copaifera langsdorffi administrado em ratos com
urolitiase apresentou niveis reduzidos de &acido urico e na massa de calculos.
Senedese et al. (2013) avaliaram o efeito quimioprotetor do extrato hidroalcodlico de
Copaifera langsdorffi em ratos com céncer no coélon. O resultado desse estudo
mostrou que o grupo tratado com o extrato apresentou menor frequéncia de DNA
danificado em relagdo ao grupo controle. Gushiken et al. (2017) administraram o
extrato hidroalcodlico das folhas e dleo resina de Copaifera langsdorffi em feridas de
pele de ratos. Realizou-se analise biomolecular e imunohistoquimica da pele dos
ratos, onde evidenciou-se a ocorréncia de angiogénese, epitelizagédo, retragdo da
ferida e mecanismos de remodelacéo.

Em relagdo a atividade do o6leo-resina, Guimaraes et al. (2016) reportaram
atividade antibacteriana do 6leo de Copaifera officinalis contra Staphylococcus aureus
em um ensaio in vitro. Teixeira et al. (2017) avaliaram a inflamagdo em lingua
machucada de ratos apos o tratamento do 6leo de copaiba da espécie Copaifera
reticulata. Foi reportado modulagao do processo de inflamacao através da reducéo de
infiltrado, edema e de macrofagos. Uma revisao feita por Diefenbach et al. (2018)
apontou que, de 11 estudos feitos com espécies de copaiba, todas apresentaram

atividade antimicrobiana (bactericida e/ou bacteriostatica) em ensaios in vitro.
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O dleo de copaiba apresenta atividade imunomodulatéria no tratamento da
encefalomielite autoimune experimental, um tipo de esclerose multipla em roedor
(DIAS et al., 2014). Neste estudo, cultura de células de camundungo tratadas in vitro
com o Oleo de copaiba apresentaram reducéo na produgao de H202, NO, IFN-y TNF-
a and IL-17. Uma vez que a imunopatogénese da encefalomielite autoimune
experimental é imunomediada principalmente por células Th1 e Th17, as quais estéo
relacionadas com as vias de producdo das citocinas citadas, deste modo, percebe-se
que o oleo de copaiba é um produto natural com potencial para tratamento desta e
outras doencas autoimunes inflamatérias e desmielinizantes.

O dleo de copaiba também mostrou atividade em modelo animal de asma
alérgica. Segundo o estudo de Caputo et al. (2020), o 6leo de copaiba apresentou
forte atividade antiasmatica in vivo. O 6leo foi administrado por gavagem em
camudongos BALB/c previamente induzidos a asma pelo método da ovalbumina. Foi
reportado reducdo do numero de células inflamatérias no fluido broncoalveolar,
supressao da produgao de NO e reducdo da producgao de IL-4, IL-5, IL-17, I[FN-y, TNF-
a e anticorpo IgE, os quais estdo associados a respostas imunomediadas por Th2 e
Th17.

Ha uma diversidade de atividades reportadas ao 6leo de copaiba na literatura,
0 que, possivelmente, se deve a sua riqueza de constituintes com propriedades de
atuar sobre o sistema imunoldgico. Enquanto € bem estabelecido que a sinergia entre
as substancias do 6leo contribui para o seu efeito farmacoldgico, algumas delas
apresentam atividade mesmo isoladas, como o AC, e, por isso, devem ser mais

estudadas para o desenvolvimento de medicamentos.
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2.4.2 Acido copalico

O AC é um diterpeno (ALVES et al., 2017) (figura 4) presente nas espécies de
plantas do género Copaifera (OLIVEIRA et al., 2013). Esta substédncia é um dos
principais constituintes acidos do 6leo-resina das copaiferas (KOBAYASHI et al.,
2011; TEIXEIRA et al., 2017) e é o diterpeno majoritario (SOUZA et al., 2018), e, ainda,
o AC é considerado o biomarcador do género Copaifera (LEANDRO et al., 2012;
ALVES et al., 2017).

Figura 4 — Estrutura quimica do acido copalico
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Fonte: TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018.

Ha muitos estudos associando o AC a atividade antimicrobiana e citotdxica.
Souza et al. (2011) reportaram que o AC apresentou efeito antimicrobiano
consideravel contra Porphyromonas gingivalis, uma bactéria envolvida na
periodontite, abrindo a possibilidade do uso deste em produtos de saude oral. Abrao
et al. (2015) avaliaram a atividade antimicrobiana de componentes isolados do 6leo
resina de Copaifera langsdorffi O AC foi o composto com maior atividade
antibacteriana e apresentou concentragdes inibitérias minimas promissoras contra a
maioria das cepas de bactérias. Os autores avaliaram também a atividade citotéxica
dos compostos em linhagens de células tumorais e, novamente, o AC demonstrou
melhor atividade.

Nakamura et al. (2017) avaliaram a atividade antifungica do 6leo de copaiba e
do AC, e ambos apresentaram grande atividade contra dermatoéfitos por causarem
forte inibicdo e alteragcbes morfolégicas nas hifas. Este estudo ainda comparou
diferentes fragdes, concluindo que o AC foi o componente mais ativo do 6leo. Alves et
al. (2017) avaliaram a atividade antitumoral e demonstraram que o AC reduziu a

frequéncia de foco de criptas aberrantes induzido por 1,2-dimetilhidrazina em ratos
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Wistar. Esta supressao da formagao pode estar associada a um efeito protetor contra
0 cancer no colon. Souza et al. (2018) avaliaram a atividade antimicrobiana do AC
associado a clorexidina contra as bactérias anaerdbicas Peptostreptococcus
anaerobius e Actinomyces naeslundii, e os resultados apontaram redu¢cado do numero
de microrganismos e erradicagao de biofilme. Demonstrando essas atividades in vitro,
esse diterpeno parece ser efetivo contra bactérias anaerdbicas.

O AC tem muitos estudos avaliando atividades farmacoldgicas, em sua maioria,
atividade antimicrobiana. Esta substancia pode também apresentar atividade
antiinflamatodria, a qual esta muito bem descrita no éleo-resina da copaiba. Todavia, é
preciso que haja estudos que investiguem esta atividade isoladamente no AC.

A descoberta de novas substancias anti-inflamatérias poderia representar uma
nova alternativa de tratamento para muitas doencas associadas a desordens

imunoldgicas cujo tratamento se baseia no uso de imunomodulatores.
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2.5 MODULAGAO DO SISTEMA IMUNE COMO TRATAMENTO

Os imunomoduladores possuem mecanismos diversos, pois atuam em
diferentes niveis do sistema imunologico. Podem tanto inibir como impulsionar
populagdes de células, como linfécitos, macrofagos, neutréfilos, células NK (natural
killer) e linfocito T citotoxico. Deste modo, afetam a produgcdo de mediadores (i.e.
citocinas). Como exemplo, existem os imunossupressores para inibir a resposta
imunologica no transplante de 6rgao e nas doengas autoimunes, enquanto existem
imunoestimulantes para aumentar a resposta imunoldgica contra infecgdes,
imunodeficiéncia e cancer (BASCONES-MARTINEZ; MATTILA; MEURMAN, 2014).

Nas terapias contra o cancer, a imunomodulagdo objetiva guiar o sistema
imunoldgico do paciente a controlar o tumor, estabiliza-lo e tem potencial de erradicar
a doencga, tal como faz uma classe de drogas chamada de anticorpos inibidores de
checkpoint imunolégico (NAIDOO; PAGE; WOLCHOCK, 2014). Checkpoints
imunologicos sdo moléculas de superficie nas células que servem como reguladores
endogenos do sistema imunologico, limitando a autoimunidade por mediar vias de
sinalizagao co-inibitéria (NIRSCHL; DRAKE, 2013). No cancer, esses caminhos no
microambiente do tumor e nos linfonodos de drenagem levam a uma exaustao das
células T, permitindo, assim, que o tumor escape por falta de vigilancia do sistema
imunolégico. Assim, o0s anticorpos monoclonais tém como alvo checkpoint
imunoldégicos que tanto antagonizam vias de co-inibigdo ou ativam vias co-
estimulatdrias, e desta forma, estimulando o sistema imunolégico (NAIDOO; PAGE;
WOLCHOCK, 2014). Moléculas checkpoint incluem CTLA-4 (antigeno 4 associado ao
linfocito T citotdxico), PD-1 (proteina programada 1 da morte celular), LAG-3 (gene 3
de ativacgédo linfocitaria), TIM-3 (dominios de mucina e imunoglobulina de célula T) e
muitos outros (NIRSCHL; DRAKE, 2013). Estudos clinicos anteriores evolvendo o
bloqueio do checkpoint CTLA-4 (HODI et al., 2010) e PD-1 (TOPALIAN et al., 2012,
HAMID et al., 2013), em pacientes com céncer, demonstraram que essas vias
possuem papel importante na manutencao da tolerancia ao tumor em humanos, uma
vez que o bloqueio de uma molécula checkpoint esta associada com respostas
objetivas ao tumor e maior sobrevivéncia. Em 2011, o inibidor de CTLA-4 foi aprovado
em 2011 para o tratamento de melanoma (SALOMON et al., 2018).

Na esclerose multipla, a imunomodulagao também tem sido usada como opgéao

de tratamento. Esta € uma doenga autoimune inflamatéria causada por linfoécitos T
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autorreativos que atacam proteinas do sistema nervoso central, resultando em
inflamacao, desmielinizagdo e degeneragcdo de axbnios. Os pacientes com essa
doenga apresentam altos niveis, no sangue e no fluido cerebroespinhal, de citocinas
pré-inflamatérias como IFN-y, TFN-a, linfotoxina-a, IL-2, IL-1B e citocinas anti-
inflamatorias como IL-10, IL-13 e o fator de transformacé&o do crescimento beta (TGF-
B), sendo este ultimo associado a fadiga. Ha varios medicamentos imunomoduladores
usados para tratar a esclerose multipla e, de uma maneira geral, seus mecanismos
envolvem modular a resposta imunolégica do hospedeiro como reduzir o numero de
células T, células B, mondcitos/macrofagos, promover resposta anti-inflamatéria por
ativar resposta Th2, inibir a migracdo de linfocitos através da barreira
hematoencefalica por se ligar a integrina a431, entre outros. Mas apresentam muitos
efeitos adversos, ainda que raros: infecgdo urinaria e respiratoria, infecgdes
herpéticas, linfopenia, queda nos niveis de vitamina D, nausea, artralgia, febre,
bradiarritimia, bloqueio atrioventricular, funcdo renal elevada dentre outros (AL-
KHAMIS, 2016).

A artrite reumatoide € uma doencga cronica, sistémica, autoimune de etiologia
desconhecida que envolve as articulagdes, predominantemente as sinoviais, podendo
resultar em deformidade e destruicdo das mesmas. O reconhecimento de citocinas
pré-inflamatérias mais expressas na artrite reumatoide, como o IL-1, IL-6 e o TNF-a
possibilitou o surgimento de novas terapias tendo essas citocinas como alvos
(FALEIRO; ARAUJO, VARAVALLO, 2011). O inibidor de TNF-a foi o primeiro
imunomodulador aprovado para o tratamento desta doenca, e, posteriormente,
surgiram outros como etanercepte e adalimumabe (PAPPAS; GERALDINO-
PARDILLA; BATHON, 2011). No entanto, sdo medicamentos caros e, embora seguros
contra artrite reumatoide, podem apresentar complicagées como risco de infeccdes
graves, como reativagdo de tuberculose latente (FALEIRO; ARAUJO, VARAVALLO,
2011).
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2.6 RESPOSTAS IMUNES MODULADAS

O processo inflamatério envolve diferentes células (células T, células B),
enzimas, citocinas, eicosanoides e fatores de transcricdo. Em um local lesado, a
inflamacédo é iniciada pela migragdo de células inflamatérias dos vasos e pela
liberagdo de mediadores, seguido do recrutamento de células inflamatdrias, liberagao
de espécies reativas de oxigénio (ROS), de espécies reativa de nitrogénio (RNS) e
citocinas pro-inflamatdrias para eliminar patégenos estranhos, culminar a infecgéo e
possibilitar a regeneragéo dos tecidos (ANDRADE; VALENTAO, 2018).

Figura 5 — Ativagéo de células T e B
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As células T expressam em sua superficie o receptor de célula T (TCR), que se
liga a antigenos (figura 5). O antigeno é apresentado por uma célula denominada
célula apresentadora de antigeno (APC, do inglés, antigen presenting cell), que pode
ser uma célula dendritica, macréfago, células B entre outros. Apdés um processo de
digestao, a APC apresenta este antigeno na forma de um peptideo que estara ligado
a uma molécula de MHC (complexo principal de histocompatibilidade). O complexo
MHC-antigeno ativa o TCR e a célula T secreta citocinas, as quais irdo controlar as
respostas imunes. Esta apresentacdo de antigeno estimula as células T a se
diferenciarem em célula T citotoxica (CD8+) ou T-helper (CD4+) (Th). A célula T
citotoxica esta envolvida no combate de virus e células expressando antigenos
estranhos (como as tumorais). S&o ativadas quando ocorre a ligagéo entre o seu TCR
e um peptideo ligado ao MHC de classe |. Essa ativagdo causa expanséo clonal das
células T que produzirdo células efetoras que secretardo substancias para induzir a
célula alvo a apoptose. Ao final da infec¢ao, a maioria das células efetoras é eliminada
por fagécitos. As células Th CD4+ estdo envolvidas na estabilizagdo e intensidade da
resposta imune. Elas n&o tém atividade citotoxica ou fagocitica e sdo incapazes de
matar diretamente células infectadas. Porém, elas medeiam a resposta imune por
direcionar outras células a executarem essas tarefas e regular o tipo de imunidade
que sera desenvolvido. As células Th s&o ativadas quando seu TCR reconhece um
antigeno ligado as moléculas MHC de classe Il. As células B, ao contrario das células
T, podem reconhecer os antigenos diretamente, sem precisar de uma APC. A principal
funcao das células B é produzir anticorpos e, sob determinadas circunstancias, podem
atuar como APCs. Uma vez ativadas, as células B se proliferam e diferenciam em
células plasmaticas secretoras de anticorpo ou células B de memdria. Os anticorpos
se grudam ao agente invasor, num processo chamado de opsonizagao, o qual facilita
a fagocitose pelos macrofagos. As células plasmaticas tém vida curta e desaparecem
com a eliminagdo do patégeno causador da infecgdo. As células B de memodria
possuem vida longa e continuam expressando o receptor para o antigeno causador,
para que respondam rapidamente e produzam anticorpos, caso haja reexposi¢céo ao
antigeno (MARSHALL et al., 2018).

Imediatamente apds o estimulo pelo antigeno da APC, a célula Th comecga a
produzir IL-2 e s&o caracterizadas como ThO (CHAPLIN, 2010). IL-2 promove o
desenvolvimento das células T de memoaria e a diferenciacdo das células T efetoras

(WATERS et al., 2018). A medida que as células Th continuam em contato com o sinal
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ativador, elas progridem para uma resposta diferenciada (CHAPLIN, 2010). As células
Th podem executar varias respostas, sendo as mais frequentes Th1, Th2, Th17 e Treg
(MARSHALL et al., 2018) (figura 6).

Figura 6 — Respostas Th
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Fonte: BAILEY et al., 2014.

2.6.1 Resposta Th1

As células Th1 produzem IL-2, IFN-y (CHAPLIN, 2010; BHAUMIK; BASU, 2017)
e TNF-a (JANTAN; AHMAD; BUKHARI et al., 2015), embora este ultimo em baixa
quantidade porque é produzido principalmente por macrofagos (CHU, 2013). As
células Th1 sdo reguladas pelo fator de transcrigao t-bet (BEDOYA et al., 2013; RUSS
et al., 2013), e, também, pelo transdutor de sinal e ativador de transcricéo 4 (STAT4)
(XUE et al., 2019) (figura 6).

Estdo envolvidas na diferenciacdo da resposta Th1 as citocinas da familia IL-
12, a qual inclui quatro citocinas: IL-12, IL-23, IL-27 e IL-35. IL-12, IL-13 e IL-27 s&o

secretadas por células apresentadoras de antigenos ativadas, enquanto IL-35 é
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produzida regularmente por células T e células B. A IL-12 induz as células T CD4+ a
se diferenciarem em Th1. IL-12 esta associada a inflamacgao e a ativacdo de membros
especifico de STAT (transdutores de sinais e ativadores de transcricdo). Embora
muitas das caracteristicas moleculares e funcionais da IL-12 sejam conhecidas e um
pouco menos da IL-23, muito pouco se sabe da IL-27 e IL35 (SUN et al., 2015).

O IFN-y aciona a atividade bactericida dos macréfagos e melhora a imunidade
antiviral, assim como contra outros patégenos. O TNF-a causa a necrose de células
tumorais (um processo que envolve destruicdo de organelas e, finalmente, a lise) e
apoptose (um processo onde a célula encolhe, forma um corpo condensado e com
DNA fragmentado) (CHU, 2013). Além disso, o TNF-a ativa macréfagos, células T,
células B, produz citocinas pré-inflamatérias (IL-1, IL-6), produgcédo de quimiocinase,
moléculas de adesao e inibigao de células T reguladoras (SALOMON et al., 2018).

As citocinas oriundas da resposta Th1 também contribuem para a diferenciagao
de células B para causar a opsonizagao de anticorpos e, assim, melhorar a eficiéncia
dos fagdcitos. A resposta Th1 inapropriada esta associada com algumas doencas
autoimunes (MARSHALL et al., 2018).

2.6.2 Resposta Th2

As células Th2 produzem as citocinas IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 (CHAPLIN, 2010;
BHAUMIK; BASU, 2017) e também produz IL-10 (JANTAN; AHMAD; BUKHARI,
2015). A expresséo de células Th2 esta associada ao fator de transcricdo GATA-3
(BEDOYA et al., 2013; RUSS et al., 2013), e, além deste, o STAT3 e STAT6 também
estdo associados a regulacao da resposta Th2 (YAN et al., 2016) (figura 6).

Essas citocinas estdo envolvidas no desenvolvimento de células B produtoras
de imunoglobulina E, e, também, como no desenvolvimento e recrutamento de
mastocitos e eosindfilos, os quais sdo essenciais nas respostas contra muitos
parasitas. Mastdcitos e eosindfilos tém papel fundamental na iniciagdo da inflamagao
aguda, tal como acontece na alergia e na asma. Os anticorpos IgE estao associados
as respostas alérgicas, entdo, um desbalango na produgéo de citocinas Th2 esta

associado ao desenvolvimento de condigbes alérgicas (MARSHALL et al., 2018).
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As células Th1 e Th2 frequentemente participam juntas nas respostas imunes,
porém, apos imunizagao prolongada, uma resposta torna-se dominante. Geralmente,
a células Th1 medeiam resposta imune enquanto as células Th2 medeiam as

respostas humoral e alérgica (CHAPLIN, 2010).

2.6.3 Resposta Th17

As células Th17 produzem varias citocinas, sendo a principal IL-17 (CHAPLIN,
2010). As células Th17 sao induzidas no inicio da resposta adaptativa a bactérias
extracelulares e contribuem para o recrutamento de neutrofilos. Também esta
associada com respostas de inflamacgao, particularmente nas infeccbes e doencas
cronicas (MARSHALL et al., 2018) (figura 6).

A expressado das células Th17 esta associada ao fator de transcricdo RORyt
(NORMANTON; MARTI, 2013; RUSS et al., 2013). E descrito na literatura que
experimentos com camundongos onde houve mutagdo na Foxp3 resultaram em
doenca autoimune linfoproliferativa fatal. Similarmente, humanos com a sindrome de
desregulagao imune, poliendocrinopatia e enteropatia ligada ao X (IPEX) possuem
mutacao na Foxp3 e apresentam um conjunto de sintomas consistentes com células
Treg Nd0 funcionais (ZIEGLER; BUCKNER, 2009).

Th17 e IL-17 estdo envolvidas em muitas doengas autoimunes como esclerose
multipla, psoriase, artrite reumatoide, lupus sistémico eritematoso e asma. O Th17
tem sito associado também ao diabetes tipo 1 (BEDOYA et al., 2013). A IL-17 possui
papel importante no curso de doengas causada por Klebsiella pneumoniae (CHEN et
al.,, 2016) e Candida albicans (MENGESHA; CONTI, 2017). Ademais, tem sido
descrita a participagdo desta citocina na rejeicdo aguda em transplante de 6rgaos
(NORMANTON; MARTI, 2013).

Enquanto sua contribuicdo para a inflamagdo e autoimunidade tem sido
estabelecida sem controvérsia, seu papel na imunidade tumoral é controverso. E
descrito na literatura que a Th17 combate o cancer como também ¢é descrito que
promove o tumor (BAILEY et al., 2014).

A inducéao de células Th17 ocorre através da combinacao de IL-6 e TGF[3, ou
IL-21 e TGF-B na auséncia de IL-6. Das varias citocinas produzidas pela linhagem
Th17, incluem: IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-21, GM-CSF (fator estimulador de colénias de
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granulécitos e macréfagos), TNF-aq, IL-9, IL-10, e IFN-y. Seus niveis sdo aumentados
diante de IL-23, IL-1B, TNF-a e altos niveis de sédio. Todavia, IL-25, IL-27, IL-2,
SOCS3 (supressor da sinalizagao de citocina 3), SOCS1 (supressor da sinalizagao de
citocina 1), vitamina D e acido retinoico regulam negativamente as células Th17
(BEDOYA et al., 2013).

2.6.4 Resposta Treg

Ha uma subpopulacdo de Ilinfocitos T CD4+ com propriedades
imunossupressoras, chamado de Treg (KONDELKOVA et al., 2010). Assim como as
células Th17, a expressao das células Treg esta associada ao fator de transcrigao
Foxp3 (RUSS et al., 2013; PLITAS; RUDENSKY, 2016). As células Trg se
desenvolvem naturalmente no timo com a expressdo de Foxp3 ou na periferia por
estimulo de TGF-B. Uma vez que TGF-3 também induz a expressao de RORyt, entéo
esta citocina relaciona a diferenciagdo das duas linhagens Th17 e Treg. Contudo, na
auséncia de um segundo sinal de uma citocina pro-inflamataéria, Foxp3 inibe RORyt e,
deste modo, direciona a diferenciagdo de Treg. Mas se a célula recebe um sinal de
uma citocina pré-inflamatéria, Foxp3 € inibida e a via de diferenciagdo Th17 é induzida
(ZIEGLER; BUCKNER, 2009) (figura 6).

Os linfécitos Treg produzem IL-10 e TGF-3, as quais tém papel ha modulagao
da resposta imune (SHEVACH, 2018; MARSHALL et al., 2018). Estes linfécitos estao
envolvidos em muitas doengas humanas (alérgicas, autoimunes, inflamatérias) e seu
uso em tratamentos emerge como uma possibilidade dada sua atividade funcional
(PLITAS; RUDENSKY, 2016).

O CD25 é um marcador para o linfécito Treg uma vez que é essencial para sua
diferenciacdo e proliferagcdo. Ratos sem a cadeia IL2Ra ou IL2RB sofriam
autoimunidade massiva, mas a mesma foi revertida ao transferir células T CD4+CD25.
O baixo nivel de Treg foi associado ao baixo nivel de IL-2 (MALEK et al., 2002).

Uma maneira de avaliar a expressao destes genes e citocinas é através de
reagcao de cadeia em polimerase (PCR), a qual ja foi demonstrada ser um método
eficaz para este fim (SHAN et al., 2013). Essa técnica tem sido usada em varios

trabalhos, como, por exemplo, Xu et al. (2011) que estudaram o balango entre Th17 e
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Treg Na colite e fizeram a analise de citocinas e expressao de genes por meio de PCR.
BELLANGER et al. (2016) utilizaram a técnica de PCR para anadlisar a detectar e
quantificar as citocinas de Th17 no fluido broncoalveolar de pacientes com pneumotite

de hipersensibilidade.
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2.7 IMPORTANCIA DO ESTUDO

Muitas doencgas inflamatodrias tornaram-se comuns na sociedade do mundo
todo (GAUTAM; JACHAK, 2009). A interagao entre as células do sistema imunoldgico
e agentes etiolégicos estranhos € um mecanismo de defesa, mas quando a resposta
ocorre excessiva ou inapropriadamente, pode lesar os tecidos do hospedeiro e
resultar no surgimento de diferentes doengas imunes ou de inflamag&o crénica como
alergia, problemas autoimunes, desordens reumatoides, canceres e outros (JANTAN;
AHMAD; BUKHARI, 2015).

O uso de drogas anti-inflamatérias apresenta as desvantagens de efeitos
adversos e custos de tratamento. Alternativamente a essas drogas, tém os produtos
naturais, que, uma vez eficazes e baratos, representam uma esperanca para descobrir
substancias que possam ser desenvolvidas em drogas para tratar doencgas
inflamatdrias (GAUTAM; JACHAK, 2009).

Os compostos naturais tém contribuido grandiosamente para as terapias
imunomodulatodrias. Desde os tempos antigos, os produtos naturais tém constituido
tratamento com poucos efeitos adversos. Ha muitas substancias que sdo conhecidas
por influenciar o sistema imunoldgico. Uma vez que a imunomodulagao é a chave para
a homeostase da estabilidade fisiolégica do organismo, € importante procurar por
imunomoduladores, como os derivados de produtos naturais (ORTUNO-SAHAGUN et
al., 2017).

O conhecimento que produtos naturais sdo uma fonte rica de descobertas
terapéuticas permitiu o desenvolvimento de muitas das drogas mais usadas no
mundo. Desde 1940, cerca de 73% das drogas antitumorais foram descobertas ou
inspiradas em moléculas naturais. Em relacdo aos anti-inflamatorios, os produtos
naturais tendem a agir mais sutil e amplamente que a maioria das drogas, com efeitos
modestos em multiplas etapas da cascata da inflamacgéo ao invés de atuar em uma
unica etapa, como as drogas fazem (GOSSLAU et al., 2011).

As plantas continuam sendo excelente fonte para a descoberta e
desenvolvimento de drogas modernas. Os derivados de produtos naturais podem ser
sinteticamente modificados para melhorar seu perfil farmacoldgico. Para que estas
substancias sejam candidatas aos testes clinicos, sdo necessarios estudos que
investiguem a atividade biolégica, mecanismo de agao e a sintese de analogos (LEE,
2010).
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O reconhecimento da veracidade da atividade biolégica de substancias
quimicas isoladas é um desafio para os produtos naturais com eficacia terapéutica. A
complexidade do produto € sua caracteristica especial que garante eficacia e auséncia
de efeitos adversos. Deste modo, é de extrema importdncia que haja estudos
investigando a atividade destas substancias através de metodologia rigorosa para que
possa servir de referéncia para pesquisadores e para a industria (GOSSLAU et al.,
2011).

Embora na literatura haja trabalhos sobre a atividade imunomodulatéria do 6leo
de copaiba (Teixeira et al., 2017; Caputo et al., 2020) e do extrato de baccharis (Paul
et al., 2009; Oliveira et al., 2012; Padua et al., 2013), nas bases de dados pesquisadas
(Periddico Capes, Scientific Electronic Library Online - SciELO, National Center for
Biotechnology Information - NCBI, Repositorio Institucional da UFJF, Biblioteca Digital
de Teses e Dissertagdes) nao foram encontrados trabalhos que avaliaram a atividade
imunomodulatéria do AC e do OB isoladamente. Deste modo, o estudo da atividade
imunomodulatéria destas substéncias isoladas realizado neste estudo se mostra
importante contribuicdo para a literatura cientifica, podendo descobrir substéncias

com potencial atividade assim como fundamentar futuros trabalhos.
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho tera como objetivo geral avaliar os efeitos
imunomodulatérios in vitro do 6xido baccharis e do acido copalico sobre células
obtidas de camundongos C57BL/6.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos citotoxicos do éxido baccharis e do acido copalico sobre as
células peritoneais de camundongos C57BL/6.

¢ Avaliar os efeitos do 6xido de baccharis e do acido copalico sobre a proliferagao
celular de esplendcitos de camundongos C57BL/6.

¢ Avaliar os efeitos do 6xido baccharis e do acido copalico sobre a produc¢ao das
citocinas IL-1B, IL-6, IL-12, IFN-y, TNF-a em culturas de células peritoneais de
camundongos C57BL/6;

e Avaliar os efeitos do 6xido baccharis e do acido copalico sobre a producéo de
oxido nitrico (nitrito) em culturas de células peritoneais de camundongos
C57BL/6;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram solicitados no total 20 camundongos (Mus musculus) da linhagem
C57BL/6 fémeas, com 8-12 semanas. Os animais foram mantidos no biotério do
Laboratdrio de Biofarmacia da Faculdade de Farmacia, em gaiolas com dimensé&o de
30 x 45 x 15 cm e em grupos de no maximo 8 animais por gaiola. Estes foram alojados
em sala com temperatura ambiente 23 + 2 °C, sob ciclo claro-escuro de 12-12h, sendo
as luzes acessas as 7 h e apagadas as 19h. As mesmas tiveram livre acesso a ragao
e agua.

Os animais foram provenientes do Biotério do Centro de Biologia da
Reproducgao da Universidade Federal de Juiz de Fora. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com os principios do Codigo Brasileiro para a Utilizagao de
Animais de Laboratério tendo sido autorizados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora — MG (Protocolo N° 009/2020).

O Certificado da Comiss&o Etica no Uso de Animais e o Parecer estdo nos

anexos A e B, respectivamente.
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4.2 OBTENCAO DAS SUBSTANCIAS

As substancias foram obtidas de forma sucinta como descrito a seguir e
gentilmente cedidas para este trabalho pelo professor Ademar Alves da Silva Filho.

O AC foi isolado no Nucleo de Identificacdo e Pesquisa em Principios Ativos
Naturais (NIPPAN) paralelamente no trabalho de dissertagéo “Isolamento do acido
caurenodico a partir dos ramos de Mikania glomerata Sprengel (Asteraceae) e
desenvolvimento de nanocarreadores para sua incorporacao” da aluna Kézia Cristine
Barbosa Ferreira, orientada pelo professor Frederico Pittella Silva.

O OB foi isolado no Centro de Pesquisa de Ciéncias Farmacéuticas em trabalho
de dissertacdo “Caracterizacdo quimica e avaliacdo da atividade anti-inflamatéria
tépica in vivo do extrato hexanico e 6xido de baccharis obtidos das raizes de Baccharis
dracunculifolia D.C. (Asteraceae)” do aluno Everton Allan Ferreira, mais a colaboragao
do mestrando Lucas Sales Queiroz e do aluno de iniciagdo cientifica lgor Moreira

Campos, orientados pelo professor Ademar Alves da Silva Filho.

4.2.1 Acido Copalico

Resina de copaiba foi pesada e submetida a cromatografia liquida acoplada a
vacuo, gerando fracées e estas foram submetidas a cromatografia em camada
delgada. As fragdes que apontaram presenca de AC segundo a cromatografia em
camada delgada, foram unidas e submetidas a uma nova extragcdo em cromatografia
liquida aplicada a vacuo. Verificou-se a presenca de AC na fragao hexano:acetato de
etila 95:5 e, a partir dai, partiu-se para extragao acido-base com solugao aquosa de

carbonato de sodio a 5%, obtendo-se assim o AC com cerca de 96% de pureza.

4.2.2 Oxido baccharis

Raizes secas de Baccharis dracunculifolia foram trituradas e extraidas, por
maceragao, usando n-hexano como solvente. Apds o processo de extragdo, 0 n-
hexano foi removido e obteve-se um extrato. Este foi submetido a cromatografia de
silica gel (40-63 mesh, Merck) sob um sistema de cromatografia liquida a vacuo (VLC,
colunas de vidro com 5-10 cm) usando mistura de hexano:etilacetato em proporgdes

crescentes como eluente, que resultou em 7 fragdes. A fracdo hexano:etilacetato
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85:15 foi submetida a coluna cromatografica com silica gel, usando hexano:etilacetato
em proporgdes crescentes como eluente, isolando o OB. A estrutura quimica do OB
foi determinada por ressonancia magnética nuclear de 'H e 3C e sua pureza foi
estimada como maior que 95% por cromatografia gasosa acomplada a detector de

ionizagao por chama e pela analise da ressonancia magnética nuclear '3C.
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4.3 OBTENCAO DAS CELULAS PERITONEAIS E ESPLENOCITOS

Os animais foram sedados com cloroférmio e, logo apos, eutanasiados através
de deslocamento cervical. Em seguida, realizaram-se os procedimentos de extragéo
do exsudato peritoneal para obtengcdo de células peritoneais (macréfagos em sua
maioria) e dissecagao do bago para obtengdo de esplendcitos (linfocito, mondcito,

células NK, entre outras).

4.3.1 Células peritoneais

A pele da regido abdominal dos animais foi removida e feita assepsia com
etanol 70% (v/v). Em seguida, foi inoculado 5 mL de tampao fosfato salina (PBS)
estéril na cavidade abdominal. Apds a inoculagao, realizou-se massagem abdominal
30 vezes por, aproximadamente, por 30 segundos para desprendimento das células,
entdo o liquido peritoneal foi aspirado e transferido para tubo plastico estéril do tipo
Falcon.

ApOs a coleta, os tubos foram centrifugados a 1000 rpm por 10 minutos a 4°C
(Novatecnica NT 815). O sobrenadante foi descartado e o sedimento de células foi
ressuspenso em 1 mL de PBS estéril (pH = 7,4). O numero de células presente no
lavado peritoneal foi contado num hemocitémetro (Camara de Neubauer). A
viabilidade celular foi avaliada com azul de Tripan (0,1%). Entao, foi feito ajuste do
volume para obter a concentragéo final de 1,5 x 10® para os testes de viabilidade
celular e de 2 x 10° células mL para obter sobrenadantes para ensaio do NO e ELISA.

As células foram adicionadas em meio de cultura de célula RPMI completo —
RPMI 1640 (Sigma) + estreptomicina, 50 ug/mL (Sigma); penicilina, 50 u/mL (Sigma);
aminoacido nao essencial, 1% v/v (Sigma); soro fetal bovino, 5% (Sigma); hepes, 1,5
mL / 500 mL de meio — 250 mM (Sigma); L. glutamina, 4 mM (Sigma) — em placa de
cultura de 24 pocos. Estas foram colocadas em cultura a 37 °C por 1 hora, ap6s isto
o sobrenadante foi coletado para retirar as células ndo aderentes. Novamente foram
colocadas em cultura 37°C, agora por 24 horas a 5% de CO2, sem ou com estimulo
de lipopolissacarideo (LPS) (Sigma L2880, Escherichia coli O55:B5, Brasil) a 1 ug/mL
com as substancias AC e OB nas concentragdes que nio foram citotoxicas de acordo
com o MTT.
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4.3.2 Esplendcitos

O bacgo dos animais foi coletado de forma asséptica e, apds lavagem com
solugdo de RPMI estéril, foi macerado em 5 mL desta mesma solucéo e transferidos
para tubos Falcon de 15 mL. Estas células foram centrifugadas a 1000 rpm por 10
minutos a 4°C (Novatecnica NT 815). O botao celular foi ressuspenso em solugéo de
cloreto de amoénio 0,16M em Tris (hidroximetil) aminometano 0,17 M para causar a
lise das hemacias. Este processo foi repetido até lise total das hemacias.

Em seguida, as células foram ressuspensas em meio RPMI completo — RPMI
1640 (Sigma) + estreptomicina, 50 uyg/mL (Sigma); penicilina, 50 u/mL (Sigma);
aminoacido nao essencial, 1% v/v (Sigma); soro fetal bovino, 5% (Sigma); hepes, 1,5
mL / 500 mL de meio — 250 mM (Sigma); L. glutamina, 4 mM (Sigma) — a suspensao
foi transferida para tubos do tipo Falcon de 15 mL para serem contadas em camara
de Neubauer. Ajustaram-se as suspensdes para obter numero de células igual a 1,0
x 108 células/mL e estas foram colocadas em cultura em placas 96 pogos por 24 horas
com ou sem estimulo, em estufa umida a 37°C e 5% de COz2 (Laboven L212), para a
realizacao do teste de proliferagao celular.

As culturas foram estimuladas com Concanavalina A (ConA, Sigma C2010,
Canavalia ensiformis, Brasil) a 5 ug/mL e tratadas com AC e OB nas concentracdes

que nao foram citotoxicas de acordo com o MTT.
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4.4 DISTRIBUIGAO DE ANIMAIS POR PROCEDIMENTO

A quantidade de animais usados como fonte de células peritoneais e
esplendcitos por cada um dos procedimentos experimentais realizados neste

trabalhado encontra-se detalhado na tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo de animais por procedimento

Quantidade de animais Procedimento

8 Animais MTT e Tripan
ELISA

6 Animais Proliferacao

NO
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4.5 VIABILIDADE CELULAR — ENSAIO MTT

O efeito citotdxico in vitro, apds tratamento com AC e OB, foi avaliado
quantitativamente pelo ensaio colorimétrco do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl)-2,5-difenil tetrazolium]). Neste teste, o MTT ¢é reduzido por proteinases
mitocondriais as quais sao ativas apenas em células viaveis, causando a produg¢ao do
sal de formazan, o qual altera a coloragao do meio para roxa (MOSMANN, 1983).

As células foram quantificadas em hemocitémetro (cdmara de Neubauer) e,
posteriormente, o ajuste para 1,5 x 10° células/mL para as células peritoneais em meio
RPMI completo — RPMI 1640 (Sigma) + estreptomicina, 50 pg/mL (Sigma); penicilina,
50 u/mL (Sigma); aminoacido nao essencial, 1% v/v (Sigma); soro fetal bovino, 5%
(Sigma); hepes, 1,5 mL / 500 mL de meio — 250 mM (Sigma); L. glutamina, 4 mM
(Sigma). As células peritoneais foram entdo transferidas para placa de 96 pogos de
fundo chato e fundo “U”, na concentragéo de 1,5 x 10° células/pogo.

Apos o periodo de 2 horas para adesédo das células peritoneais, o meio foi
retirado e as placas foram lavadas com PBS e entdo os pocos receberam 50 uL de
OB e de AC diluido em meio RPMI completo, com 0,1% de dimetilsulféxido (DMSO,
Vetec, Brasil), de modo a atingir as concentragdes de 5 uM — 10 yM — 25 yM — 50 uM
— 75 uM — 100 uM (todas em triplicata) no volume final por pogo de 200 pL e, entao,
as placas foram incubadas novamente por periodos de 24 e 48 horas em estufa Umida
a 37°C e 5% de CO2 (Laboven L212).

O controle positivo (mortalidade celular) utilizado foi DMSO 2% e o controle
negativo foi somente meio de cultura RPMI completo. Testou-se também o efeito de
DMSO 0,1% (diluido 400 vezes), visto que nos pogos da placa as substéncias estao
em meio RPMI completo com DMSO nesta diluicdo.

Ap6s os periodos de incubagdo, serao retirados os sobrenadantes e
adicionados, em cada pog¢o, 100 pyL da solugdo de meio RPMI completo e 10 pL do
reagente MTT na concentragdo de 5 mg/mL, mantendo a placa protegida da luz. A
placa sera homogeneizada e novamente incubada em estufa umida a 37°C e 5% de
CO2 (Laboven L212), por 4 horas. Em seguida, os sobrenadantes foram retirados e
em seguida adicionados 100 yL de DMSO por pogo. A placa foi agitada a 150 rpm/10
minutos e a absorbancia medida em leitora de microplacas (TP Reader) no

comprimento de onda de 550 nm.



56

4.6 VIABILIDADE CELULAR - AZUL DE TRIPAN

A citotoxicidade celular também foi avaliada pela coloragao do azul de Tripan.
Este é ensaio de exclusdo que se baseia no fato que as células viaveis possuem
membranas intactas que impedem a entrada de certos corantes, enquanto a
membrana de células ndo viaveis ou mortas sao incapazes, causando a entrada deste
e corando seu interior. Este € um ensaio de exclusao que permite visualizar e distinguir
no microscépio as células viaveis das nao viaveis.

Para esse ensaio, as células peritoneais foram plaqueadas na densidade de
1,5 x 108 células/mL, em meio RPMI completo — RPMI 1640 (Sigma) + estreptomicina,
50 pg/mL (Sigma); penicilina, 50 u/mL (Sigma); aminoacido ndo essencial, 1% v/v
(Sigma); soro fetal bovino, 5% (Sigma); hepes, 1,5 mL / 500 mL de meio — 250 mM
(Sigma); L. glutamina, 4 mM (Sigma), em placas de 24 pogos. Apds o periodo de 24
horas para adesao, o meio foi retirado e as placas foram lavadas com PBS e entéo os
pocos receberam 50 uL de OB e de AC diluido em meio RPMI completo, com 0,1%
de dimetilsulféxido (DMSO, Vetec), de modo a atingir as quantidades de 5 yM - 10
UM — 25 pM - 50 pM — 75 uM — 100 uM e receber RPMI completo para completar o
volume final. O meio de cultura RPMI completo foi utilizado como controle negativo,
durante o periodo de 24 e 48 h. Apds essa etapa, as células dos pocos foram
desaderidas por acdo da tripsina e coletadas em um microtubo de 1,5 mL.
Posteriormente, foi adicionado 0,4% do corante Azul de Tripan diluido em PBS (pH
7,2 -7,4) na proporgao de 1:1 volume/volume (v/v) (SENFF-RIBEIRO et al., 2004). As
células foram contadas na Cémara de Neubauer, sendo consideradas nao viaveis
quando apresentarem em seu interior a coragao azul e os resultados foram obtidos
pelo calculo: células ndo coradas / (células coradas + nao coradas) x 100 (MCGAHON

et al., 1995), conforme mostrado na férmula abaixo.

células transparentes
x 100% = resultado

célulares coradas + células transparentes
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4.7 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

Para o ensaio de proliferagdo, os esplendcitos na concentragao 1,0 x 108
células/mL foram estimulados com Concanavalina A (ConA, Sigma C2010, Canavalia
ensiformis, Brasil) a 5 pyg/mL como mitégeno, e receberam os tratamentos com o AC
e OB em concentragdes que nao apresentarem citotoxicidade. Apds incubagao (48 h)
foram retirados os sobrenadantes e adicionados, em cada poc¢o, 100 pyL da solucao
de meio RPMI completo e 10 pL do reagente MTT na concentragdo de 5 mg/mL,
mantendo a placa protegida da luz. A placa foi homogeneizada e novamente incubada
em estufa umida a 37°C e 5% de CO2 (Laboven L212), por 4 horas. Em seguida, os
sobrenadantes foram retirados e adicionou-se 100 yL de DMSO por pogo. Apos
agitacédo a 150 rpm/10 minutos a medida da absorbancia sera realizada em leitora de
microplacas (TP Reader) no comprimento de onda de 550 nm, como feito para os

ensaios de citotoxicidade.
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4.8 PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO (NITRITO)

A producao de 6xido nitrico foi verificada indiretamente pela presencga de nitrito
porque este é um produto de degradagéo do 6xido nitrico. Apds 24 horas o tratamento
ou ndo com a substéancia isolada, conforme descrito no tdpico 4.3, foi coletado 100 L
de sobrenadante da cultura de macrofagos (células peritoneais) nos pogos de
microplacas com fundo chato tipo Corning. O sobrenadante foi incubado por 5 minutos
a temperatura ambiente com 100 pyL do Reativo de Griess (DING et al., 1988).

A absorbancia foi medida utilizando-se um filtro de 540 nm em um leitor
automatico de microplacas (TP Reader) e a produ¢do de NO quantificada através de
comparagao com uma curva padrao de nitrito em concentragdes variando de 3,12 a

100 uM, sendo os resultados expressos em mol/L.
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4.9 DETERMINAGCAO DE CITOCINAS POR ELISA

As suspensdes de células foram cultivadas na densidade de 2,0 x 10%/pogo
(células peritoneais) em meio RPMI completo — RPMI 1640 (Sigma) + estreptomicina,
50 ug/mL; penicilina, 50 u/mL; aminoacido n&o essencial, 1% v/v; soro fetal bovino,
5%; hepes, 1,5 mL / 500 mL de meio — 250 mM; L. glutamina, 4 mM), na estufa umida
a 37°C e 5% de CO2 (Laboven L212).

As culturas foram estimuladas com LPS (Sigma, Brasil) a 1 ug/mL (macréfagos
peritoneiais). Os sobrenadantes foram coletados apds 48 horas e as microplacas
foram sensibilizadas com um primeiro anticorpo (IL-183, IL-6, IL-12, IL-4, IFN-y, TNF-
a) (PeProtech Inc, New Jersey), diluidos em PBS, incubados durante 16 horas a 4°C
e bloqueados com PBS-Tween 20 (PBS-T) + 10% SFB, por 2 horas.

Apos este periodo, as placas foram lavadas quatro vezes em PBS-T e, em
seguida, adicionados os padrdes (das citocinas citadas anteriormente) recombinante
de camundongo (PeProtech Inc, New Jersey) e as amostras dos animais utilizados no
modelo experimental. As placas foram entdo incubadas por mais 2 horas a
temperatura ambiente. Terminada a incubagao as placas foram lavadas quatro vezes
em PBS-T e o segundo anticorpo biotinilados (dos respectivos anticorpos primarios)
(PeProtech Inc, New Jersey) foram adicionados e incubados por mais 1 hora a
temperatura ambiente.

A seguir mais quatro lavagens com PBS-T foram feitas, para adicionar o
conjugado enzimatico constituido do complexo streptoavidina-peroxidase, na diluigao
de 1/400 (SIGMA - Co, St. Louis), seguido de incubagao por 1 hora. Apés este periodo,
a reacao foi revelada pela adi¢do do substrato contendo Tamp&o Citrato (pH 5,5),
cromogeno ABTS (1 mg/mL) e agua oxigenada 30% (1 pg/mL). A reacao foi bloqueada
com acido sulfurico 4 N e a leitura foi realizada em leitor de microplacas (TP Reader)
a 440 nm. As amostras foram quantificadas por comparagao com as curvas padrdes
recombinantes (as concentragdes dos anticorpos e recombinantes foram de acordo

com as recomendacodes do fabricante PeProtech Inc, New Jersey).
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada pelo programa Instat Graphpad versao 3.0. O
teste de Tukey utilizado considerou p<0,05 para indicar nivel de significancia. Os
graficos foram desenhados pelo programa Graphpad Prism verséo 9.
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5 RESULTADOS

5.1 VIABILIDADE CELULAR — MTT

5.1.1 MTT das células peritoneais tratadas com AC

Em relagdo aos ensaios bioldgicos, no teste realizado com MTT nao foi
observada citotoxicidade do AC nas concentragdes avaliadas, de 100, 75, 50, 25 10 e
5 uM em células peritoneais no periodo de 24 horas (Grafico 1A) e no periodo de 48
horas (Grafico 1B). Na concentragcédo de 100 uM no periodo de 48 horas de incubagao,
nota-se uma menor absorbancia frente as células, ressaltando mesmo assim que esta

nao foi estatisticamente significativa (Grafico 1B).
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Grafico 1. Resultado do ensaio de MTT realizado sobre as células peritoneais tratadas com AC por um
periodo de 24 horas (Grafico 1A) e por periodo de 48 horas (Grafico 1B) nas concentragdes de 100,

75, 50, 25 10 e 5 yM. Dados expressos como média + erro padrédo da média. Neste grafico,

p<0,001 comparado com o controle (células). Abreviatura: DMSO, dimetilsulfoxido.
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5.1.2 MTT das células peritoneais tratadas com OB

Ainda no ensaio de MTT, agora com outra substancia deste estudo sendo
testada, os resultados do 6xido de baccharis sobre as células peritoneais nos mostram
nao haver citotoxicidade nas concentragdes avaliadas (100, 75, 50, 25 10 e 5 yM) no
periodo de 24 e também em 48 horas (Grafico 2A e 2B).
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Grafico 2. Resultado do ensaio de MTT realizado sobre as células peritoneais tratadas com OB por um
periodo de 24 horas (Grafico 2A) e por periodo de 48 horas (Grafico 2B) nas concentragdes de 100,

75, 50, 25 10 e 5 yM. Dados expressos como média + erro padrdao da média. Neste grafico,

p<0,001 comparado com o controle (células). Abreviatura: DMSO, dimetilsulféxido.
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5.2 VIABILIDADE CELULAR - AZUL DE TRIPAN

5.2.1 Azul de Tripan das células peritoneais tratadas com AC

Outra metodologia foi empregada para se avaliar uma concentragao
efetivamente segura para ensaios biolégicos com células. A viabilidade celular pelo
azul de Tripan nas células peritoneais frente ao AC apds 24 horas de incubacgao foi
maior que 80% em todas as concentragdes testadas. Resultado um pouco diferente
foi apresentado apds 48 horas de exposi¢cdo, onde a viabilidade manteve-se maior
que 80% em todas as concentragdes, exceto na concentracédo de 100 pM, a qual

apresentou viabilidade de 76% (grafico 3).
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Grafico 3. Resultado de viabilidade expresso em porcentagem do ensaio do azul de Tripan sobre as
células peritoneais expostas ao AC apods 24 e 48 horas nas concentragdes de 100, 75, 50,2510 e 5
MM. Abreviatura: h, hora; DMSO, dimetilsulféxido.
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5.2.3 Azul de Tripan das células peritoneais tratadas com OB

A viabilidade das células peritoneais avaliada pelo azul de Tripan assim como
no ensaio de MTT, também foi realizada apds exposi¢cao ao OB por 24 e 48 horas
conforme descrito em material e métodos. O resultado apresentado no grafico 4
mostra que apos 24 horas de incubacao, em todos os grupos de estudo, esta ficou
entre 80 e 90% do apresentado pelas células isoladas. Apds 48 horas de exposicao
ao oxido de baccharis, a viabilidade manteve-se entre 80 e 90% em todas as
concentracdes, exceto na concentracdo de 100 uM, a qual apresentou viabilidade de
72% (gréfico 4).
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Grafico 4. Resultado de viabilidade expresso em porcentagem do ensaio do azul de Tripan sobre as
células peritoneais expostas ao OB apds 24 e 48 horas nas concentragdes de 100, 75, 50,2510 e 5
MM. Abreviatura: h, hora; DMSO, dimetilsulféxido.
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5.3 ENSAIO DE PROLIFERAGAO CELULAR

O ensaio de proliferacdo celular mostra que os esplenécitos estimulados com
o concanavalina A (CP) proliferaram em quantidade superior ao grupo controle
negativo (p < 0,001). O AC reduziu a proliferagao celular dos esplenécitos estimulados
em 37% e 34% nas concentragdes de 75 uM e 50 pM, respectivamente (grafico 5).

Nenhuma das concentragdes testadas de OB reduziu a proliferagcdo dos esplendcitos.
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Grafico 5. Resultado do ensaio de proliferagéo celular do AC e do OB sobre os esplendcitos no periodo
de 48 horas nas concentragdes de 75, 50 e 25 yM. Dados expressos como média * erro padrao da
média. Neste grafico, * = p<0,05 comparado com o controle positivo; *** = p <0,001 comparado com o

controle negativo. Abreviatura: CN, controle negativo; CP, controle positivo; AC, acido copalico; OB,

o6xido baccharis.
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5.4 PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO (NITRITO)

Realizou-se o ensaio de NO para avaliar a producdo deste composto uma vez
que este é um mediador inflamatério muito presente nos processos inflamatérios. A
producao de NO mostra que as células peritoneais dos animais estimuladas com o
LPS (CP) apresentaram produgado estatisticamente superior ao grupo controle
negativo (p < 0,001). Observando o resultado relativo ao tratamento in vitro, tanto o
AC como o OB reduziram a produg¢ao de NO na concentragéo de 75 yM (grafico 6). O

AC reduziu a produgdo em 21,1 £ 0,7 % enquanto o OB reduziu em 18,8 £ 0,6 %.
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Grafico 6. Resultado do 6xido nitrico do AC e do OB sobre as células peritoneais no periodo de 48
horas nas concentragdes de 75, 50 e 25 yM incubadas por 48 horas a 37°C a 5% de CO2. Dados
expressos como média + erro padrdo da média. Neste grafico, * = p<0,05 comparado com o controle
positivo; ** = p <0,01 comparado com o controle positivo; *** = p <0,001 comparado com o controle
negativo. Abreviatura: CN, controle negativo; CP, controle positivo; AC, acido copalico; OB, éxido

baccharis.
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5.5 DETERMINAGAO DE CITOCINAS POR ELISA EM CELULAS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS C57BL/6

5.5.1 Determinagao de IFN-y por ELISA

A determinagdo de IFN-y por ELISA mostra que as células peritoneais dos
animais estimuladas com o LPS (CP) apresentaram producgédo estatisticamente
superior ao grupo controle negativo (p<0,01). Observando o resultado relativo ao
tratamento in vitro, ndo houve redugao na producao de IFN-y pelas células peritoneais

tratadas com AC nem das tratadas com OB em relagao ao controle positivo (grafico
7).
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Grafico 7. Resultado da determinagéo de IFN-y por ELISA nas células peritoneais estimuladas com
LPS na concentragdo de 1 ug/mL e tratadas com AC ou OB nas concentragdes de 25, 50 e 75 yM
incubadas por 48 horas a 37°C a 5% de CO.. Dados expressos como média + erro padrao da média.
Neste gréfico, ** = p <0,01 comparado com o controle negativo. Abreviatura: IFN-y, interferon gama;

CN, controle negativo; CP, controle positivo; AC, acido copalico; OB, éxido baccharis.
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5.5.2 Determinacao de IL-13 por ELISA

A determinagao de IL-1B por ELISA mostra que as células peritoneais dos
animais estimuladas com o LPS (CP) apresentaram produgédo estatisticamente
superior em relagdo ao grupo controle negativo (p < 0,05). Observando o resultado
relativo ao tratamento in vitro, nas células peritoneais submetidas a concentragao de
75 uM de AC, houve reducgao (68,8 % + 2,5 %) na produgdo de IL-1 em relagéo ao
grupo controle positivo, sendo esta redugao estatisticamente significativa (p < 0,05).
As demais concentragdes, tanto do AC quanto do 6xido de baccharis, ndo reduziram
de forma estatisticamente significante a produgao desta citocina em relagdo ao grupo
controle positivo (grafico 8).
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Grafico 8. Resultado da determinagao de IL-1B por ELISA nas células peritoneais estimuladas com
LPS na concentragdo de 1 ug/mL e tratadas com AC ou OB nas concentragdes de 25, 50 e 75 yM
incubadas por 48 horas a 37°C a 5% de CO.. Dados expressos como média + erro padrdao da média.
Neste grafico, * = p<0,05 comparado com o controle positivo, ** = p < 0,05 comparado com o controle
negativo. Abreviatura: IL-1p, interleucina 1-Beta; CN, controle negativo; CP, controle positivo; AC, acido
copalico; OB, 6xido baccharis.
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5.5.3 Determinagao de IL-6 por ELISA

A determinacédo de IL-6 por ELISA mostra que as células peritoneais dos
animais estimuladas com o LPS (CP) apresentaram producgédo estatisticamente
superior em relagéo ao grupo controle negativo (p < 0,001). Observando o resultado
relativo ao tratamento in vitro, nas células peritoneais submetidas a concentragéao de
75 uM de AC, houve reducgao (54,7 % + 6,4 %) na produgao de IL-6 em relacéo ao
controle positivo, sendo esta reducao estatisticamente significativa (p < 0,05). As
demais concentragdes, tanto do AC quanto do éxido de baccharis, ndo reduziram de
forma estatisticamente significante a produgdo desta citocina em relagédo ao grupo

controle positivo (grafico 9).
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Grafico 9. Resultado da determinacao de IL-6 por ELISA nas células peritoneais estimuladas com LPS
na concentracao de 1 ug/mL e tratadas com AC ou OB nas concentragdes de 25, 50 e 75 uyM incubadas
por 48 horas a 37°C a 5% de CO.. Dados expressos como média * erro padrao da média. Neste grafico,
* = p<0,05 comparado com o controle positivo, *** = p < 0,001 comparado com o controle negativo.
Abreviatura: IL-6, interleucina 6; CN, controle negativo; CP, controle positivo; AC, acido copalico; OB,

oxido baccharis.
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5.5.4 Determinacao de IL-12 por ELISA

A determinagédo de IL-12 por ELISA mostra que as células peritoneais dos
animais estimuladas com o LPS (CP) apresentaram producgédo estatisticamente
superior ao grupo controle negativo (p < 0,001). Observando o resultado relativo ao
tratamento in vitro, nas células peritoneais submetidas a concentragao de 75 uM e 50
MM de AC, houve redugao (37,8 % + 4,8 %) na produgao de IL-12 em relacédo ao
controle positivo, sendo esta reducédo estatisticamente significativa (p<0,05). As
demais concentragdes, tanto do AC quanto do 6xido de baccharis, ndo reduziram de
forma estatisticamente significante a produgdo desta citocina em relagédo ao grupo
controle positivo (grafico 10).
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Grafico 10. Resultado da determinacao de IL-12 por ELISA nas células peritoneais estimuladas com
LPS na concentragdo de 1 ug/mL e tratadas com AC ou OB nas concentragdes de 25, 50 e 75 yM
incubadas por 48 horas a 37°C a 5% de CO.. Dados expressos como média + erro padrao da média.
Neste grafico, * = p < 0,05 comparado com o controle positivo, *** = p < 0,001 comparado com o controle
negativo. Abreviatura: IL-12, interleucina 12; CN, controle negativo; CP, controle positivo; AC, acido
copalico; OB, 6xido baccharis.
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5.5.5 Determinagao de TNF-a por ELISA

A determinacdo de TNF-a por ELISA mostra que as células peritoneais dos
animais estimuladas com o LPS (CP) apresentaram producgédo estatisticamente
superior ao grupo controle negativo (p < 0,001). Observando o resultado relativo ao
tratamento in vitro, ndo houve redugdo na produgcdo de TNF-a pelas células
peritoneais tratadas com AC nem nas tratadas com OB em relagdo ao controle positivo
(grafico 11).
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Grafico 11. Resultado da determinagdo de TNF-a por ELISA nas células peritoneais estimuladas com
LPS na concentragdo de 1 ug/mL e tratadas com AC ou OB nas concentragdes de 25, 50 e 75 yM
incubadas por 48 horas a 37°C a 5% de CO.. Dados expressos como média + erro padrao da média.
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Neste grafico, *** = p < 0,001 comparado com o controle negativo. Abreviatura: TNF-q, fator de necrose

tumoral alfa; CN, controle negativo; CP, controle positivo; AC, acido copalico; OB, 6xido baccharis.
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6 DISCUSSAO

6.1 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR PELO MTT E PELO AZUL DE TRIPAN

Os testes de viabilidade celular ou testes de citotoxidade sdo testes que
avaliam a viabilidade de células através da analise quantitativa e/ou qualitativa de sua
atividade celular. Estes testes sao importantes para triar moléculas e concentragoes
destas que sejam toxicas para as células e possam leva-las a morte. Muitos testes de
viabilidade celular estdo disponiveis como MTT, XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazdélio-5-carboxanilida) e Tripan, entre outros.

No ensaio do MTT, todas as concentracées de AC e OB nas células peritoneais
apresentaram coloracao roxa nos periodos de 24 e 48 horas. Esta alteracao de cor
acontece por causa de proteinases mitocondriais, as quais sao ativas somente em
células viaveis, foram capazes de reduzir o MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil tetrazolio]) ao sal de formazan e, a produgéo deste, ocasionou o surgimento
da coloragao roxa. A intensidade da cor roxa pode ser medida por absorbancia e
comparada com controle (sem exposi¢cao a substancia) para quantificar a viabilidade
celular.

Apesar do AC nao ter apresentado toxicidade para as células peritoneais
(grafico 1), entretanto, no periodo de 48 horas (grafico 1B), a concentragcéo de 100 uM
apresentou reducao de 25,6% de células viaveis em relagcdo ao controle e, embora a
diferenga nao seja estatisticamente significativa, segundo Longo (2013), a redugéao
maior que 20% do numero de células viaveis € indicio de toxicidade.

Em trabalho recente de Souza e Lima (2020) envolvendo um derivado do AC,
o 3-ibuprofenil acido copalico na concentracdo 10 uM reduziu a viabilidade celular de
mondcitos humanos. Embora seja um derivado e outro tipo de célula diferente deste
trabalho, mas este resultado mostra que a alteragédo de uma molécula com um radical
pode tornar a molécula estudada mais téxica e, assim, menos suscetivel a aplicacao
em ensaios in vitro e in vivo.

O OB apresentou comportamento similar ao do AC no que diz respeito. Nas
células peritoneais, o OB também nao reduziu a viabilidade celular destas (grafico 2).
Nas bases de dados pesquisadas, ndo foram encontrados estudos envolvendo MTT

do OB os quais pudessem ser usados para comparagao.
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No ensaio do azul de Tripan, avalia-se a viabilidade celular pela integridade da
membrana das células. Uma vez expostas a substancia estudada e, posteriormente,
expostas ao azul de Tripan, as células viaveis mantém sua membrana intactas e
podem ser visualizadas no microscépio como células ndo coradas. Em contrapartida,
as células que tiveram a membrana danificada sdo consideradas inviaveis e podem
ser visualizadas no microscépico como células coradas, uma vez que o corante foi
capaz de penentrar pela membrana para entrar no citoplasma.

No periodo de 24 horas, a viabilidade celular foi de >80% para todas as células
expostas as substancias, enquanto no periodo de 48 horas, a viabilidade celular foi
de >70% para a concentragcao de 100 yM e manteve-se >80% nas concentragdes
menores. A literatura estabelece que o azul de Tripan tem baixa exatiddo quando a
viabilidade celular for menor que 80% (CHAN; RICE; QIU, 2020).

Diferentemente do nosso trabalho, Alves et al. (2017) encontram que
hepatdcitos de camundongo Swiss tratados com AC apresentaram viabilidade celular
maior que 95% no ensaio do azul de Tripan. Porém, no referido trabalho, ele no cita
qual concentracdo utilizou. Tamanha variagao em relacdo ao nosso resultado poderia
estar associada ao tipo celular trabalho, o qual envolveu hepatécitos de rato, enquanto
no presente trabalho envolveu macréfagos de camundongo.

Nos ensaios de citotoxicidade do presente trabalho, apesar de tanto o AC como
o OB apresentarem seguros nas concentragdes testadas, optou-se por testar as
concentracodes inferiores a 100 yM. No ensaio de MTT, verificou-se redugcdo maior que
20% no numero de células viaveis nesta concentracéo, o que € indicio de toxicidade.
No ensaio do azul de Tripan, a viabilidade caiu para menos de 80% apds 48 horas na
concentracdo de 100 uM, o que compromete a exatidao deste ensaio. Sendo assim,
as concentragdes escolhidas para os ensaios imunomodulatérios foram de 75, 50 e
25 uM.
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6.2 AVALIACAO DO ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

O ensaio de profileragdo celular avalia o potencial multiplicativo das células
estimuladas diante da exposi¢ao a uma substancia que pressupostamente ira inibir tal
atividade. Assim, verifica-se que a substancia estudada pode apresentar atividade
imunomodulatéria quando ocorre redugdo da proliferagdo celular, que € um dos
mecanismos ativados durante as respostas imunoldgicas.

O AC apresentou efetivo antiproliferativo de células estimuladas nas centragdes
mais altas, 75 e 50 yM. Uma vez que o AC é um dos componentes do 6leo-resina de
copaiba, o resultado deste ensaio pode justificar também a propriedade anti-
inflamatdria do oleo-resina de copaiba, a qual é muito bem descrita na literatura
(KOBAYASHI et al., 2011; GUSHIKEN, 2017; DIEFENBACH et al., 2018). Outrossim,
nao se pode deixar de considerar que outros componentes do 6leo também possuem
tal atividade farmacoloégica e, deste modo, contribuem sinergicamente para a
ocorréncia do mesmo.

O OB nao apresentou atividade antiproliferativa e esta atividade também nao
foi percebida em estudos anteriores que avaliaram a substancia isoladamente
(MISSIMA et al., 2010). Embora haja trabalhos que evidenciaram a atividade anti-
inflamatdria no extrato de espécies do género Baccharis (PAUL et al., 2009; OLIVEIRA
et al., 2012; PADUA et al., 2013), no presente trabalho, a substancia isolada OB né&o
apresentou atividade antiproliferativa (grafico 5). De acordo com o observado no
presente estudo, a propriedade anti-inflamatéria do extrato em tais estudos
possivelmente esta associada a outra(s) substancias que nao seja o OB, pelo menos

pelo testado nas condi¢gdes de nosso estudo.
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6.3 AVALIACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO

O NO é um composto presente tanto nas vias inflamatérias como anti-
inflamatdrias. Como mediador pro-inflamatério, sua produgao € aumentada nos locais
inflamados para estimular a vasodilatagao a qual promove o recrutamento de células.

Conforme pode ser observado no grafico 6, ambas substancias reduziram a
producdo de NO nas células peritoneais estimuladas na concentragao de 75 uM,
sendo a redugédo maior pelo AC. Em relagdo ao controle positivo, o AC reduziu a
producao de NO em 21,1 £ 0,7 % enquanto o 6xido baccharis reduziu em 18,8 + 0,6
%.

A atividade de inibigdo do NO in vitro pelo AC ja foi reportada na literatura. Um
estudo envolvendo diterpenos de Copaifera spp. (VARGAS et al., 2015), dentre eles
o AC, verificou-se que este inibiu a producao de NO (98,5% * 1.3%) na concentragao
100 uM em diferentes linhagens de células tumorais humanas. Em um trabalho
envolvendo derivados do AC, o acido 3-acetdxi-copalico e acido 3-hidréxi-copalico,
estes reduziram a producdo de NO em macrofagos RAW264.7 entre 40-70% na
concentracéo 100 uM (MEDEIRQOS, 2019).

A menor porcentagem de redugao obtida no ensaio deste trabalho em relagao
aos estudos citados anteriormente pode estar associada a concentragcdo menor, uma
vez que se usou 75 uyM enquanto ambos trabalhos citados usaram 100 uM. Outros
fatores que muito provavelmente contribuiram também foram as células utilizadas
e/ou por utilizar substancia derivada. De qualquer maneira, esta claramente
demonstrado na literatura o efeito inibitério sobre a produg¢do de NO que o AC, e seus
derivados, tém.

O efeito inibitorio sobre a produgdo de NO evidenciado no presente trabalho
pode justificar a ocorréncia desta atividade do 6leo de copaiba ja reportada na
literatura. Caputo et al. (2020) mostraram que o 6leo de copaiba reduziu a produgao
de NO em células do pulm&o de camundongos BALB/c modelo de asma alérgica
tratados com oleo de copaiba na concentracdo 50 e 100 mg/kg. Veiga Junior et al.
(2017) avaliaram esta atividade do 6leo de copaiba em diferentes espécies de
Copaifera e em todas elas verificou-se a inibicdo da produgdo de NO em macrofagos
peritoneais de ratos, sendo a Copaifera multijuga Hayne a mais potente por inibir a 5
pMg/mL enquanto Copaifera cearensis Huber ex Ducke inibiu na concentracdo 50

Mg/mL e Copaifera reticulata Duck inibiu na concentragao 500 ug/mL.
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A producdo de NO é muito investigada porque esta molécula é um dos
mediadores mais versateis do sistema imunoldgico, mediando respostas pré e anti-
inflamatorias. O NO esta envolvido em doengas infecciosas, degenerativas, tumores,
processos autominues e doengas cronico-degenerativas (BOGDAN, 2001;
PAVANELLI et al., 2010).

Num cenario de inflamagéo, o NO apresenta uma variedade de efeitos sobre
os leucdcitos, os quais incluem transcricdo génica, replicacdo, sintese de proteinas e
secrecao. Além disso, a producdo de NO aumenta em consequéncia das células da
imunidade inata que produzem espécies reativas de NO para combater agentes
invasores. Outro efeito pré-inflamatério do NO é induzir a vasodilatagdo, a qual
promove maior recrutamento de células sanguineas. Num cenario de homeostase, o
NO medeia reagdes de homeostase anti-inflamatéria, inibigdo da adesédo de
neutréfilos, da producdo de citocinas, reabsor¢do de osteoclastos e previne a
autoimunidade (GUTIERREZ et al., 2009).

A producédo de NO ocorre por agdo da enzima oxido nitrico sintase induzida
(INOS), a qual é expressa constitutivamente e também induzida em um numero de
células epiteliais (MARTINEZ-RUIZ, 2015). A expressdo da iNOS é regulada
primariamente por citocinas. Outrossim, ha uma lista de fatores de transcrigao
associados a sua expressao, dos quais incluem: NF-kB, STAT-1, fator regulador de
interferon-1 e fator nuclear de interleucina-6. Além disso, o préprio NO influencia sua
producdo: em baixa concentragdo, ativa a NF-kB de macréfagos; em alta
concentracao, apresenta efeito oposto, o que previne a superprodugdo (BOGDAN,
2001; PAVANELLI et al., 2010).
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6.4 AVALIACAO DA PRODUGAO DE CITOCINA POR ELISA

A avaliacao da producéo de citocinas por ELISA permite quantificar a produgao
entre os grupos teste e os grupos controle. Apds subtemeter as células ao estimulo
por LPS mais o AC ou OB nas concentragdes de interesse, as citocinas sao
quantificadas através de espectrofometria e faz-se a analise estatistica.

O LPS foi capaz de estimular a produgao de citocinas com sucesso, como pode
ser visto nos graficos 7 a 11, o controle positivo foi maior significamente que o controle
negativo em todas as citocinas (p < 0,01 para IFN-y, p < 0,05 para IL-1B3, p < 0,001
para IL-6, IL-12, TNF-a). Ql et al. (2012), Xu et al. (2014), Xie et al. (2019) também
conseguiram estimular a produgao de citocinas em macréfagos peritoneais apos
exposi¢cao com LPS.

O AC na concentracédo de 75 uM reduziu a produgao das citocinas IL-1[3, IL-6
e IL-12 (graficos 8, 9, 10) (sendo a produgédo desta ultima reduzida também na
concentragdo de 50 uM). No entanto, n&o reduziu a produgado das citocinas IFN-y e
TNF-a (grafico 7 e 11). Diferente do encontrado na reducgédo de IL-6 no presente
trabalho (54,7 % + 6,4 %) (grafico 9), Vargas et al. (2015) obtiveram redugéo da
producdo (4.2% + 1.8%) desta citocina na concentragdo de 25 pM para células
peritoneais estimuladas com LPS. A redugdo menor em comparagao ao nosso estudo
pode ser devido a menor concentragado utilizada por Vargas. Esses achados com o
AC podem representar um dos mecanismos envolvidos na atividade anti-inflamataria
promovida pelo 6leo de copaiba, a qual é muito bem descrita na literatura (DIAS et al.
2014; TEIXEIRA et. al., 2017). Embora este trabalho nao tenha avaliado a produgéao
de IL-10, o qual esta envolvido na supressdo da resposta imunomodulatéria, em
estudo anterior o AC elevou a producgao deste (VARGAS et al., 2015).

Muitas citocinas participam participam nos processos inflamatérios de muitas
doencas (KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019), como as citocinas estudadas no
presente estudo. Por isso, faz-se necessario a busca por substancias que sejam
capazes de modula-las. Uma vez demonstrado que o AC é capaz de reduzir a
producao de IL-1B3, IL-6 e IL-12 in vitro (graficos 8, 9 e 10), este apresenta potencial
para tratar muitas doencgas associadas a essas citocinas.

A interleucina-1B (IL-18) é uma citocina proé-inflamatéria que atua na

diferenciagcao de células linféides e sua concentragdo elevada esta associada a
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doencas autoimunes, inclusive o papel de IL-1 ja foi validado por inibidores em ensaios
clinicos ja aprovados pelo FDA (OWYANG et al., 2011). No utero pés-parto, a
inflamacéo € um evento comum e crucial para o reparo do tecido, mas nos bovinos,
algumas vacas falham na resolucédo desta inflamagdo e resulta na endometriose,
podendo comprometer a fertilidade. Ja foi demonstrado que essa inflamagéo esta
associada a expressao de IL-1B e que, assim, esta citocina é um potencial alvo para
o tratamento desta doenga (KELLY; MEADE; O'FARRELLY, 2019). Em um estudo
que avaliou a participagdo da caspase-1/IL-18 na patogénese da Doenga de
Alzheimer, demonstrou-se que IL-13 pode ser alvo no tratamento desta doenga (GU
etal., 2021).

A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina pro-inflamatoria que atua tanto na
resposta imune inata como adaptativa. Tem enorme papel na indugao da febre (ao
nivel do hipotalamo), na resposta inflamatéria aguda e na liberagao de proteinas de
fase aguda pelo figado, atua em receptores especificos da membrana das células
estimulando a producdo de citocinas e estimulam o crescimento dos linfocitos B
(FAVALLI, 2020). Em um estudo que investigou o tratamento da Doenga de Crohn, o
autor demonstrou em um modelo de colite murina que o bloqueio de IL-6 com o
anticorpo para o receptor de IL-6 anulou a resisténcia a apoptose das células T da
lamina prépria, suprimiu a expressao de moléculas de adeséao e previniu a inflamagao
intestinal. Ainda, ele investigou a aplicagao clinica do inibidor e verificou-se que 80%
dos pacientes que foram tratados tiveram uma melhora clinica significativa a uma taxa
de 31% se comparada com o placebo (ITO, 2005). Na artrite reumatoide, a IL-6
apresenta papel chave na inflamacéao crénica. O bloqueio do receptor de IL-6 com os
anticorpos monoclonais tocilizumab e sarilumab mostraram-se um importante avango
no tratamento da doencga, trazendo melhoras nas manifestagdes extra-articulares e
até mesmo no controle da glicemia, densidade 6ssea, cansago e humor (FAVALLI,
2020).

A interleucina-12 (IL-12) é uma citocina pro-inflamatoria que atua na
diferenciagao de células T virgens em células Th1, estimula a producédo de IFN-y e
subsequente ativagdo de macrofagos. Também estimula a producdo de TNF-a a partir
das células NK. IL-12 tem papel essencial na agcao antiangiogénica e na resposta Th1
contra o cancer (LU, 2017). Essa citocina esta envolvida em todos os tipos de células
killer T citotoxica e T-helper (células NK, TCD4+, TCD8+) que s&o cruciais para o

desenvolvimento e progressédo do cancer (MA et al., 2019). Na patologia da Doencga
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de Alzheimer, caracterizada por uma suprarregulagdo de citocinas inflamatdrias,
dentre elas, a IL-12. Demonstoru-se num modelo de camundongo, que a inibiagédo da
via de sinalizagdo de IL-12 mitigou a amiloidose cerebral (BERG et al., 2012). Na
psoriase, ha uma suprarregulacédo de citocinas a nivel local e sistémico com papel
cruacial na patogénese da doencga. Existe uma relagao entre a severidade da doenga
e a concentragao de IL-12, entre outras citocinas, no sangue dos pacientes (ARICAN
et al., 2005), deste modo, a reducdo da produgdo desta citocina poderia significar
melhora nas manifestagcbes clinicas da doenga. Todavia, enquanto ha doengas
autoimunes causadas por superproducao de IL-12, ha aquelas onde se almeja esta
produgao justamente por causa da resposta Th1 citotoxica que esta desencadeia. Em
um estudo envolvendo ratos infectados com o virus influenza, aqueles que receberam
administracdo intranasal de IL-12 foram mais resistentes no combate a doenca
(HIROKI et al., 2016). Em estudo anterior, avaliaram-se os efeitos da imunoterapia
com IL-12 no combate a células cancerigenas residuais que podem surgir apos a
imunossupressdo de um tratamento do tumor primario. Utilizando ratos F344 que
foram tratados com IL-12 e inoculados com as células tumorais MADB106,
evidenciou-se maior atividade de células NK e aumento da quantidade circulante
destas, o que pode se aproxima de um potencial efeito profilatico de protegao da
metastase pos-cirurgia (SCHWARTZ et al., 2008).

O OB néo reduziu a produgdo de nenhuma das citocinas avaliadas. Essa
ocorréncia segue a mesma direcdo com o resultado do ensaio de proliferacéo
realizado, cujas concentragbes de OB nado reduziram a proliferagcdo celular dos
esplendcitos estimulado. Assim, demonstrou-se no presente trabalho que o OB néao
possui atividade imunomodulatéria in vitro. Corroborando este achado, ndo foram
encontrados na literatura evidéncias que o OB apresenta atividade imunomodulatéria.
Apesar de alguns trabalhos na literatura evidenciarem a atividade anti-inflamatéria do
extrato de Baccharis (PAUL et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012; PADUA et al., 2013),
a partir dos resultados obtidos no presente trabalho ndo se pode atribuir tal atividade

ao 6xido de baccharis.
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7 CONCLUSAO

Conforme apresentado nos resultados, nos ensaios de toxicidade, tanto o AC
como o OB foram seguros nas concentragdes testadas. No ensaio de proliferagéo, o
AC apresentou inibicado em 50 e 75 uM. Na produgao de NO, o AC apresentou inibigao
em 75 yM e o OB em 75 pM. Na produgéao de citocinas, o AC em 75 uM inibiu IL-1(,
IL-6, IL-12 € em 50 uM inibiu IL-12.

Portanto, nos ensaios in vitro realizados neste estudo, diante do que podemos
concluir, o acido copalico apresenta potencial atividade imunomodulatoria. Esses
achados corroboram a atividade anti-inflamatéria descrita do éleo de copaiba, uma
vez que o acido copalico € um de seus componentes principais. O 6xido baccharis
nao demonstrou atividade imunomodulatéria nos ensaios in vitro realizados neste
trabalho. Embora na literatura esta descrito que o extrato de Baccharis apresenta
efeito anti-inflamatdrio, muito provavelmente o efeito se deve a outras substancias que
nao sejam o Oxido baccharis. Mais estudos sdo necessarios para confirmar esta
potencial atividade do acido copalico e também para descobrir outras potenciais

atividades do éxido baccharis, este ultimo tdo pouco estudado na literatura.
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ANEXO A - Certificado da Comissio Etica no Uso de Animais

SERVIGO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 30/06/2020, analisou o protocolo n°
009/2020 intitulado “Estudo das propriedades imunomodulatorias do extrato bruto e
constituintes isolados a partir do extrato bruto de espécime vegetal’, projeto de
pesquisa sob a responsabilidade de José Otavio do Amaral Corréa, a ser realizado
no periodo de 20/07/2020 a 20/07/2022. Por estar de acordo com os Principios
Eticos na Experimentagdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdao Animal (CONCEA), foi aprovado pela CEUA. Serao utilizados 24
camudongos C57BI/6 machos com 5 a 7 semanas de vida, projeto a ser realizado na
Faculdade de Farmacia - UFJF. O prazo de validade desse certificado é equivalente
a vigéncia do projeto prorrogavel por mais um ano, desde que seja enviada
justificativa a CEUA durante a vigéncia do projeto de acordo com orientagao técnica

do CONCEA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n2 009/2020-CEUA about “Estudo das propriedades
imunomodulatérias do extrato bruto e constituintes isolados a partir do extrato bruto
de espécime vegetal”, under responsability of José Otavio do Amaral Corréa, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian
Council for Control of Animal Experimentation (Concea) and was approved by the
PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF - ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL
HANDLING (CEUA) in 06/30/2020. For the development of this research 24 males of
C57BI/6 mice with 5 to 7 weeks old, will be delivered as requested in the period of
07/20/2020 to 07/20/2022. The Project will be performed at Faculdade de Farmécia -
UFJF. The term of validity of this certificate might be extended for one more year by

means of justification during the period of validity.

Juiz de Fora, 20 de julho de 2020.
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ANEXO B - Parecer

SERVIGO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS -CEUA

PARECER

O protocolo n°09/2020 intitulado “Estudo das propriedades imunomodulatorias do extrato
bruto e constituintes isolados a partir do extrato bruto de espécime vegetal.”, sob a responsabilidade
do Coordenador(a) José Otavio do Amaral Corréa recebido em 24/06/2020, foi avaliado na reuniao
de 30/06/2020 e aprovado.

O Certificado definitivo serd enviado posteriormente.

Juiz de Fora, 01 de Julho de 2020.
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