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RESUMO

Introducéo: As plantas tem sido alvo de diversos estudos devido ao seu potencial
terapéutico, uma vez que elas produzem metabodlitos secundéarios bioativos. A
espécie Baccharis dracunculifolia DC. (Asteraceae), popularmente conhecida como
“alecrim do campo” ou “vassoura” € uma espécie vegetal nativa do Brasil, que tem
sido reconhecida como a principal fonte botanica da prépolis verde, e é utilizada na
medicina popular como anti-inflamatéria. O objetivo deste trabalho foi avaliar as
propriedades imunomodulatérias do extrato bruto hidroalcodlico de B. dracunculifolia
frente & producdo de mediadores da resposta imune, bem como seus possiveis
mecanismos em cultura de macréfagos peritoneais e esplendcitos.

Metodologia: Folhas de B. dracunculifolia foram coletadas e foi produzido seu
extrato bruto hidroalcodlico (E-Bd) (etanol: agua 8:2, v/v) que foi posteriormente
analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para os ensaios
bioldgicos foram utilizados camundongos C57BI/6. Foi avaliada a citotoxicidade em
macrofagos e esplendcitos pelo método do MTT. Para o ensaio de proliferacdo de
esplendcitos também foi utilizado o método do MTT. A producédo de NO foi realizada
em cultura de macrofagos peritoneais e esplendcitos pelo método de Griess e a
expressdo de MHC II, CD40, CD80 e CD86 em cultura de macrofagos peritoneais
por citometria de fluxo. O ensaio de producéo de IL-12 foi realizado por ELISA.
Resultados: Foram obtidos 120g do extrato bruto hidroalcodlico E-Bd. De acordo
com o ensaio de citotoxicidade, o extrato E-Bd ndo foi citotdxico nos tipos celulares
avaliados em concentracdes de até 100 pug/mL. A proliferacdo de esplendcitos foi
inibida. O extrato em questéo foi capaz de reduzir os niveis de NO tanto em cultura
de macréfagos peritoneais quanto em cultura de esplendcitos. Pela citometria de
fluxo, foi possivel observar que o extrato E-Bd foi capaz de reduzir a expressao das
moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 e ainda de CD40, ndo promovendo a
reducdo da expressdo de MHC Il. A producdo de IL-12 também foi reduzida na
presenca do extrato.

Concluséao: Os resultados obtidos sugerem o potencial do extrato E-Bd em modular

as respostas imunologicas.



Palavras-chave: Produtos naturais, Baccharis dracunculifolia, imunomodulacéo,

citocinas.



ABSTRACT

Introduction: Plant species have been target of studies due to their therapeutical
potential, since they produce bioactive secondary metabolites. Baccharis
dracunculifolia DC. (Asteraceae) has been recognized as the main source of
Brazilian green propolis and is popularly known as “alecrim do campo” or “vassoura”.
It is used in Brazilian folk medicine as anti-inflammatory. This study aimed to
evaluate the immunomodulatory properties of the crude hydroalcoholic extract of B.
dracunculifolia on the production of immune mediators, and its mechanisms in
peritoneal macrophages and splenocytes.

Methods: The leaves from B. dracunculifolia were collected and the extract was
obtained with ethanol: water (8:2, v/v). The extract was analyzed by high
performance liquid chromatography (HPLC). For biological assays C57BIl/6 mice
were utilized. Citotoxicity was evaluated both in macrophages and splenocytes using
MTT method. Proliferation of splenocytes assay was also performed by MTT.
Peritoneal macrophages and splenocytes from C57BI/6 mice were cultured for NO
production, which was performed by Griess method and CD80, CD86, CD40 and
MHC Il expression analysis were evaluated in macrophages culture by flow
citometry. The cytokine (IL-12) production assay was performed by ELISA.

Results: 120g of the crude extract E-Bd were obtained and it was not cytotoxic on
macrophages and splenocytes culture in concentrations up to 100 ug/mL. The
proliferation of splenocytes was inhibited. E-Bd extract was able to reduce NO levels
on both cell cultures. Results obtained by flow cytometry indicated that E-Bd reduced
the expression of CD80 and CD86 co-stimulatory molecules and also CD40 but not
of MHC II. Furthermore, IL-12 production was also reduced in the presence of E-Bd
extract.

Conclusion: The presented results suggest that E-Bd can modulate immune

responses.

Key-words: Natural products, Baccharis dracunculifolia, immunomodulation,

cytokines.
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1 INTRODUCAO

As espécies vegetais e, principalmente, suas propriedades terapéuticas tém
sido alvo de pesquisas em todo o mundo uma vez que esta biodiversidade afeta a
vida do homem de diversas maneiras e seu uso na medicina popular data desde a
antiguidade. Os estudos das espécies vegetais se tornaram possiveis, devido
principalmente, ao desenvolvimento alcancado nas areas de fitoquimica e quimica
medicinal (VALLI et al., 2012).

As plantas sdo capazes de produzir uma ampla variedade de metabdlitos
secundarios que exercem um papel essencial na sobrevivéncia das espécies e no
equilibrio ambiental. Na natureza estes compostos atuam nas interacfes planta-
planta e planta-insetos, exercendo, entre outras funcdes, a de proteger as espécies
de pragas e doencgas, representando, portanto, um importante recurso para o
desenho e desenvolvimento de novos farmacos (VALLI et al., 2012; AJAIYEOBA et
al., 2013).

Diversas plantas possuem atividade imunomoduladora, isto €, apresentam
capacidade de suprimir ou estimular componentes do sistema imunoldgico
envolvidos em respostas celulares e/ou humorais, uma vez que este sistema age de
forma integrada. Embora a atividade imunomoduladora de muitas espécies ja seja
conhecida, pouco se sabe a respeito dos mecanismos pelos quais estas plantas
exercem tais efeitos (MAJDALAWIEH, FAYYAD, 2015)

O sistema imunolégico dos vertebrados atua através de respostas
complementares, pré e anti-inflamatérias que ocorrem a partir de eventos celulares e
moleculares regulados por redes de forma a manter uma homeostase dinamica
essencial para seu bom funcionamento. Sua principal fungéo é prover ao organismo
defesa contra patdogenos e tumores, de forma que uma imunossupressao torna o
individuo mais susceptivel a estes. Por outro lado, sua superativagéo esta envolvida
em diversas desordens como nas doencgas autoimunes, no choque anafilatico e nos
processos alérgicos e inflamatorios cronicos (GERTSCH, VIVEROS-PAREDES,
TAYLOR, 2011).
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As doencas mediadas pelo sistema imune sdo atualmente tratadas com anti-
inflamatérios nao-esteroidais, e farmacos que modulam as respostas imunes,
através de imunossupressdo ou imunoestimulacdo. Os imunossupressores Sao
utilizados para reduzir a resposta imunologica em transplantes e doencas
autoimunes, entre os mais utilizados estéo os glicocorticoides, como a prednisona,
também conhecidos como anti-inflamatérios esteroidais. Ja os imunoestimuladores
sao utilizados em imunodeficiéncias, infeccdes ou em alguns tipos de cancer, como
€ 0 caso dos interferons (GILMAN, 2001; RANG et al., 2007).

Os anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINES) sdo agrupados em diversas
classes e mais de 50 farmacos diferentes estdo atualmente no mercado. Embora
eles promovam um efeito anti-inflamatoério seu uso torna-se limitado uma vez que
com frequéncia levam a efeitos adversos importantes como lesGes gastricas. A
toxicidade dos AINEs, glicocorticoides e imunomoduladores despertam o interesse
em produtos naturais que podem apresentar eficacia, seguranca e com menor custo
(RANG et al., 2007; LIU et al., 2015).

Nesse contexto, diferentes espécies vegetais tem sido avaliadas em relacéo
ao seu potencial para essa finalidade. Bachiega e colaboradores (2013)
demonstraram o efeito imunomodulatério do extrato bruto de Baccharis
dracunculifolia, uma espécie vegetal pertencente ao género Baccharis (Asteraceae)
conhecida popularmente como alecrim do campo. Neste trabalho, foi avaliado
também o efeito de um de seus principais constituintes, o acido caféico, o qual ja é

reconhecido como um inibidor da resposta imune (BACHIEGA et al., 2013).

O género Baccharis possui mais de 500 espécies distribuidas no continente
americano e tem sido alvo de estudos devido as propriedades farmacolégicas
descritas para suas espécies. A espécie Baccharis dracunculifolia DC. (de Candolle)
ocorre na América do Sul, do sudeste do Brasil até a Argentina e o Uruguai e é
utilizada na medicina popular como hepatoprotetora, gastroprotetora e anti-
inflamatéria (GUIMARAES et al.,, 2012; BACHIEGA et al., 2013; REZENDE et al.,
2014).

Esta espécie é a principal fonte botanica da prépolis brasileira dos estados de
Minas Gerais e S&do Paulo, conhecida como propolis verde por sua coloracdo. A
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prépolis € um material resinoso, produzido pelas abelhas (Apis mellifera) a partir da
coleta de exsudatos em brotos de plantas, e é utilizada nas colmeias para reparar
danos, e também para protecdo, devido principalmente a sua atividade
antimicrobiana (SIMOES et al., 2004; REZENDE et al., 2014).

Dos Santos e colaboradores (2009) observaram que o extrato bruto
hidroalcoolico das partes aéreas de B. dracunculifolia foi capaz de reduzir a dor e a
inflamag&o agudas induzidas por diferentes substancias, e ainda o edema de pata
induzido por carragenina em camundongos, além de inibir a enzima cicloxigenase-2
(COX-2). Outro estudo demonstrou que o extrato de folhas de B. dracunculifolia é
capaz de reduzir a producdo de IL-6 e IL-10 por macréfagos também de
camundongos, antes e depois de estimulo com lipopolissacarideo (LPS) (DOS
SANTOS et al., 2009; BACHIEGA et al., 2013).

Devido ao uso medicinal da propolis, a qual € produzida a partir do contetdo
coletado das partes aéreas de B. dracunculifolia, do uso da prépria espécie na
medicina popular por suas propriedades imunomodulatoria e anti-inflamatoria, e do
pequeno numero de estudos em relacdo a espécie frente ao sistema imunoldgico, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato bruto hidroalcodlico de B.
dracunculifolia na producdo de mediadores da resposta imunoldogica e seus

possiveis mecanismos in vitro.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O sistema imunolégico

A principal funcao do sistema imunoldgico € prover protecédo contra infeccbes
e/ou processos patolégicos que venham a agredir o organismo, e este sistema vem
sendo dividido conceitualmente em sistema imune inato e adaptativo. A imunidade
inata é caracterizada por uma resposta rapida a um grande, porém limitado, nimero
de estimulos. Ja a imunidade adaptativa € uma resposta mais tardia e com maior
especificidade, podendo ser do tipo celular ou humoral, ocorrendo nesta a producao
de anticorpos (CRUVINEL et al., 2010; GERTSCH et al., 2011).

A imunidade inata, ou natural é representada por barreiras fisicas, quimicas e
bioldgicas, células especializadas como os macréfagos, células dendriticas e células
natural killer (células NK) e moléculas sollveis como as proteinas circulantes do
sistema complemento, presentes em qualquer individuo mesmo antes de contato
com algum antigeno, e responsaveis por coordenar muitos dos processos
envolvidos nas respostas imunoldgicas. Ja a imunidade adaptativa, ou adquirida é
composta por células T e B efetoras e seus produtos secretados, sendo estas
ativadas ap0Os processamento e apresentacdo antigénica por células da imunidade
inata chamadas de células apresentadoras de antigenos (APCSs), representadas, por
exemplo, pelos macrofagos e células dendriticas (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI,
2012; CRUVINEL et al., 2010; GERTSCH et al., 2011).

A primeira linha de defesa celular do organismo contra patégenos é
representada pela imunidade inata e é mediada, principalmente, por neutréfilos e
macrofagos sendo que estes exercem um importante papel por serem células
responsaveis pela destruicdo de patdogenos e células tumorais de forma direta
através da fagocitose, ou indireta através da producdo de mediadores como Oxido
nitrico (NO) e citocinas, sendo as principais o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)

e a interleucina-18 (IL-1B), além de prostaglandina E2 (PGE2). A producao
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excessiva destes mediadores, entre outros fatores, resulta em desordens
inflamatdrias e/ou injurias teciduais sendo necessaria a acado de agentes
supressores (AZIKE et al., 2011; KANG et al., 2011).

Além da fagocitose e liberacdo de mediadores inflamatdrios a imunidade inata
atua ainda através das proteinas do sistema complemento e sintese de proteinas de
fase aguda e quimiocinas. Todos esses mecanismos sdo desencadeados pelo
reconhecimento de regibes do antigeno conhecidas como padrbes moleculares
associados a patdgenos (PAMPs) que funcionam como estimulo. Estas s&o
reconhecidas pelos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), sendo os
principais os do tipo Toll (TLRs) (CRUVINEL et al., 2010).

A familia dos receptores do tipo Toll possui 13 membros ja identificados em
mamiferos sendo os mais bem caracterizados o TLR-2 e o TLR-4, responsaveis por
reconhecer componentes de bactérias e fungos, e LPS respectivamente. Os TLRs
sao proteinas transmembranas com uma regido extracelular que contém residuos de
repeticdo ricos em leucina (LRRs), e uma regido intracelular ou citoplasmaética, que
pertence a superfamilia dos receptores de interleucina-1 (IL-1Rs) chamado de
dominio Toll IL-1R (TIR), responsavel por mediar a interacdo desses receptores,
com proteinas que irdo propagar a cascata que levara a resposta imunologica
(TAKEUCHI, AKIRA, 2010; DEGUINE, BARTON, 2014).

A ativacao dos TLRs pelos seus ligantes pode levar a ativacdo de duas vias.
A proteina adaptadora Myd88 é a principal responsavel pela ativacdo destas vias
que promovem a sintese de citocinas pré-inflamatérias. Uma delas ocorre através da
fosforilacdo da proteina IxB, responsavel por manter o fator nuclear-xB (NF-kB)
inativo no citoplasma. Sua fosforilacao leva a liberacdo do NF-kB que é translocado
para o nucleo ativando a expressdo dos genes dessas citocinas (Figura 1). Atraves
da indugéo a sintese de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1 e IL-6 0 NF-
kB exerce um importante papel nas respostas inflamatérias agudas, além de
participar da sobrevivéncia celular (LI et al., 2013; DEGUINE, BARTON, 2014).
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Citocinas inflamatérias: IL-1, IL-6, TNF-a

Fonte: JYONOUCH]I, SULLIVAN, 2013

Figura 1. Translocacdo do NF-kB apoés ativagéo de receptor do tipo Toll (TLR-4)

Outra via de sinalizacdo ativada pelos receptores Toll e que promove a
producdo de citocinas pro-inflamatorias e também de NO é caracterizada pela
fosforilacdo das proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKs). As MAPKs
sdo um grupo de proteinas sinalizadoras que consiste nas quinases extracelulares
reguladas por sinal (ERKs), na proteina quinase ativada por mitdgeno p38
(p38MAPK) e na quinase c-Jun NHz-terminal (JNK). Estas tem importante papel na
inflamacéo, no crescimento e diferenciagéo celular, bem como na resposta celular a

citocinas e ao estresse (LI et al., 2013).

O o6xido nitrico é produzido a partir da enzima éxido nitrico sintetase que esta
presente em diferentes tipos celulares do organismo nas suas isoformas
denominadas eNOS, nNOS e INOS. As duas primeiras sao isoformas expressas

constitutivamente, enquanto a terceira € uma isoforma induzida apds os estimulos
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inflamatoérios (Figura 2). Este mediador, além de estar envolvido no processo
inflamatoério, possui importantes propriedades fisiologicas (HOBBS, HIGGS,
MONCADA, 1999; LEE, GOLD, LINKER, 2012).

Oxidantes

LPS

Alérgenos
Tirosina quinase
Bactérias +

Virus NF-KI> IxB —->1-<B

Citocinas

Defesa do
L-Arginina  L-Citrulina | hospedeiro

Ndcleo
Apoptose

Necrose

+ iNOS |I P NO Inibigio de
mRNA mRNA enzimas
celulares

Transcricao Traducdo

Vasodilatagdo

Genotoxicidade

Fonte: Adaptada de RICCIARDOLO et al., 2004

Figura 2. Inducdo da expressdo de INOS e producdo de Oxido nitrico em resposta a

estimulos imunogénicos

A imunidade inata, além de prover a resposta inicial ao organismo, é ainda
responsavel pela ativacdo da imunidade adaptativa. A ativagédo dos linfécitos requer
a presenca do estimulo, e a presenca de algumas substancias produzidas pela
resposta inata. A presenca do antigeno garante a especificidade da resposta, e o
ambiente quimico criado pelas substancias, assegura que essa resposta sO seja
desencadeada em situacdes reais de risco ao organismo, e ndo quando forem
reconhecidos antigenos inofensivos, ou até mesmo antigenos proprios (ABBAS,
LICHTMAN, PILLAI, 2012).

As respostas imunes adaptativas sdo normalmente iniciadas nos 0Orgaos
linfoides periféricos, como nos linfonodos a partir da apresentacdo do antigeno as
células T pelas APCs. As células T virgens, ou seja, células que nunca tiveram
contato com o antigeno podem ser, principalmente, de duas classes de acordo com

a expressao das moléculas co-receptoras CD4 ou CD8 juntamente ao receptor de
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células T (TCR). As células que expressam a molécula CD8, chamadas de células T
CD8*, se diferenciam em células T citotdxicas efetoras, e aquelas que expressam a
molécula CD4, chamadas células T CD4* ou células T auxiliares, podem se
diferenciar em diferentes subpopulacdes, sendo as principais as células T helper 1
(Thl), T helper 2 (Tn2), T helper 17 (Tnl7) e T regulatérias (Treg) (Figura 3)
(MURPHY, TRAVERS, WALPORT, 2010; ICHIYAMA et al., 2011).

A diferenciacdo nos subtipos celulares Thl, Th2, Thl7 e Trg, OCOrre, entre
outros fatores, dependendo do antigeno apresentado, e do microambiente de
citocinas formado durante a ativacdo das células T, e estes subtipos celulares
promovem diferentes tipos de resposta através da liberacdo de citocinas que atuam
como mediadores imunolégicos (MESQUITA-JUNIOR et al., 2010; COPE et al.,
2011; ICHIYAMA et al., 2011).

A diferenciacdo em células Thl requer o fator de transcricdo T-bet e essas
células séo secretoras de interferon-gama (IFN-y) e TNF-a/p, principais mediadores
da resposta do tipo celular contra os patdgenos intracelulares. Ja as células Tn2
expressam o fator de transcricio GATA-3 e secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13,
interleucinas mediadoras da resposta do tipo humoral, voltada aos patdgenos
extracelulares. (ICHIYAMA et al., 2011; KU, LIN, 2013).

Uma outra subpopulagdo de células T CD4*, mais recentemente descoberta,
€ a de células Tnl7. Estas células dependem do fator de transcricio RORyT para
sua diferenciacdo, que ocorre na presenca de fator transformador de crescimento-
beta (TGF-B) e IL-6, e s&o secretoras de IL-17, IL-21 e IL-23. A IL-17 tem importante
papel nas doencas autoimunes, na eliminacdo de patdgenos extracelulares e no
cancer, enquanto que as interleucinas IL-21, e IL-23 estdo relacionadas a
manutenc¢ao do subtipo celular Thl7 (ICHIYAMA et al., 2011; Jl et al., 2014).

As células T regulatorias (Treg) que exercem importante papel na regulagéo de
respostas imunoldgicas, e na autotolerancia, expressam o fator de transcricao
FoxP3 e sdo produtoras de citocinas supressoras como IL-4, IL-10 e TGF-B. A
atuacao dessas células garante a modulacdo das respostas mesmo na presenca do
estimulo, seja ele um antigeno infeccioso, um tumor, ou um autoantigeno
(MESQUITA-JUNIOR et al., 2010).
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Figura 3. Diferenciagéo das células T CD4* em suas principais subpopulacdes

Enquanto as citocinas presentes durante a ativagcdo direcionam a
diferenciacédo das células T auxiliares, moléculas co-estimuladoras atuam mantendo
a ativacdo induzida pelo estimulo ao TCR, a divisdo e expansao dessas células, e,
dessa forma regulam ndo s6é a magnitude das respostas, mas também suas
caracteristicas (COQUET, RAUSCH, BORST, 2015).

Duas importantes moléculas coestimuladoras presentes nas APCs sédo
chamadas de CD80 e CD86. Estas moléculas se ligam ao receptor CD28 presente
nas células T de modo que a cascata intracelular desencadeada pela apresentacao
antigénica é amplificada, otimizando a resposta destas células. Ainda, a molécula
CD40L presente nas células T, interage com o receptor CD40 nas APCs
aumentando a expressao de CD80 e CD86, e permitindo entdo, em conjunto ou nao
com o0s sinais oriundos dos PRRs, o reconhecimento do antigeno e o
desenvolvimento da resposta especifica (Figura 4). Dessa forma, tais moléculas se
tornam um alvo interessante para modulacdo das respostas imunologicas
(COQUET, RAUSCH, BORST, 2015).
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Figura 4. Moléculas coestimuladoras e seus receptores presentes nas células T auxiliares e
APCs

2.2 Inflamacgéo e Autoimunidade

A inflamacgéo € um mecanismo de defesa do corpo classificado como parte da
imunidade inata, mas que se prolonga e se torna mais refinada durante a resposta
imune adaptativa. Ela é desencadeada pelo reconhecimento de antigenos ou injaria
tecidual, e seu primeiro sinal € o edema que ocorre devido ao recrutamento de
leucdcitos e proteinas plasmaticas do sangue para os tecidos, seguido de elevacao
da temperatura e rubor locais além de promover dor local, devido a presenca de
neuromediadores produzidos através de cascatas complexas desencadeadas pela

injuria tecidual. Estes ativam nociceptores, levando a ocorréncia da transmissao
dolorosa (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2012; LI et al., 2013; SILVA et al., 2013).

Quando um processo infeccioso ou de injuria tecidual se prolonga, o processo
inflamatoério torna-se crénico e promove uma intensa destruicdo tecidual. Neste
processo, estimulos da imunidade inata contribuem, mas € a resposta adaptativa

desencadeada por citocinas produzidas pelas células T que mantém este processo
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devido a sua grande capacidade indutora de inflamacédo (COPE et al., 2011; ABBAS,
LICHTMAN, PILLAI, 2012).

A imunidade inata atua na inflamacéo principalmente através dos macroéfagos,
gue sao responsaveis pela fagocitose e producdo de mediadores inflamatorios que
sdo capazes de potencializar a resposta, além de ativar a imunidade adaptativa. O
oxido nitrico, e as citocinas TNF-a e IL-6 sdo exemplos destes mediadores que

atuam no processo inflamataorio (SILVA, et al., 2013).

O componente da imunidade adaptativa na inflamacéo se da pela atuacao
das células T CD4*. Suas subpopula¢cBes precisam estar sempre em equilibrio
visando garantir a resposta adequada, e o retorno a homeostase do sistema. As
células Thl e Th2 mantém um balango imunolégico no hospedeiro, de forma que,
qguando desregulado, pode provocar doencas autoimunes, como diabetes mellitus
tipo 1 e artrite reumatoide se houver excesso de produtos secretados pelas células
Thl, e intensos processos alérgicos quando os produtos secretorios em excesso
forem provenientes de células Th2. Sendo assim, a regulacdo e manutencdo do

equilibrio Thl/Tn2 € essencial para a prevencao de tais desordens (KU, LIN, 2013).

Considera-se importante, ainda, o balanco imunolégico Thl7/ Treg. Ji €
colaboradores (2014) demonstraram que o desequilibrio entre essas duas respostas,
com aumento de células Thl7 ou reducao das células Treg esta associado com um
quadro moderado a grave de asma destacando o papel dessas células na patologia
dessa doenca, bem como de outras desordens autoimunes, como esclerose

multipla, doenca de Chron, entre outras (JI et al., 2014).

As doencas inflamatérias crénicas mediadas por células T séo progressivas e
possuem uma elevada taxa de morbi/mortalidade. S&o, na maioria dos casos,
mediadas pelos subtipos celulares Thl e Thl7 e as terapias disponiveis sao
limitadas, pois, alguns pacientes apresentam uma resposta inadequada ou sub-
Otima, além de fortes efeitos adversos (COPE et al. 2011; ROCHA-JUNIOR et al.,
2013).

Estes tratamentos sdo geralmente realizados com o0 uso de corticoides que a
longo prazo podem levar a hiperglicemias com inducéo ao diabetes, osteoporose, e

atrofia muscular. Também séo utilizados 0s imunossupressores, que comumente
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sdo responsaveis pelo aumento da predisposi¢cdo a infec¢des e tumores, devido a
imunossupressao excessiva e inespecifica. Dessa forma, farmacos que atuem
especificamente nas vias e respostas desreguladas podem trazer beneficios a

farmacoterapia atualmente realizada (BISAGA et al., 2012).

Tendo em vista que o sistema imunoldgico, apesar de sua funcédo de prover
protecdo ao organismo, pode causar também danos ao mesmo a partir de respostas
desreguladas, inadequadas ou exacerbadas, e que os tratamentos atualmente
utilizados possuem restricdes principalmente devido aos efeitos adversos
importantes que provocam nos pacientes, as buscas por novos medicamentos que
possam modular as respostas imunes tem ganhado destaque, a fim de se
desenvolver novas opc¢des terapéuticas para os individuos que necessitam deste

tipo de tratamento.

2.3 O género Baccharis e a espécie Baccharis dracunculifolia DC.

Atualmente, um dos principais objetivos no estudo de plantas medicinais € a
descoberta de novos compostos bioativos com potencial para o desenvolvimento de
farmacos. Neste contexto, o género Baccharis, 0 mais numeroso da familia
Asteraceae, apresentando mais de 500 espécies distribuidas principalmente nas
zonas de clima temperado do continente americano, tem sido uma importante fonte
de produtos naturais medicinais (ABAD, BERMEJO, 2007).

Cerca de 120 espécies ocorrem no Brasil, em sua maioria na regido sudeste,
e a grande quantidade de espécies nas areas elevadas do Brasil e dos andes,
sugerem a possibilidade de uma destas localidades ser a origem deste género. As
espécies do género Baccharis sdo geralmente arbustos de 0,5 a 4 metros de altura e
apresentam elevado valor s6cioeconbémico, uma vez que sao utilizadas na medicina
popular, principalmente na forma de cha, para o tratamento de diversas doencas,

como Ulceras, doencas hepdticas, processos inflamatorios, infecgbes bacterianas e
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fungicas, além de serem utilizadas em feridas, como diurético e analgésico (BUDEL
et al., 2005; VERDI, BRIGHENTE, PIZZOLATTI, 2005; ABAD, BERMEJO, 2007).

Os compostos que se destacam no género sao os flavonoides, os diterpenos
clerodanos e labdanos, tri e sesquiterpenos, fenilpropanoides e derivados do acido
cumarico. Entre as espécies mais estudadas do género quanto a composicao
quimica e/ou atividades biologicas esta a B. dracunculifolia DC. que € popularmente
conhecida como alecrim-do-campo ou vassoura. Trata-se de uma espécie nativa
brasileira ocorrendo nas regides sul, sudeste e centro-oeste, principalmente nas
areas de cerrado (VERDI, BRIGHENTE, PIZZOLATTI, 2005; SFORCIN et al., 2012).

Esta espécie é a principal fonte vegetal da prépolis brasileira dos estados de
Minas Gerais e Sao Paulo, conhecida como propolis verde por sua coloracéo
proveniente da clorofila presente no vegetal. As abelhas Apis mellifera fragmentam
brotos e folhas jovens de B. dracunculifolia com seu primeiro par de patas, coletando
a resina destas folhas e entdo transferindo-a para sua corbicula, onde na colmeia,
serdo adicionadas cera e secrecdes salivares a fim de produzir a propolis verde
(Figura 5) (SFORCIN et al., 2012).
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Fonte: BELMIRO, OKI, FERNANDES, 2011.

Figura 5. Abelhas Apis mellifera coletando o material resinoso das partes aéreas de B.
dracunculifolia.

Prépolis € uma palavra de origem grega, na qual “pro” significa em defesa, e
“polis” comunidade. Este material resinoso € utilizado pelas abelhas na construgao
de suas colmeias para protegé-la da entrada de invasores, além de ser utilizada
para embalsamar insetos mortos dentro da colmeia. Devido as suas propriedades
antimicrobianas, a propolis é também utilizada na colmeia para protecdo contra
bactérias, fungos e virus. Atualmente, tem sido utilizada no Brasil em bebidas e
alimentos devido as suas atividades biolégicas a fim de melhorar a saude e prevenir
doencgas, além de conferir a estes seu aroma (DA SILVA FILHO et al., 2007;
FAROOQUI, FAROOQUI, 2010).

Sugere-se que a interacdo entre a Apis mellifera e a B. dracunculifolia se da
principalmente devido ao fato de esta espécie produzir 6leos caracterizados por
possuirem um aroma forte e exoético reconhecido pelas abelhas, que tem alta
capacidade olfatoria. Além disso, as folhas de B. dracunculifolia possuem tricomas
tectores e glandulares que auxiliam nessa interacao, além de protegerem as folhas
do ataque de predadores através da intensa producdo de metabdlitos secundarios
que ocorre durante o desenvolvimento do vegetal (SFORCIN et al., 2012).
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Seus tricomas secretores sdo ricos nestes metabdlitos secundéarios que
apresentam variagbes sazonais mais quantitativas do que qualitativas, mas que
podem afetar as propriedades medicinais da espécie. Figueiredo-Rinhel e
colaboradores (2013) demonstraram variagcbes na capacidade de inibicdo da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por neutréfilos humanos, de
extratos de B. dracunculifolia produzidos por material vegetal coletado mensalmente
durante um ano. Todos os extratos foram ativos, porém, uma maior atividade foi
encontrada nos extratos com maior teor de acido cafeico (1) (Tabela 1), sugerindo
que este constituinte pode ser utilizado como marcador para a atividade biologica da
espécie (DE SOUZA et al., 2011; FIGUEIREDO-RINHEL et al. 2013).

Park e colaboradores (2004) verificaram a presenca em extratos de brotos e
folhas jovens de B. dracunculifolia de flavonoides como crisina (11), canferol (10),
isosacuranetina (5), canferido (9) e acacetina (8), além dos acidos cumarico (3),
ferulico (4), cinamico (2) e do fenilpropanoide artepilina C (13) (Tabela 1), sendo este

0 constituinte majoritario nestas amostras (PARK, et al., 2004)

A artepilina C (13) ja havia sido descrita na espécie em outros estudos,
juntamente com os demais fenilpropanoides bacarina (14) e drupanina (15), além
dos flavonoides isosacuranetina (5), acacetina (8), aromadendrina-4’-metil éter
(AME) (6) e naringenina (7), do derivado do &cido p-cumarico, acido (E)-3-prenil-4-
(diidrocinamoiloxi)-cindmico (16) e dos acidos 4,5-dicafeoilquinico (17) e 3,4-
dicafeoilquinico (18) (Tabela 1) (NAGATANI, WARASHINA, NORO, 2001;
NAGATANI, WARASHINA, NORO, 2002a; NAGATANI, WARASHINA, NORO,
2002b; KUMAZAWA, et al., 2003).

Em um estudo que avaliou a atividade tripanocida de B. dracunculifolia, da
Silva Filho e colaboradores (2004) identificaram no lavado das folhas os compostos
ja citados isosacuranetina (5), AME (6), acido ferulico (4), acido (E)-3-prenil-4-
(diidrocinamoiloxi)-cinamico (16), e ainda os compostos acido diidrocinamico (19),
oxido de baccharis (20) e friedelanol (21). Em um outro estudo do mesmo autor
estudo foram identificados no extrato bruto de B. dracunculifolia os constituintes
acido ursolico (22), acido 2a-hidroxi ursélico (23), uvaol (24), ermanina (12),
viscidona (25), entre outros (Tabela 1) (DA SILVA FILHO et al. 2004; DA SILVA
FILHO et al., 2009).



Tabela 1. Principais constituintes ja identificados em extratos de Baccharis dracunculifolia.

ESTRUTURA SUBSTANCIA

5) Isosacuranetina: R1 = OCH3, Rz = H
O o 6) AME: R1 = OCH3, R2 = OH

7) Naringenina: R1 = OH, R2=H

13) Artepilina C

15) Drupanina

28



17) Acido 4,5-dicafeoilquinico: R1, Rz = cafeail,
R,00 Rs3, Ra=H
18) Acido 3,4-dicafeoilquinico: Ri, Rs = H, Rz,

OH OR, R3 = cafeoil

Cafeoil =

20) Oxido de baccharis

S
&
K

22) Acido ursélico: R1 = H, R = COOH
23) Acido 2a-ursélico: R1 = OH, R, = COOH
24) Uvaol: R1 = H, R2 = CH20H

%

Fonte: Sforcin et al., 2012.
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B. dracunculifolia € amplamente utilizada na medicina popular, na forma de
cha devido as suas atividades antitlcera, imunomodulatéria e anti-inflamatoria, além
de estudos ja terem relatado seus efeitos como antimicrobiana, antiviral e
tripanocida, e a maioria das suas atividades tem sido relacionada a presenca dos
derivados prenilados do acido p-cumaérico, principalmente artepilina C (12) e
bacarina (13), embora suas atividades imunomodulatéria e antioxidante ja tenham
sido relacionadas também ao acido caféico (1) e aos seus principais flavonoides,
como isosacuranetina (5) e AME (6) (Tabela 1). (RESENDE et al., 2012;
FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2013; BACHIEGA et al., 2013; REZENDE et al., 2014).

Dos Santos e colaboradores (2009) relataram as atividades analgésica e anti-
inflamatdria do extrato bruto hidroalcoolico das folhas de B. dracunculifolia em
diferentes modelos de dor e inflamagdo como indugédo de contragbes abdominais
com &cido acético, glutamato e adjuvante completo de Freund (CFA), edema e dor
inflamatoria induzida por carragenina, além de capacidade de inibir a atividade da
enzima COX-2, altamente expressa em processos inflamatérios (DOS SANTOS et
al., 2009).

Em um estudo que avaliou a atividade de extratos de B. dracunculifolia e
alguns de seus compostos isolados sobre macrofagos peritoneais de camundongos
Balb/c foi demonstrado que o extrato e o lavado de folhas, bem como o extrato da
raiz, e os constituintes 6xido de baccharis e friedelanol aumentaram a producéo de
peroxido de hidrogénio (H202) por estas células, sugerindo a atividade modulatoria
das amostras avaliadas sobre um tipo celular do sistema imunologico. Ainda,
Figueiredo-Rinhel e colaboradores (2013), em seu estudo ja citado, mostraram que
extratos de folhas de B. dracunculifolia inibbem a geracdo de espécies reativas de
oxigénio por neutréfilos humanos, através da metodologia de quimioluminescéncia,
reforcando a atividade da espécie sobre estes mediadores (MISSIMA et al., 2007;
FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2013).

Bachiega e colaboradores (2013) avaliaram os efeitos do extrato de folhas de
B. dracunculifolia e do acido caféico, seu principal constituinte, frente a producao de
citocinas inflamatdrias por macréfagos peritoneais murinos e observaram que tanto o
extrato, quanto o acido caféico, estimularam a produgédo de IL-1B, mas inibiram a

producédo de IL-6 e IL-10 em células ndo estimuladas. Em células estimuladas com
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LPS, o extrato foi capaz de reduzir as concentragfes de IL-6 e IL-10, antes ou apos
a adicao do estimulo, enquanto o acido caféico foi capaz de reduzir a concentragédo
de IL-6 antes ou apos o estimulo, mas de IL-10 apenas quando adicionado apés o
estimulo (BACHIEGA et al., 2013).

O extrato bruto de B. dracunculifolia foi ainda avaliado em modelo de colite
aguda e cronica, induzida por acido trinitrobenzenosulfénico, sendo capaz de reduzir
a atividade de mieloperoxidase (MPO), além de inibir a peroxidagéo lipidica e a
deplecdo de glutationa, efeitos que permitiram a reducdo dos danos causados a
mucosa intestinal que ocorrem nesta doenca devido ao intenso processo oxidativo
mediado por neutrofilos, sendo a atividade de MPO considerada um importante
marcador para avaliacdo de atividade anti-inflamatéria de extratos e compostos
(CESTARI, BASTOS, DI STASI, 2011).

Apesar de estudos j4 terem relatado a atividade imunomodulatéria/anti-
inflamatoéria de extratos e constituintes de B. dracunculifolia, a falta de resultados
conclusivos em relacdo a atividade dessa espécie frente ao sistema imune, além da
falta de estudos em relagdo as vias ou mecanismos pelos quais os efeitos
observados podem estar sendo desencadeados sugere que Sa0 necessarios novos

estudos a fim de se investigar e aprofundar essas propriedades.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico bruto das partes aéreas de Baccharis
dracunculifolia frente a producdo de mediadores das respostas imunoldgicas e seus

possiveis mecanismos in vitro.

3.2 Objetivos especificos

1. Produzir o extrato bruto hidroalcodlico das partes aéreas de Baccharis
dracunculifolia;

2. Submeter o extrato bruto hidroalcodlico das partes aéreas de Baccharis
dracunculifolia a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

3. Avaliar a citotoxicidade do extrato em macrofagos peritoneais e esplendcitos;
Investigar o efeito do extrato na producdo de mediadores da resposta imune
inata (NO e IL-12), por macréfagos peritoneais;

5. Propor possiveis mecanismos para os efeitos observados através de ensaios
de proliferacdo de esplendcitos e expressdo das moléculas CD40, CD8O,
CD86 e MHC Il por macrofagos peritoneais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéao do extrato bruto hidroalcodlico das partes aéreas de Baccharis
dracunculifolia

Partes aéreas de Baccharis dracunculifolia foram coletadas no horto da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) em janeiro

de 2013. A exsicata encontra-se depositada no Herbario Leopoldo Krieger (CESJ)

do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFJF, sob niumero 47.482.

B

Fonte: Arquivo da autora

Figura 6. Partes aéreas da epécie Baccharis dracunculifolia.

As partes aéreas foram secas a temperatura ambiente e trituradas com auxilio
de moinho de facas resultando em 500g de material vegetal pulverizado. O pé
resultante foi submetido ao processo de maceracdo com solugdo hidroalcodlica (8:2
v/v) (Etanol P. A. Vetec) por um periodo de 3 dias. A solucao hidroalcodlica foi
filtrada em papel de filtro e concentrada com auxilio de um rotaevaporador (Buchi®
RIl), com pressdo reduzida (bomba Buchi® V-700) e banho a 50°C. Apds estes
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procedimentos foram obtidos 120 g de extrato bruto hidroalcodlico de partes aéreas

de Baccharis dracunculifolia (E-Bd).

4.2 Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

O extrato bruto hidroalcoodlico E-Bd foi analisado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, no laboratoério CentralBio (Faculdade de Farmécia, UFJF), em coluna
analitica de fase reversa (Sun Fire™ C18; 4,6 x 250 mm; 5 um), na presenca de pré-
coluna (Sun Fire™ C18; 4,6 x 20 mm; 5 um), empregando-se cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia (HPLC Waters) composto por duas bombas (modelo 1525), injetor
automéatico (modelo 2707) e detector de arranjo de diodos (modelo 2998). Para
estas analises foi utilizado um sistema gradiente linear que foi constituido pela
seguinte fase movel: Hs3PO4 em agua até pH = 3 (A) e metanol (MeOH) (Alphatec)
(B), variando de 20 a 95% de B (0 - 77 min), com fluxo de fase mével a 0,8 mL/min.
A aquisicdo de dados foi obtida a partir do software Empower 3 Waters Corporation,
no qual a partir da varredura realizada foi selecionada a leitura em 290 nm
(GUIMARAES et al., 2012).

4.3 Animais de experimentacao

Foram utilizadas fémeas de 8-12 semanas de camundongos C57Bl/6
provenientes do biotério do Centro de Biologia da Reproducéo (CBR) da UFJF. Os
animais foram aclimatizados no biotério do Laboratério de Imunologia, Doencas
infecto-parasitarias e Obesidade (LIDIPO) do ICB-UFJF e todos os procedimentos

realizados estdo de acordo com o preconizado pelo Cédigo Brasileiro para Utilizacdo
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de Animais de Laboratdrio, tendo sido aprovados pela Comissao de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFJF, sob numero de protocolo 041/2013.

4.4 Obtencéo e cultura de células

Os macrofagos foram induzidos por injecao intraperitoneal de 2mL de
tioglicolato 3% e apds 3 dias os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical (GORDON, UNKELESS e COHN, 1974). A obtencédo das células ocorreu da

seguinte maneira:

Macrofagos peritoneais: foi feita a assepsia da regido abdominal dos animais
e entdo a pele foi removida para exposicdo da cavidade abdominal. Em seguida,
foram injetados 5 mL de tampéao fosfato PBS (phosphate buffer saline, pH = 7,4)
resfriado estéril na cavidade abdominal e apés massagear o abdbmen para
desprendimento das células da membrana peritoneal, o lavado celular foi coletado e

transferido para tubos cénicos do tipo Falcon de 15mL estéreis.

As suspensdes de células foram centrifugadas a 1500rpm por 10 minutos, em
centrifuga refrigerada (4°C), e apOs descartados os sobrenadantes, os botdes
celulares foram ressuspendidos com 2mL de RPMI 1640 completo (estreptomicina
50 ug/mL, penicilina 50 U/mL, aminoacidos ndo essenciais 1% e soro fetal bovino
5%) (GIBCO). Para contagem das células, fez-se a diluicdo da suspenséao de células
em azul de Tripan (Sigma) na propor¢ao de 1:50, e posteriormente foi feito o ajuste

do nimero de células para os ensaios.

Esplendcitos: apdés coleta do lavado peritoneal, a membrana da cavidade
abdominal foi aberta para retirada dos bacos. Estes foram triturados com o auxilio de
peneiras de aco estéreis e entdao centrifugados a 4°C, e 1500 rpm por 10 minutos.
Apoés descartados os sobrenadantes, os botdes celulares foram ressuspendidos em

tampdo de hemdlise (cloreto de aménio 0,8% em &gua; pH = 7,35) para lise de
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eritrocitos, e centrifugados novamente a 4°C e 1500 rpm, repetindo-se esse
processo até lise completa das hemécias.

ApGs lise completa das hemacias, as células foram entdo ressuspendidas em
2 mL de RPMI 1640 completo fazendo-se entdo a diluicdo em azul de Tripan para
contagem em camara de Neubauer e posterior ajuste do niumero de células para os

ensaios.

4.5 Ensaios de citotoxicidade e proliferacdo de esplendcitos

4.5.1 Ensaio de citotoxicidade

O teste de viabilidade celular foi realizado com as células peritoneais e
esplendcitos utilizando a conversdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazdlio (MTT, Invitrogen), de cor amarelada, a um composto de coloracéo
purpura, o formazan. Para o este ensaio foi feita a contagem das células em camara
de Neubauer e posteriormente o ajuste para 15x10° células/mL para as células
peritoneais e 10x10° células/mL para os esplenécitos, em meio RPMI 1640
suplementado (10% de albumina de soro bovino - BSA -, antibiéticos 1% - penicilina
100 U/mL e estreptomicina 1 ug/mL). As células foram entéo transferidas para placa
de 96 pocgos de fundo chato e fundo “U”, na concentragdo de 1,5x10° e 1x10°
células/pogo para células peritoneais e esplendcitos, respectivamente.

Células peritoneais: ap0s o periodo de 2 horas para adesao, as placas foram

lavadas com PBS e entdo os pocos receberam 50 uL de E-Bd diluido em meio RPMI
1640, com 0,1% de dimetilsulféxido (DMSO, Vetec), de modo a atingir as
concentracbes de 100, 50 e 25 ug/mL e entdo as placas foram incubadas

novamente por periodos de 24 e 48 horas a 37 °C em estufa com 5% CO..
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Esplendcitos: Imediatamente apds a transferéncia das células para as placas,
foi adicionado 50 uL de E-Bd diluido em RPMI 1640 com 0,1% de DMSO para
obtencéo das concentracfes de 100, 50 e 25 ug/mL. As placas foram incubadas por
48 horas a 37 °C em estufa com 5% COa.

Ap6s os periodos de incubacdo, foram retirados os sobrenadantes e
adicionados, em cada poc¢o, 100 uL da solucdo de meio RPMI 1640 e 10 pL do
reagente MTT na concentracdo de 5mg/mL, mantendo a placa protegida da luz. A
placa foi homogeneizada e novamente incubada em estufa com 5% CO2a 37°C, por
4 horas. Em seguida, os sobrenadantes foram retirados, e foram adicionados 100 puL
de DMSO por poco. A placa foi agitada a 150 rpm/10 minutos e a absorbancia foi

medida em leitora de microplacas (TP Reader) no comprimento de onda de 550 nm.

4.5.2 Ensaio de proliferacao de esplendcitos

Para o ensaio de proliferacdo, os esplendcitos foram estimulados com
Concanavalina A (ConA, Sigma) na concentracdo de 5 pug/mL como mitégeno, e
receberam os tratamentos com o extrato E-Bd nas concentracfes supracitadas.
Apoés incubacdo (72h) foram retirados os sobrenadantes e adicionados, em cada
poco, 100 pL da solugdo de meio RPMI 1640 e 10 uL do reagente MTT na
concentracdo de 5 mg/mL, mantendo a placa protegida da luz. A placa foi entdo
homogeneizada e novamente incubada em estufa com 5% COz a 37°C, por 4 horas.
Em seguida, os sobrenadantes foram retirados, e foram adicionados 100 pL de
DMSO por pogo. Apos agitacdo a 150 rpm/10 minutos a medida da absorbancia foi
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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4.6 Avaliacéo dos efeitos imunomodulatorios do extrato

4.6.1 Producao de 6xido nitrico

Apés 24 horas de incubacdo em cultura, 50 uL dos sobrenadantes das
culturas de células peritoneais e de esplendcitos foram colocados nos pocos de
microplacas de 96 pocos de fundo chato para dosagem de nitrito utilizando o
reagente de Griess (Sulfanilamida 1% e a-naftil etilenodiamina 0,1%). Em seguida a
adicdo dos sobrenadantes, foram acrescentados 50 ulL/po¢o da mistura dos
reagentes sulfanilamida 1% e oa-naftil etilenodiamina 0,1% em H3POa4 2,5% (Sigma)
(1:1 v/v). A absorbancia foi lida a 540 nm em uma leitora automéatica de microplacas
(TP READER NM). A producdo de NO foi quantificada através de comparagcdo com
uma curva padrao de nitrito em concentracdes variando de 3,125 a 200 uM, sendo

os resultados expressos em uM (DING, NATHAN, STUER, 1988).

4.6.2 Producéo de IL-12

Para a dosagem de IL-12 FOI utilizada a técnica de ELISA de acordo com as
instrugdes do fabricante (Becton & Dickinson). De acordo com este protocolo, as
placas de ELISA foram sensibilizadas com o anticorpo de captura, para a citocina
avaliadas, diluidos em PBS, e incubadas overnight a temperatura ambiente. Apos a
lavagem das placas com PBS-Tween 20 0,1% (PBS-T) por quatro vezes, estas
foram incubadas com a solucéo de bloqueio por duas horas (PBS-Tween 20 0,1% +
soro fetal bovino 10%). Apds este periodo, as placas foram lavadas novamente
quatro vezes em PBS-T e, em seguida, foi adicionado o padréo da citocina (Becton
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& Dickinson) e as amostras, aliquotadas a partir dos sobrenadantes da cultura de
células. As placas foram entdo incubadas por mais 2 horas a temperatura ambiente.
Terminado este periodo, as placas foram lavadas mais quatro vezes em PBS-T e o0s
anticorpos de deteccdo biotinilados (Becton & Dickinson) adicionados e as placas
foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. A seguir mais quatro lavagens
com PBS-T foram realizadas e foi adicionado o conjugado enziméatico constituido do
complexo streptoavidina-peroxidase, na diluicdo de 1/400 (Sigma), seguido de
incubacdo por 1 hora. ApoOs este periodo, a reacdo foi revelada pela adicdo do
substrato contendo tampdo citrato (pH 5,5) e cromogeno &cido 2,2-diazino
etilbenzotialino sulfénico (ABTS) 30% (1ug/mL). A medida da absorbancia foi
realizada em leitora de microplacas (TP READER NM) a 440 nm. As amostras foram
guantificadas com base na curva padrdo construida de acordo com as
concentracOes indicadas pelo fabricante e os resultados expressos em pg/mL (limite
de detecgéo 16pg/mL).

4.6.3 Expressdo de moléculas co-estimuladoras

As células peritoneais foram coletadas das placas de 24 pocos com 200uL de
tampéo de Facs gelado (PBS + BSA 0,5% + azida de sodio 1%) e transferidas para
placas de 96 pogos de fundo em “U” que foram entdo centrifugadas em centrifuga
refrigerada (4°C) por 5 minutos, a 1500 rpm e ap0s este processo 0s sobrenadantes
foram descartados. Foram entdo adicionados 20uL dos anticorpos anti-CD40 BV421,
e anti-CD80, anti-CD86 e anti-MHC Il conjugados a ficoeritrina (PE) (Becton &
Dickinson) para marcagdo das ceélulas durante 30 minutos. ApOs esse periodo,
foram adicionados 150uL de tampdo de Facs e as placas foram novamente
centrifugadas e seus sobrenadantes descartados sendo repetido este procedimento
duas vezes. Entédo, foram adicionados 100uL do tampé&o de Facs, e a s suspensoes
de células foram transferidas para tubos de ensaio para realizacdo da leitura em

citbmetro de fluxo (Becton Dickinson).
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As células foram definidas através do tamanho versus granulosidade (FSC x
SSC). Para cada leitura foram obtidos 30.000 eventos e as médias de intensidade
de fluorescéncia (MFI) foram analisadas a partir de histogramas representando o log

da fluorescéncia por PE pela contagem de células.

4.7 Andlises estatisticas

As variaveis numéricas foram avaliadas por andlise de variancia (ANOVA),
seguida de teste Tukey (GraphPad Prism®) e os resultados foram expressos como

meédia + desvio padrdo sendo considerados significativos os valores com P < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos procedimentos descritos foram obtidos 120g do extrato bruto
hidroalcodlico das partes aéreas de Baccharis dracunculifolia (E-Bd) e este extrato
foi submetido a analise por CLAE conforme apresentado no cromatograma (Figura
7).
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Figura 7. Cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato bruto
hidroalcodlico das partes aéreas de B. dracunculifolia. Injecdo de 30 yL de E-Bd em coluna
C18; 4,6 x 250 mm; 5 ym. Fase moével: HsPO, em agua até pH = 3 (A) e metanol (B),
variando de 20 a 95% de B (0 - 77 min), fluxo de 0,8 mL/min, A = 290 nm.

A analise por CLAE-DAD do extrato bruto hidroalcodlico das partes aéreas de
B. dracunculifolia permitiu observar a presenca de diversos compostos. Estudos que
investigaram a constituicdo quimica das partes aéreas de B. dracunculifolia ja
haviam demonstrado a complexidade deste extrato, sendo os principais constituintes
encontrados os derivados do &cido cumarico, e flavonoides (VERDI, BRIGHENTE,
PIZZOLATTI, 2005; FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2013).

Foi possivel observar que estdo presentes no extrato E-Bd acidos fendlicos e
flavonoides, com base nos espectros de ultravioleta (Figura 8 a-j), e na literatura. O
padrdo de absorgdo com Amax em 270 e 334 nm é caracteristico da estrutura de

flavonas (Figura 8 h). J& os padrbes de absor¢cdo com Amax em 218, 241 e 327 nm
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(Figura 8 a, d, e, f) e em 227 e 309 nm (Figura 8 b), sdo caracteristicos de &cidos
fendlicos. Os demais padrées de absorcdo apresentados (Figura 8 c, g, i, j) ndo
permitiram concluir a que classe pertencem os respectivos compostos (TILLEQUIN
et al., 1978; BORELLA et al., 2005; HUBER, RODRIGUEZ-AMAYA, 2008; MARTINS
et al., 2015).
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Figura 8. Espectros de ultravioleta dos principais picos apresentados no cromatograma

obtido ap6s andlise por CLAE do extrato E-Bd.
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Estes achados estdo de acordo com os estudos fitoquimicos encontrados na
literatura, que relatam a presenca destes tipos de compostos em extratos de B.
dracunculifolia, indicando que 0s compostos mais comumente relacionados as
atividades biolégicas da espécie estado presentes no extrato E-Bd (TILLEQUIN et al.,
1978; BORELLA et al., 2005; HUBER, RODRIGUEZ-AMAYA, 2008; MARTINS et al.,
2015).

Em relacdo aos ensaios bioldgicos, no teste realizado com MTT, néo foi
observada citotoxicidade do extrato E-Bd nas concentragfes avaliadas, de 100, 50 e
25 pg/mL em células peritoneais ou em esplendcitos, tendo sido a viabilidade de

mais de 90% das células conforme mostram as figuras 9 e 10.
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Figura 9. Viabilidade de macréfagos peritoneais (%) em relacdo ao grupo controle negativo
(CN) ap6s incubacdo com diferentes concentragbes (100, 50 e 25mg/mL) do extrato E-Bd

em A) 24 horas e B) 48 horas. Os dados foram expressos como média + SD.
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Figura 10. Viabilidade de esplendcitos (%) em relagéo ao grupo controle negativo (CN), apos
incubacdo com diferentes concentragfes (100, 50 e 25mg/mL) do extrato E-Bd em 48 horas.

Os dados foram expressos como média + SD.

Embora néo existam na literatura estudos que tenham avaliado extratos de B.
dracunculifolia nestes tipos celulares, nestas concentracdes, a néo citotoxicidade em
macrofagos peritoneais do extrato bruto hidroalcodlico de B. dracunculifolia a 20
ug/mL ja foi observada, bem como a nédo citotoxicidade também do extrato
hidroalcodlico de folhas a 50 ug/mL em neutrofilos humanos. Foi observado ainda
que o lavado diclorometanico das folhas ndo foi citotoxico em células Vero em
concentracdes até 45 ug/mL, (DA SILVA FILHO et al., 2009; JOHANN et al., 2010;
FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2013).

Esplendcitos foram ainda estimulados com Concanavalina A (ConA) a fim de
se avaliar o efeito do extrato E-Bd na proliferacdo destas células. Em relacdo ao
grupo que nao recebeu o estimulo com ConA, o grupo estimulado e nao tratado
exibiu aumento significativo na proliferacao celular, indicando importante efeito deste
mitdgeno. Nos grupos tratados com o extrato, foi possivel observar reducao
significativa (p < 0,01 e p < 0,05 na proliferacdo dos esplenocitos nas

concentracdes ndo citotoxicas de 100, 50 e 25 ug/mL (Figura 11).
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Figura 11. indice de proliferacdo de esplendcitos em 72h na auséncia do estimulo (CN,
controle negativo), e apds o estimulo com ConA e com os tratamentos com E-Bd em trés
concentragdes 100, 50 e 25 mg/ml. Os dados foram expressos como média + SD e foram
considerados significativos em relagdo ao grupo estimulado (ConA), os resultados com p <
0,05 (*), p < 0-01 (**) e p < 0,001 (***).

E a primeira vez que o extrato da espécie é avaliado frente a proliferacdo de
esplendcitos. Estes resultados corroboram com os achados do nosso grupo (dados
ainda ndo publicados) em relagdo a producdo de citocinas por esplendcitos. Neste
estudo, o extrato E-Bd foi capaz de reduzir a producéo de diferentes citocinas como
TNF-a, IFN-y, IL-17 e IL-4, por cultura de esplendcitos. Essa reducdo pode ser

justificada pela inibicdo da proliferacdo desse tipo celular (LEAL, 2014).

Em relacdo a producdo de 6xido nitrico o extrato E-Bd foi capaz de reduzir
sua producdo por macrofagos peritoneais e esplendécitos apds estimulo com LPS
nas trés concentracbes avaliadas (100, 50 e 25 pg/mL) e ainda apdés estimulo dos
macrofagos peritoneais pelo IFN-y nas duas maiores concentracdes (100 e 50
ug/mL), sugerindo um possivel efeito concentracdo dependente nos esplendcitos, e
nos macrofagos peritoneais quando estimulados com LPS e IFN-y, como mostra a

figura 12.
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Figura 12. Producédo de o6xido nitrico na auséncia (CN, controle negativo) e na presenca de
estimulo e de diferentes concentragdes (100, 50 e 25mg/mL) de E-Bd: A) por cultura de
macrofagos, apds estimulo com LPS, B) por cultura de esplenécitos apds estimulo com LPS
e C) por cultura de macrofagos apos estimulo com LPS e IFN-y. Os dados foram expressos
como média + SD e foram considerados significativos em relacdo aos grupos estimulados
(LPS/LPS+IFN), os resultados com p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) e p < 0,001 (***).

O oOxido nitrico exerce um importante papel em diversos processos como
inflamagéo, carcinogénese e ateroesclerose, e seu excesso causa um dano
oxidativo aos lipidios de membrana, ao DNA, a proteinas e lipoproteinas, levando a
morte celular. Por isso, a descoberta de substancias que previnam uma
superproducdo de NO podem trazer beneficios no tratamento de diversas doencas.
O LPS derivado das bactérias Gram negativas pode ser um indutor de iINOS em
varios tipos celulares, incluindo macréfagos, desencadeando respostas celulares

danosas e promovendo processos inflamatorios (TAIRA, NANBU, UEDA, 2009).
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Lopes e colaboradores (2003) ao avaliar a atividade do extrato de B.
dracunculifolia e de prépolis sobre macrofagos peritoneais obtidos de camundongos
Balb/c, verificaram que a prépolis levou a um aumento da producdo de H20:2 e
reducdo de NO, enquanto que o extrato da espécie vegetal ndo alterou os niveis
destes mediadores. N&o existem outros trabalhos na literatura que apresentem
resultados da atividade de extratos de B. dracunculifolia frente a producdo de oxido
nitrico, porém, no estudo de Missima e colaboradores os extratos de folhas e de raiz
de B. dracunculifolia promoveram aumento na producdo de H202 por macrofagos
obtidos de camundongos Balb/c assim como foi observado para a propolis no estudo
supracitado (LOPES, BANKOVA, SFORCIN, 2003; MISSIMA et al., 2006).

Além disso, diversos constituintes encontrados em extratos de B.
dracunculifolia como drupanina, artepilina C, ermanina, AME e canferido ja foram
avaliados frente a producdo de Oxido nitrico por diferentes linhagens celulares
apresentando reducédo de seus niveis, indicando o potencial dos extratos da espécie
em promover essa reducao (TAIRA, NANBU, UEDA, 2009; JEONG et al., 2011,
SZLISZKA et al., 2013; GAO et al., 2014; YAHAGI et al., 2014).

As divergéncias nestes resultados podem ser devido as variacbes
encontradas nos extratos de B. dracunculifolia de acordo com a localidade da coleta
do material vegetal, sazonalidade e forma de obtencdo do extrato que podem alterar

sua composicao quantitativamente e qualitativamente.

O extrato E-Bd foi ainda avaliado frente a producéo de IL-12 por macréfagos
peritoneais estimulados com LPS e IFN-y. Este foi capaz de reduzir
significativamente a produgcdo da citocina em questdo nas duas maiores
concentracbes nado citotoxicas avaliadas, de 50 e 100 pg/mL (p < 0,001), como

mostrado na figura 13.
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Figura 13. Produgédo de IL-12 na auséncia do estimulo (CN, controle negativo), e na
presenca do extrato E-Bd (100, 50 e 25 ug/mL) por macréfagos peritoneais apés estimulo
(LPS e IFN-y). Os dados foram expressos como meédia + SD e foram considerados
significativos em relagdo aos grupos estimulados (LPS/LPS+IFN), os resultados com p <
0,05 (*), p < 0,01 (**) e p < 0,001 (***).

Em nosso grupo, os resultados de trabalhos prévios ainda ndo publicados,
citados anteriormente neste trabalho, indicaram a capacidade do extrato E-Bd em
reduzir ainda a producéo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-17 e IL-4. Uma vez que as
trés Ultimas sdo produzidas principalmente por linfocitos, e de diferentes
subpopulacdes (Thl, Th2 e Thl7), a inibicdo da producéo de todas elas, pode indicar
uma atividade do extrato E-Bd em etapa anterior a ativacdo destas células
(MESQUITA-JUNIOR et al., 2010; SILVA et al., 2013; LEAL, 2014).

Sendo assim, a partir do efeito anti-proliferativo observado na cultura de
esplendcitos, em conjunto com a reducao da producado de citocinas por este mesmo
tipo celular, sugerindo acdo do extrato em etapa anterior a sua ativacdo, realizou-se
o ensaio de citometria de fluxo para analise da expressdo de moléculas co-
estimuladoras, que participam no processo de apresentagdo antigénica, tendo,
portanto, importante papel no momento da interacdo entre imunidade inata e

adaptativa, com ativacao desta.

Em relacdo aos resultados obtidos foi possivel observar que o extrato E-Bd
levou a reducgdo da expressdo das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86, e ndo

alterou significativamente a expressdo da molécula de MHC II, por macréfagos
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peritoneais estimulados com LPS e IFN-y. Estes resultados estdo expressos na

figura 14.
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Figura 14. Efeitos do extrato E-Bd nas concentracfes de 100 e 50 ug/mL na expressao de
A) CD80, B) CD86, C) CD80 e D) MHC II, na auséncia de estimulos (CN, controle negativo),

e na presenca de estimulos (LPS e IFN-y). Os dados foram expressos como média = SD, e

foram considerados significativos em relacdo aos grupos estimulados (LPS/LPS+IFN-y) os
resultados com p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) e p < 0,001 (***).

Ainda, a redugdo na expressdo da molécula CD40 foi observada em

macrofagos estimulados com LPS, que receberam o extrato E-Bd. Este foi capaz de

promover reducdo estatisticamente significativa da expressdo de CD40 nas duas

maiores concentracdes avaliadas (100 e 50ug/mL, com p < 0,001 e p < 0,01) (Figura

14).
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Esta é a primeira vez que o extrato de B. dracunculifolia é avaliado frente a
expressdo de moléculas co-estimuladoras. Uma vez que estas moléculas indicam
ativacdo de macréfagos para inflamacao aguda e sdo moléculas fundamentais na
apresentacao de antigenos aos linfécitos desencadeando a resposta imunoldgica
adaptativa, elas podem representar um alvo interessante para acado de novas
moléculas com a finalidade de se modular as respostas imunolégicas (ABBAS,
LICHTMAN, PILLAI, 2012; DAI et al., 2015).

A inibicdo da expresséo das moléculas CD40, CD80 e CD86 pelo extrato em
qguestao, vai de encontro aos resultados das analises de proliferacdo e de producéo
de citocinas em esplendcitos, demonstrando que o prejuizo causado a apresentacao
antigénica devido a reducdo na expressdo de moléculas co-estimuladoras, €,

provavelmente, o responséavel pela menor intensidade da ativacao das células T.

A molécula de superficie CD40 pertence a superfamilia dos receptores de
fator de necrose tumoral e € amplamente expressa em mondcitos/macréfagos, e
também em células dendriticas e linfécitos B. Nos macrofagos, essa molécula tem
um papel importante em sua ativagdo, uma vez que a ligacdo a este receptor
promove liberagdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-18, IL-6, IL-12 e TNF-q,

além da producéo de NO.

Rezai-Zadeh e colaboradores (2008) demonstraram a capacidade de duas
flavonas, denominadas apigenina e luteolina (Figura 15 a e b), em reduzir a
expressdo da molécula CD40 em células da micrdglia, e enfatizaram a atividade
anti-inflamatéria dessas substancias (REZAI-ZADEH et al., 2008; SHI et al., 2015).

Em relacdo ao CD80 e CD86, Yoon e colaboradores (2006) identificaram
também um efeito supressor na expressao dessas moléculas desencadeado pela
apigenina, além da supressao da expressdo de MHC | e Il. Apesar de nado terem
sido encontrados relatos na literatura da identificacdo dessa flavona na espécie B.
dracunculifolia, ja foi verificada a presenca de flavonas como acacetina e crisina, nao
havendo estudos publicados na literatura avaliando sua atividade frente a expresséao
de moléculas co-estimuladoras. Além disso, a presenca da apigenina ja foi
detectada em extratos aquosos e hidroalcodlicos da prépolis brasileira (YOON et al.,
2006; FAROOQUI, FAROOQUI, 2010).
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Atualmente, encontra-se disponivel no mercado o farmaco Abatacepte, um
imunossupressor utilizado para artrite reumatoide. Seu mecanismo de acao baseia-
se na ligacdo a molécula CD80 inibindo assim a ativacdo das células T, envolvidas
na patogénese e manutencao da doenca, apresentando, portanto, efeito semelhante

ao proposto para o extrato em questao (Figura 15) (YU et al., 2013).

Em estudo comparativo entre o uso dos farmacos Abatacepte, e Adalimumab,
um anticorpo monoclonal também amplamente utilizado na artrite reumatoide, foi
demonstrado ndo haver diferenca significativa no beneficio obtido apds o tratamento,
tendo-se concluido entdo, a nao inferioridade do primeiro, em relacdo ao segundo.
Além disso, Furie e colaboradores (2014) comprovaram a eficacia do Abatacepte em
pacientes com lupus eritematoso sistémico (LES) (WEINBLATT et al., 2013; FURIE
et al., 2014).

Célula Apresentadora de
Antigeno

Linfécito T ABATACEPTE

Redugdo de citocinas pré-inflamatérias
Redugdo de auto-anticorpos
Modulag¢do de mecanismos efetores

Fonte: Adaptado de MOLA et al., 2013

Figura 15. Mecanismo de ac¢do do Abatacepte e seus efeitos supressores da resposta

imunoldgica

Dessa forma, é possivel concluir a importancia da possibilidade de
desenvolvimento de terapias farmacologicas que visem bloquear os processos de

co-estimulacdo em doencas auto-imunes e inflamatorias cronicas, nas quais as
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células T CD4* tenham um papel importante em sua imunopatogenia e manutencao
(COQUET, RAUSCH, BORST, 2015).

Mais estudos sé@o necessérios a fim de se avaliar melhor os mecanismos de
acao, os modelos em que é aplicavel e qual a melhor forma de utilizacdo do extrato
E-Bd a fim de otimizar sua atividade e desenvolver uma nova opc¢éao terapéutica para

as doencgas causadas pelo sistema imunoldgico.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho indicam que o extrato bruto de
Baccharis dracunculifolia E-Bd, apresenta as principais classes de constituintes
encontradas na espécie, que sao os acidos fendlicos e os flavonoides. Este extrato,
nao foi citotdxico nos tipos celulares em que foi avaliado, em concentracdes até 100
ug/mL e apresentou importante atividade imunomoduladora frente as principais
células da imunidade inata e adquirida, reduzindo a producdo de mediadores da
resposta imune. Os efeitos observados podem se dar devido a inibicdo da
proliferacdo de esplendcitos e da expressdo de moléculas co-estimuladoras (CD80,
CD86 e CD40), essenciais para a apresentacao antigénica, e desenvolvimento da
resposta imunoldgica especifica. Dessa maneira, este extrato pode ser promissor
para o tratamento de desordens imunologicas nas quais 0 sistema imune cause

danos ao organismo, uma vez que promove supressao das respostas.
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