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RESUMO

Ageratum fastigiatum € uma planta utilizada na medicina popular como anti-inflamatério e
analgésico, no entanto, poucos estudos foram realizados a fim de detalhar os mecanismos
envolvidos nessa atividade. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade anti-inflamatoria in
vitro do Oleo essencial e do extrato diclorometanico de A. fastigiatum. Pela técnica de
exclusdo do azul de tripam por citometria de fluxo foram determinadas concentragdes ndo
toxicas das preparacdes de A. fastigiatum. As concentracdes ndo toxicas do Oleo essencial
foram 5x10~ e 1x10? pL/mL. Essas concentracdes foram utilizadas para a pesquisa do
potencial anti-inflamatério do 6leo essencial, medido por meio da andlise do perfil de
citocinas pro (TNF- a e IFN- y) e anti-inflamatodrias (IL-10), em culturas de leucdcitos
humanos estimulados e nao estimulados com PMA (acetato de forbol miristato) . Os dados
demonstraram que ambas as concentragdes inibiram o percentual de linfocitos-TNF+ nas
culturas estimuladas com PMA. A andlise cromatogrifica em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) revelou como principais constituintes no dleo essencial as
substancias a-pineno (7,51%), limoneno (5,9%), 6xido de cariofileno (13,59%), 1,2 epoxido
humuleno (8,41%) e 1,6-humulanodien-3-ol (17,71%). O extrato diclorometinico de A.
fastigiatum, na concentragdo 20 pg/mL, ndo apresentou toxicidade aos leucdcitos do sangue
periférico humano e reduziu o percentual de linfocitos-TNF-a+ e linfocitos-IFN-y+ nas
culturas estimuladas com o PMA. Este extrato foi fracionado em coluna de Sephadex LH-20
(150 g). Na andlise de citocinas, a fracio 10 (AFDM 10), na concentragdo 10 pg/mlL,
demonstrou efeito anti-inflamatdrio in vitro reduzindo a frequéncia de linfécitos-TNF-a+ e a
proliferacdo de linfocitos estimulados com PHA (fitohemaglutinina). Sugere-se que parte da
atividade anti-inflamatoria de A. fastigiatum se dé pela inibi¢do que os constituintes da planta

promovem sobre a ativagdo de leucdcitos.

Palavras-chave: Ageratum fastigiatum, anti-inflamatério, planta medicinal, éleo essencial,

extrato diclorometinico.



ABSTRACT

Ageratum fastigiatum is a plant used in folk medicine as topical anti-inflammatory and
analgesic agent. However, few studies have been conducted with this plant in order to detail
the molecular mechanisms involved in its biological activities. Therefore, main purpose of the
present study was to investigate the anti-inflammatory activity of the essential oil and leaf
rinse dichloromethane of A. fastigiatum extract. The cytotoxicity of the compounds was
assessed by means of trypan blue exclusion. The essential oil at 5x107 e 1x10™ pL/ did not
present cytotoxic activity. These two concentrations were used for investigating the anti-
inflammatory potential of the essential oil, by analyzing the pro-inflammatory (TNF-a and
IFN-y) and anti-inflammatory (IL-10) cytokine profiles on human leukocyte cultures
stimulated and non-stimulated with PMA (phorbol myristate acetate). The data obtained by
flow cytometry demonstrated that both concentrations decreased the percentage of
lymphocytes -TNF-a + on the cell cultures stimulated with PMA. In the non-stimulated cell
cultures there were no changes in the percentage of IL-10+ cells. The gas phase
chromatography coupled with mass spectrometry analysis (GC/MS) revealed that the main
compounds present in oil samples were: a-pinene (7.51%), limonene (5.9%), caryophyllene
oxide (13.59%), 1,2 humulene epoxide (8.41%) and 1,6-humulanodien-3-ol (17.71%). The
dichloromethane extract of A. fastigiatum, obtained from the washing leaves, at the
concentration 20 pg/mL, did not presented cytotoxicic action on the human peripheral blood
leukocytes. Following the same protocol performed to cytokines analysis used before, we
observed that the dichloromethane A. fastigiatum extract also decreased the percentage of
lymphocytes-TNF-a + and IFN-y+ on the cell cultures stimulated with PMA. This extract
after fractionated on Sephadex LH-20 . The dichloromethane A. fastigiatum fraction (AFDM
10) at 10 pg/mL reducing the frequency of lymphocytes-TNF-0+. Furthermore AFDM 10
decreasing the proliferation of lymphocytes stimulated with PHA (phytohemagglutinin). It is
concluded that part of the anti-inflammatory activity of A. fastigiatum is give by inhibiting the
plant constituents on promoting the activation of leukocytes.

Keywords: Ageratum fastigiatum, anti-inflammatory medicinal plant, essential oil,

dichloromethane extract.
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INTRODUCAO

1.1 Estudo de plantas medicinais e o Cerrado brasileiro

As plantas e seus metabdlitos sdo fontes importantes de novos farmacos (ITOKAWA
et al., 2008). Muitos compostos bioativos, descobertos e isolados a partir de fontes naturais,
sdo hoje utilizados em formulacOes alopaticas. Um exemplo s@o os alcaldides da vinca,
Catharanthus roseus, a vimblastina e vincristina utilizados como agentes clinicos importantes
no tratamento de leucemias, linfomas e do cancer testicular (NOBLE et al., 2009). As plantas
medicinais contém misturas de diferentes compostos quimicos que podem agir
individualmente, ou de forma sinérgica para obter os efeitos terapéuticos desejados (GURIB-
FAKIM, 2006). Assim as plantas podem ser usadas como fitoterdpicos, ou seus constituintes
podem ser utilizados como ponto de partida para elaboragdo de derivados semi-sintéticos

(ITOKAWA et al., 2008).

O Brasil € um pais com ampla diversidade vegetal, possuindo plantas nativas e
exoticas adaptadas, distribuidas em diferentes biomas. Essa diversidade confere ao pais um
grande potencial para o desenvolvimento de fitoterdpicos e outros farmacos a partir de
insumos vegetais. O Cerrado € a segunda maior drea de plantas nativas do pais (CARAMORI
et al., 2004; SOUZA 2012), apresentando cerca de 10.000 espécies vegetais, onde 4.400 sdo
consideradas endémicas, o que corresponde a 1,5% das plantas do planeta. Esse fato coloca
esse bioma entre os seis “hotspots” prioritdrios para a conservacdo mundial de espécies

nativas (TRINDADE-FILHO e LOYOLA, 2011).

Plantas do Cerrado sdo conhecidas como fontes de compostos de interesse da industria
de medicamentos e alimentos (CARAMORI et al., 2004). Muitas plantas encontradas no
Cerrado possuem atividades bioldgicas e sdo utilizadas pela populacio residente como agentes
antimicrobianos, anti-inflamatorios e, antifingicos, dentre outras atividades (BOONCLARM
et al., 2006; SILVA et al., 2009; REBECCA et al., 2010). Apesar de terem sido descritas

atividades bioldgicas para muitas das espécies vegetais presentes no Cerrado, ainda sdo



poucos os estudos acerca dos efeitos terapéuticos dos extratos brutos, ou compostos isolados,

provenientes de plantas deste bioma (NAPOLITANO et al., 2005).

1.2 A familia Asteraceae

A familia Asteraceae inclui um numeroso grupo de plantas encontradas principalmente
em regides tropicais e amplamente distribuidas no Cerrado brasileiro (BREMER et al.,1994).
Esta familia compreende cerca de 25.000 espécies de plantas distribuidas em cerca de 1400

géneros (GURIB-FAKIM, 2006).

Embora estudos apontem que vdrias espécies possuam constituintes bioativos, a maior
parte delas ainda ndo foi submetida a investigacdes quimicas ou de bioprospeccdo (HIND e
BEENTIJE, 1996). Dentre as atividades atribuidas as espécies da familia Asteraceae,
destacam-se as propriedades analgésica, anti-inflamatoria e antimicrobiana (EKENAS et al.,

2008; KALAYOU et al., 2012; HOSSAIN et al., 2013).

1.3 O género Ageratum

O género Ageratum, pertencente a familia Asteraceae, compreende cerca de trinta
plantas tropicais das quais a espécie mais estudada em termos quimicos e bioldgicos € a A.
conyzoides. A partir dessa planta foram isoladas e identificadas substincias das seguintes
classes quimicas: mono e sesquiterpenos, cumarinas, triterpenos e esterdis, flavondides
polioxigenados, alcaldides pirrolizidinicos, dcidos fendlicos e dcidos graxos. As principais
atividades bioldgicas observadas em A. conyzoides foram inseticida, alelopatica,
gastroprotetora, antimicrobiana e anti-inflamatéria (OKUNADE, 2002; SINGH et al., 2002;
SHIRWAIKAR 2003; MOODY et al., 2004; NEBIE et al., 2004; MOURA et al., 2005). A
falta de informacdes sobre atividades biologicas nas outras espécies do género Ageratum pode
estar mais relacionada a falta de estudos quimicos e de bioprospeccdo do que a auséncia de

atividade propriamente dita.



1.4 A espécie Ageratum fastigiatum

Ageratum fastigiatum (Gardn.) R. M. King et H. Rob. € uma planta comumente
encontrada no Cerrado brasileiro e popularmente conhecida como “matapasto” ou “enxota”
(GONCALVES et al., 2011). A tabela 1 apresenta a posicao sistemadtica da A. fastigiatum. A
espécie € um subarbusto ramificado, medindo cerca de 1,5 m de altura, com folhas pecioladas
e alternadas. A inflorescéncia contém capitulos subsésseis, e as inflorescéncias possuem
corola lilas (FIG. 1) (DEL-VECHIO-VIEIRA et al., 2008). A planta € utilizada na medicina
tradicional como cicatrizante, antimicrobiana, anti-inflamatdria e analgésica (DEL-VECHIO

et al., 2007).

Tabela 1

Posi¢do sistemdtica da Ageratum fastigiatum.

Reino Plantae
Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Subclasse Asteridae

Ordem Asterales
Familia Asteraceae

Tribo Eupatorieae
Género Ageratum

Espécie Ageratum fastigiatum




FIGURA 1- Imagens de Ageratum fastigiatum. Estrutura total da planta (A e B),

inflorescéncias de corola lilas (C e D).

Em amostras de A. fastigiatum coletadas no estado de Goids, foram isolados os
seguintes constituintes: germacreno-D (sesquiterpeno), derivados do nerolidol e cumarinas (a
partir das raizes) e, nas partes aéreas, os triterpenos acetato de taraxasterol, lupeol, diterpenos
do tipo caurano e lactonas sesquiterpénicas (BOHLMANN et al., 1981; BOHLMANN et al.,
1983). Esses foram os primeiros estudos publicados que relataram os constituintes quimicos

em A. fastigiatum.

Gongalves e colaboradores (2011) avaliaram quimicamente as folhas e inflorescéncias
de Ageratum fastigiatum coletadas no municipio de Diamantina no estado de Minas Gerais e
verificaram, por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (CG-EM),
a presenga de triterpenos e esterdides. O Oleo essencial das folhas e inflorescéncias apresentou
como constituintes majoritdrios os monoterpenos a-pineno e limoneno, e o sesquiterpeno

germacreno. A cumarina ayapina foi isolada a partir do extrato etandlico.



Del-Vechio-Vieira e colaboradores (2009a) avaliaram quimicamente o 6leo essencial
de A. fastigiatum e observaram que os trés componentes majoritdrios foram os sesquiterpenos
germacreno-D (24,15 %), a-humuleno (11,15 %) e f-cedreno (10,63 %). Uma vez que ja
foram relatadas atividades bioldgicas para alguns dos compostos acima mencionados (YOON
et al., 2010; BAE et al., 2012) sugere-se que a espécie A. fastigiatum possua biotiavidades

relacionadas a esses compostos.

O extrato etandlico de A. fastigiatum foi relatado por sua atividade inseticida, sendo
toxico para espécie de triatomineo Rhodnius nasutus, vetor da Doenca de Chagas no Nordeste
do Brasil, nesse extrato foi identificada majoritariamente a presenca de cumarinas, que
poderiam ser responsdveis pela toxicidade (AVELAR-FREITAS et al., 2013a). Del-Vechio-
Vieira e colaboradores (2007) demonstraram atividade antimicrobiana para o extrato
metandlico de A. fastigiatum, bem como suas subfragdes hexanica e diclorometanica. O
extrato e suas fracOes foram ativas contra Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
Staphylococcus typhosa, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans.
Além disso, foi demonstrada atividade antinociceptiva do extrato e suas fracoes no teste em de

contor¢Oes abdominais induzidos por 4cido acético, realizado em modelo animal.

Em outro experimento in vivo Del-Vechio-Vieira e colaboradores (2009b) avaliaram a
atividade analgésica e anti-inflamatoria do dleo essencial de A. fastigiatum. Para analisar a
atividade analgésica foram utilizados os testes de contor¢des abdominais por dcido acético e
tempo de lambida da pata induzida por formalina, assim como o teste de laténcia em placa
quente. Em todos os testes o 0leo essencial de A. fastigiatum demonstrou atividade analgésica.
Para avaliar o efeito anti-inflamatdrio, foram realizados os testes de inibi¢do do edema de pata
e pleurisia induzidos pela carragenina. Nesses estudos, observou-se uma reducdo significativa
do volume do edema e da migracdo leucocitdria quando os animais foram tratados, por via
oral, com o 6leo essencial da planta, sugerindo assim a atividade analgésica e anti-inflamatdria
da A. fastigiatum. Raizeiros da cidade de Diamantina-MG também relataram um efeito anti-
inflamatdrio tépico de A. fastigiatum (GONCALVES et al., 2011). Contudo os mecanismos
envolvidos na ac¢do anti-inflamatéria da planta, bem como os componentes quimicos

responsdveis por essa atividade, ainda ndo foram investigados. Estudos jd indicaram a



capacidade dos extratos etanolico e acetato de etila das partes aéreas de A. fastigiatum em
reduzirem a producio de citocinas inflamatdrias in vitro em cultura de leucécitos (AVELAR-

FREITAS et al., 2013b).

1.5 A inflamacio

O processo inflamatério € uma resposta de protecio do organismo a um agente
agressor ou a um dano tecidual. Os principais objetivos da inflamagdo sdo: eliminar o agressor
e prevenir a propagacdo da infeccdo, ofertar células e moléculas efetoras para o sitio da
infeccdo e promover o reparo tecidual restabelecendo a homeostasia (revisado por
ALESSANDRI et al., 2013). A resposta inflamatéria € caracterizada por quatro sinais
classicos: calor, eritema, edema e dor. Uma resposta inflamatdria exacerbada pode promover

alteracOes que levam a perda de funcdo do tecido e/ou 6rgao (TURK, 1994).

A cascata de eventos desencadeada apds a entrada do agente agressor ou frente ao
dano tecidual resulta no aumento do didmetro e da permeabilidade vascular, bem como no
recrutamento de leucdcitos circulantes. Esses eventos ocorrem como consequéncia de uma
interacdo complexa entre diferentes tipos celulares e os varios mediadores soliveis produzidos
durante o processo inflamatdrio. Os mediadores inflamatdrios incluem os metabodlitos do
idcido araquidonico (AA), histamina, O6xido nitrico, espécies reativas de oxigénio,

metaloproteinases, quimiocinas e citocinas (KOJ ef al., 1988; VAN et al., 2010).

As citocinas sdo mediadores protéicos produzidos por diferentes tipos celulares
(COHEN, 1976). A produgdo de citocinas € desencadeada quando as células sdo ativadas por
diferentes estimulos, como agentes infecciosos, tumores ou estresse. As citocinas sdo
liberadas por células do sistema imune e células de outros tecidos, e podem ter agdo local e/ou
sistémica. A agdo das citocinas envolve ativacdo de fatores de transcricao (como STATSs, AP1
e NF-xB) e proteinas kinases (como PKC e MAPK) que regulam a expressdo de genes

indispensdveis para a manutengdo do estado inflamatério (HADDAD, 2002)



Além de ativarem a transcricdo génica, as citocinas sdo responsdveis pela inducdo e
ativacdo de enzimas (como INOS e COX-2), inducdo da expressdo de receptores celulares
(como o receptor de IL-2) e de moléculas envolvidas com os processos de adesdo e migracdo

celular, tais como E-selectina, ICAM-1, VCAM-1 (HADDAD, 2002).

De maneira geral, as citocinas podem ser divididas em citocinas do tipo 1 e do tipo 2,
também conhecidas como pré-inflamatérias e anti-inflamatdrias, respectivamente
(CHERWINSKI et al., 1987). Dentre as citocinas do tipo 1 encontram-se o Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a), Interferon-gama (IFN-y) e as Interleucinas 1f e 12 (IL-1p e IL-12,
respectivamente). A producdo e liberagdo dessas citocinas pré-inflamatdrias contribuem para a
imunidade celular, caracterizada pela ativacdo de macréfagos, de linfocitos T citotoxicos e
células NK, assim como a produc¢do de anticorpos predominantemente das subclasses 1gG1 e
IgG3 pelos linfécitos B (DUFFIELD et al., 2003). Além disso, citocinas como o TNF-q, além
de promover dano tecidual de forma direta, atuam também sobre o endotélio vascular,
estimulando a producido de moléculas de adesdo e favorecendo a migracdo de células para o
sitio da inflamacdo. Embora a inflamagdo ocorra como um mecanismo de protecio,
principalmente nas etapas iniciais dos processos infecciosos, em doengas auto-imunes ou
cronico-degenerativas, esses mediadores liberados de forma exacerbada prejudicam o
funcionamento fisioldgico dos tecidos afetados. Diante disso, como um mecanismo de
regulacdo e modulacdo da inflamacio, citocinas do tipo 2, como IL-10 e TGF-B, inibem a
expressdo de mediadores pro-inflamatorios, restaurando a homeostasia do tecido apds a

eliminacdo dos agentes causadores da resposta inflamatoria (HOWARD et al., 1993).

A citocina IL-10 tem efeitos anti-inflamatérios uma vez que inibe ativagdo de
linfécitos T, auxiliares (Th) e linfocitos T citotéxicos (Tc), modulando negativamente a
proliferacdo e a expressdo das citocinas IL-2, TNF-a, IL-103, IL-6 e IFN-y (TAGA et al.,
1992). Além disso, a citocina IL-10 inibe a ativacdo de macrofagos, modulando além da
expressao de citocinas inflamatdrias, a producio de 6xido nitrico (FIORENTINO et al., 1991;

CUNHA et al.,1992).



Estudos indicam que as citocinas e seus receptores estdo envolvidos na fisiopatologia
de muitas doengas inflamatérias como sepse, artrite reumatédide, aterosclerose e asma
(FELDMANN e STEINMAN, 2005; FELDMANN e MAINI, 2008). Nessas doencgas o
desequilibrio na liberacado de citocinas e o recrutamento excessivo de leucdcitos favorecem a
continuidade do estado inflamatério (FELDMANN et al., 2008). Assim, compostos que
inibam a producdo de citocinas pro-inflamatdrias s@o alternativas promissoras para o

desenvolvimento de novos farmacos anti-inflamatorios.

1.6 Compostos de origem vegetal que modulam a producao de citocinas

Estudos tém demonstrado que muitos compostos derivados de vegetais possuem
atividade anti-inflamatéria. Compostos de origem vegetal interferem em vias intracelulares
envolvidas na producdo de citocinas, sobretudo inibindo a produ¢do de citocinas pro-

inflamatérias (CALIXTO et al., 2004).

Os compostos sesquiterpenos a-humuleno e frans-cariofileno, isolados a partir de
Cordia verbenaceae (Boraginaceae), reduziram a produ¢do de citocinas pro-inflamatorias ao
inibir a via do fator de transcricio NF-xB (FERNANDES er al., 2007; MEDEIROS et al.,
2007). O limoneno, um monoterpeno encontrado em diversas plantas como Citrus natsudaidai
e Citrus obovoidea, inibiu a produ¢do de TNF-a em cultura de macrofagos e reduziu outros

mediadores inflamatorios como a Prostaglandina Es e o Oxido Nitrico (YOON et al., 2010).

A Silybum marianum L. (Asteraceae) foi capaz de reduzir a produgdo de TNF-a em
culturas de linfécitos estimulados com Lipopolissacarideo (LPS), ao inibir a via do fator de
transcricio NF-xB (GIORGI et al., 2012). J4 as lactonas sesquiterpénicas extraidas da planta
Vernonia cinerea (L.) LESS (Asteraceae), além de inibir a produ¢do de TNF-a pela via do
fator de transcricio NF-kB, reduziu a produgdo de Oxido Nitrico nas culturas estimuladas
(YOUN et al., 2012). Algumas classes de moléculas relatadas com atividade anti-inflamatdria

como terpenos, sesquiterpenos, lactonas sesquiterpénicas também ja foram encontradas na



composi¢do de Ageratum fastigiatum, o que indica um potencial para atividade anti-

inflamatdria da planta (BOHLMANN et al., 1983; GONCALVES et al., 2011).

1.7 Ensaios de toxicidade

Os bioensaios constituem uma etapa importante na avaliacio das acdes
farmacolodgicas de extratos ou compostos isolados de plantas. Nas fases iniciais, os testes in
vitro tém prioridade sobre os estudos in vivo. Na etapa de triagem, estudos in vitro sao
preferiveis por motivos econdmicos, éticos e cientificos (GURIB-FAKIM, 2006). O primeiro
ensaio bioldgico in vitro que deve ser realizado no estudo com produtos naturais € a anélise de
toxicidade, que indica concentracdes seguras para o uso do produto natural em culturas. Antes
de se tornarem fdrmacos com emprego terapéutico, esses compostos bioativos devem ser
submetidos a ensaios in vivo e posteriormente a estudos clinicos e toxicoldgicos (GURIB-

FAKIM, 2006).

Diversas técnicas sdo empregadas para avaliacdo da morte celular in vitro, sendo a
mais utilizada a incorporagdo de corantes vitais pelas células em cultura (KIM et al., 2011).0
iodeto de propideo € um corante capaz de penetrar em células que perderam a seletividade da
membrana e intercalar as moléculas de DNA (HAMILTON et al., 1980). Esta técnica é
amplamente utilizada para anélise da viabilidade celular, porém apresenta como desvantagens

o custo elevado e a toxicidade do composto para o experimentador.

O iodeto de propideo € um corante fluorescente e, portanto, a andlise da viabilidade
celular por essa técnica pode ser realizada por métodos fluorescentes como a citometria de
fluxo (TABERA et al., 2008; EDIDIN ef al., 1970). A citometria é uma técnica altamente
sensivel para a andlise de particulas e células fluorescentes. Por essa técnica, as células em
suspensdo sdo interceptadas individualmente por um laser que excita compostos presentes na
superficie ou no interior da célula, levando a emissdo de fluorescéncia que € captada por

sensores fotomultiplicadores e transformada em sinal elétrico (OKADA, 2010).
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Outra técnica utilizada para andlise da viabilidade celular € o teste de exclusdo do azul
de tripan, no qual as células ndo vidveis tornam-se permedveis a este composto, corando-se de
azul, o que permite diferencid-las das células vidveis, que permanecem incolores, por meio da
microscopia optica (TENNANT, 1964). Embora largamente utilizada, a técnica de exclusdo
do azul de tripan apresenta limitacOes. Como a deteccdo € visual em microscopia Optica, a
técnica € dependente da acurdcia do pesquisador, apresentando limitacdes como baixa
precisdo e sensibilidade reduzida quando comparada as técnicas automatizadas (KIM et al.
2011). Além disso, o tempo para leitura ao microscopio € curto, sendo indicado de 3 a 5

minutos, uma vez que o nimero de células coradas aumenta com o tempo apoés adi¢cdo do azul

de tripan (JONES & SENFT, 1985).

Estudos prévios demonstraram a capacidade do azul de tripan em emitir fluorescéncia
quando complexado com proteinas (HARRRISSO et al., 1981), além disso KUMAR (2008) e
colaboradores demonstraram que o azul de tripan € um fluorocromo adequado para a
coloracdo de esporos de fungos micorrizicos. Neste caso a fluorescéncia foi observada por
microscopia fluorescente confocal, com excitacOes em 488 e 543nm e emissOes a partir

585nm.

Tendo em vista a necessidade de um marcador de morte celular que forneca resultados
exatos e precisos com baixo risco operacional, e que o azul de tripan pode ser no incorporado
ao interior de células ndo vidveis formando complexos fluorescentes, € possivel que a técnica

de exclusdo do azul de tripan possa ser avaliada por citometria de fluxo.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a composicdo quimica de preparagdes de partes aéreas de A. fastigiatum e
avaliar, in vitro, a atividade citotoxica e efeito das preparacOes sobre a producio de citocinas

por leucécito humanos.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Padronizar o ensaio de exclusdo do azul de tripan por citometria de fluxo

2.2.2 Caracterizar a composi¢do quimica das partes aéreas pulverizadas de A. fastigiatum.

2.2.3 Identificar concentracdes nao toxicas, in vitro, do 6leo essencial, extrato diclorometanico

e suas fracOes das partes aéreas de A. fastigiatum.

2.2.4 Avaliar, in vitro, a indugdo da produc¢do de uma citocina anti-inflamatéria (IL-10) e a
inibicdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IFN-y) em culturas de leucdcitos tratadas
com o Oleo essencial, o extrato diclorometdnico e suas fracOes das partes aéreas de A.

fastigiatum.
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3 JUSTIFICATIVA

O Cerrado € uma regido brasileira caracterizada por grande diversidade bioldgica. No
entanto, ha dificuldades na preservacdo ambiental da regido (GUARIM NETO e MORAIS,
2003). O Cerrado € especialmente vulnerdvel por possuir pouca protegdo especifica pela
legislacdo vigente, e pela biodiversidade local ser considerada de baixo potencial econdmico.
Nesse contexto, o estudo das plantas medicinais utilizadas tradicionalmente pelas
comunidades que residem nesse bioma brasileiro poderia colaborar com a descoberta de novos
farmacos, com a valorizacdo da drea, além de contribuir com a preservagdo e reorganizagdo do

uso de seus recursos naturais.

A A. fastigiatum € uma planta abundante no Cerrado e na micro regido de Diamantina-
MG ¢€ utilizada tradicionalmente como anti-inflamatorio tépico. Estudos demonstraram efeito
anti-inflamatorio e analgésico do 6leo essencial de A. fastigiatum em modelo animal, sem no
entanto indicar os mediadores envolvidos em tal resposta (DEL-VECHIO-VIEIRA et al.,
2009). O extrato diclorometanico da planta apresentou atividade analgésica em modelo
animal, mas também, ndo foram sugeridos os mecanismos envolvidos nessa ag¢do (DEL-
VECHIO-VIEIRA et al., 2007). Tendo em vista que um dos mecanismos envolvidos na acao
anti-inflamatoria é reducdo da producido de mediadores inflamatérios (FERNANDES et al.,
2007) e que os extratos acetato de etila e etandlico das partes aéreas de A. fastigiatum
reduziram a produgdo das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IFN-y (AVELAR-FREITAS et
al., 2013), a hipotese deste trabalho € que o efeito anti-inflamatorio de A. fastigiatum estd, em

parte, relacionado a modulacdo de mediadores da inflamacdo, tais como as citocinas.

Considerando a a¢do anti-inflamatéria atribuida a planta e a importancia da produgao
de citocinas nos eventos envolvidos no desenvolvimento/manutencdo da resposta inflamatoria,
€ possivel que compostos presentes na A. fastigiatum possam inibir a sintese de mediadores
quimicos pro-inflamatérios ou induzir a sintese de mediadores anti-inflamatdrios. Portanto,

esse estudo pode contribuir com as fases iniciais da cadeia produtiva de um novo farmaco.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta da planta e confecciio do extrato diclorometinico e fracdes e do dleo essencial
de A. fastigiatum

As partes aéreas (ramos com folhas e inflorescéncias) de A. fastigiatum foram
coletadas em dezembro de 2010, no Campus Juscelino Kubitscheck - UFVJM (S 18°12.125°
W 43°34.367°, altitude 1392 m), localizado no municipio de Diamantina, Minas Gerais. O
material testemunho foi depositado no Herbario DIAM UFVIM, sob niimero de registro 1300.
A identificacdo foi feita por profissional tecnicamente capacitado. Como preconizado na
Instru¢dao Normativa 154/2007 do Sistema de Autoriza¢do e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO) foi obtida a autorizacdo para coleta de material botanico, com registro no Instituto

Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) 5141849 (Anexo
1).

Devido a presenca de lactonas sesquiterp€nicas nas espécies coletadas por Bohlmann e
colaboradores (1981, 1983), foram obtidos extratos de lavagem foliar em diclorometano, a fim
de enriquecer a extragio de lactonas (AMBROSIO et al, 2008). Apés a secagem 2
temperatura ambiente, cinco aliquotas de 50g das partes aéreas da planta foram submetidas a
extracdes com 500 mL de diclorometano PA, por um periodo de 1 minuto. Os extratos obtidos
foram filtrados em papel de filtro e concentrados em evaporador rotativo a 30 °C. Apds a

secagem final foram obtidos 12,1 g do extrato bruto em diclorometano (DCM).

O dleo essencial foi obtido a partir do material fresco recém-coletado de acordo com
Meétodo I, da Farmacopéia Brasileira, 5* Edi¢do (2010). Esse processo baseou-se na
hidrodestilagdo, e a extracdo teve duracdo de 4 horas. O 6leo essencial foi obtido e
acondicionado em frascos e estocados a temperatura de -20 °C, protegido da luz. Foram

obtidos 0,06 mL do 6leo em 100g de planta fresca (mL/100g x 100), ou seja 0,06%.

Uma aliquota de 1,5g do extrato foliar de lavagem rapida em diclorometano, obtido

das partes aéreas da A. fastigiatum, coletadas conforme descrito anteriormente, foi fracionada
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em coluna Sephadex LH-20 (150 g), apds condicionamento e elui¢do com cloroférmio,
obtendo-se 24 fragdes de 50 mL, que foram concentradas em evaporador rotativo para
obtencao da fracdo seca. Foram obtidas 24 fra¢des que foram analisadas por cromatografia em
camada delgada (CCD). Algumas fracdes com perfil semelhante na CCD foram reunidas,
obtendo-se ao final 14 fragdes, as quais foram nomeadas com Ageratum fastigiatum

diclorometanico (AFDM).

A confeccdo do o6leo essencial e do extrato diclorometinico, bem como o
fracionamento do extrato diclorometinico e caracterizacdo quimica dos compostos, foram

realizados em parceria com os pesquisadores do Laboratorio de Fitoquimica da UFVJM.

4.2 Identificacio de classes quimicas nas partes aéreas de Ageratum fastigiatum

Para a andlise da presenga de classes quimicas nas partes aéreas de A. fastigiatum
foram feitas reagdes cromogénicas conforme Silva e colaboradores (2010) e Bustamante e

colaboradores (2010).

4.2.1 Pesquisa da presenca de taninos

Para realizar a pesquisa de taninos nas partes aéreas de A. fastigiatum 2,5g da droga
vegetal pulverizada foram submetidas a decoc¢do por 15 minutos com 50 mL de dgua
destilada. Apos esse periodo, a solugdo foi filtrada e mantida a temperatura ambiente, e
chamada de solu¢do A. Foram realizados trés testes gerais de identificagdo de taninos,
juntamente com uma amostra padrdo positiva. Assim, a solu¢do A foi distribuida em 4 tubos
de ensaio identificados, sendo o tubo 4 o branco da reacdo. Neste teste, duas reacdes positivas

das trés reacOes realizadas ja confirmam a presenca de taninos na amostra.
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No primeiro teste foram adicionados a 2 ml da solugdo A, 2 gotas de 4cido cloridrico
(HCI) e solucdo de gelatina 2,5% p/v gota a gota. A formacgdo de precipitado indica a reacdo

positiva para taninos.

No segundo teste foram adicionados a 2 mL da solugdo A, 10 mL de dgua destilada e 3
gotas de solucdo de cloreto férrico (FeCl;) a 1% em metanol. A formagdo de cor azul é
indicativa de taninos hidrolisdveis ou galicos, e a cor verde € indicativa de taninos

condensados ou catéquicos.

No terceiro teste, foram adicionados a 5 mL da solu¢do A, 10 mL da solugdo de acido
acético a 10% e 5 mL da solugdo de acetato de chumbo a 10%. A formagdo de um precipitado

esbranquicado indica a presenga de taninos hidrolisdveis.

4.2.2 Pesquisa de alcaldides

Para realizar a pesquisa de alcaldides, 2 g das partes aéreas de A. fastigiatum
pulverizadas foram adicionadas a 20 mL de 4cido sulfirico (H2SO4) a 1% v/v. Essa solug¢do
foi fervida por 2 minutos e filtrada em algodao. Apos filtragdo a solucdo foi dividida em duas

por¢des A e B.

Com porg¢ao A foi realizada a pesquisa direta de alcaldides. A solucdo foi dividida em
5 tubos onde foram gotejadas 2 gotas de um dos reagentes cromogénicos (RGA). A tabela 2
apresenta RGAs, com o nome, composicdo e a cor do precipitado formado quando estes
reagem com alcaldides. A turvacdo e/ou formacdo de precipitado € um indicativo de

alcaldides na amostra.

Com a por¢cdo B foi feita a pesquisa confirmatoria da presenga de alcaldides na
amostra. Assim foi adicionado hidréxido de amo6nio (NH4OH), a por¢do B, para tornar o pH
béasico, em seguida foram adicionados 7 mL de cloroférmio (CHCls). Apds 10 minutos de
extracdo a camada cloroférmica foi retirada e mantida em banho de dgua até a completa

evaporacdo do solvente. O residuo foi dissolvido em 5 mL de H,SO4 a 1% v/v. A solugdo foi
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dividida em 5 tubos de ensaio, aos quais foram gotejadas 2 gotas de um dos RGA citados
anteriormente. A turvagdo ou formacao ou a formacao de precipitado indicam que a reacio é
positiva. Para ser considerado positivo para alcaldides no minimo 3 reagdes confirmatdrias, da

porcdo B, devem apresentar resultado positivo.

Tabela 2

Reagentes cromogénicos utilizados na pesquisa da presenca de alcaldides nas partes aéreas de

Ageratum fastigiatum.
RGA Composicao Cor do precipitado
Dragendorff Iodo bismutato de potdssio  Alaranjado
Mayer Iodo mercurato de potdssio Branco
Bouchardat/Wagner Iodo-iodeto de potdssio Marrom
Hager Acido picrico Amarelo

4.2.3 Pesquisa de flavondides

Para realizar a pesquisa de flavondides, 1 g das partes aéreas de A. fastigiatum foi
fervida com 10 mL de solucio etandlica (70%) por dois minutos. A mistura foi filtrada em
algoddo. A identificacdo genérica de flavondides foi feita por quatro reacdes. Na primeira,
denominada reacdo de Shinoda, foram adicionados a 2 mL do extrato alcodlico seis
fragmentos de magnésio (Mg) e 1 mL de HCI concentrado. A coloracdo entre résea e

vermelha indica a presenca de flavondides na amostra.

A segunda reacdo foi realizada com cloreto de aluminio. Para isso, um papel filtro foi

umedecido com o extrato alcodlico de A. fastigiatum e sobre as regides umedecidas foi
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adicionado cloreto de aluminio (AICls) a 5%. A reagdo foi positiva quando houve

intensificacio de fluorescéncia com mudanca de cor para verde amarelado.

Foi realizada também a reacdo de Taubouk, na qual 3 mL do extrato etanolico de A.
fastigiastum foram adicionados em uma cdpsula de porcelana e fervidos em banho de dgua até
a evaporacdo do solvente. Ao residuo foram adicionadas gotas de acetona e cristais de dcido
borico e dcido oxdlico. Novamente, a solucdo foi levada ao banho de dgua até a evaporacdo do
solvente. O residuo foi dissolvido em 3 mL de éter etilico e foi observado sob luz ultravioleta.

O desenvolvimento de fluorescéncia amarelada ou esverdeada indica que a reacdo foi positiva.

Por fim, fez-se a reacdo de Pew, em que 3 mL do extrato foram colocados em uma
capsula de porcelana, fervida até a secura em banho de dgua. Ao residuo foram adicionado 3
mL de metanol, e o contetido da cédpsula foi vertido em um tubo de ensaio. Neste tubo foram
adicionados zinco metdlico e 3 gotas de HCI concentrado. A reacdo foi positiva quando houve

formacao de coloragio vermelha.

A amostra de A. fastigiatum seria considerada positiva para flavondides se no minimo

3 reagOes apresentassem resultado positivo.

4.2.4 Pesquisa de antraquinonas

Para pesquisa direta de antraquinonas livres adicionou-se 5 mL. de NH4OH em 0,2 g do
po de A. fastigiatum. O desenvolvimento de coloragdo résea a vermelha indica resultado

positivo.

Além da pesquisa direta fez-se a rea¢do conhecida como reacio de Borntriger com
prévia hidrdlise acida, para andlise de glicosideos antraquinOnicos e dimeros. Neste teste,
foram adicionados 8 mL de etanol 25% a 1 g do po de A. fastigiatum. A mistura foi fervida e
filtrada em algoddo. Em seguida adicionou-se a solu¢do H,SO4 a 5%. A solugdo foi aquecida
levemente e, apds o resfriamento, foram adicionados 5 mL de CHCl; (cloroférmio). Apds 3

minutos de extragdo, a fase organica foi decantada e retirada. Adicionou-se 5 mL de NH,OH
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diluido, e a solugdo foi agitada fortemente e, em seguida, mantida em repouso. A presenca de

coloracdo rosea ou vermelha na fase aquosa indica a positividade.

A presenca de antraquinonas na amostra sO € considerada positiva se a reacdo de
Borntrager com hidrolise apresentar resultado positivo; se esta tltima reacdo for negativa, o

resultado € negativo, mesmo se a reacdo direta for positiva.

4.2.5 Pesquisa de saponinas pelo indice de espuma

Um grama das partes aéreas pulverizadas de A. fastigiatum foi transferido para um
erlenmeyer contendo 100 mL de dgua. A mistura foi fervida por 5 minutos e, em seguida, o
pH foi ajustado para pH 7,0 com carbonato de sddio 0,2 M. A solucio resfriada foi filtrada e
transferida para um baldo volumétrico e o volume da solugdo foi ajustado para 100 mL com
dgua destilada. A solucdo foi diluida com dgua destilada nas propor¢des de 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 e 100% em tubos de ensaio (16 x 160 mm). As solucdes diluidas foram agitadas

vigorosamente, e em seguida, o tubo foi mantido em repouso por 15 minutos.

O indice de espuma (IE) foi calculado para a menor dilui¢do na qual houve formacio
do anel de espuma com no minimo 1 cm de altura. A amostra das partes aéreas de A.

fastigiatum € positiva para saponina se o IE for igual ou superior a 200.

O indice foi calculado conforme a férmula abaixo:

IE= px 1000
PxV

Em que: p = peso da droga, (1g); P = percentual da droga utilizada no preparo do
extrato ou teor da planta no extrato em g; V = volume do extrato no tubo de ensaio com

espuma de 1cm de altura (sem a dilui¢do, ou seja, volume original em mL).
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4.2.6 Pesquisa de esterdides e terpendides

Para a realizacdo da pesquisa de esterdides e terpenos, foram adicionados 5 mL de
cloroférmio a 1 g de A. fastigiatum pulverizada e essa preparacdo foi macerada por 30
minutos. Em seguida, a mistura foi filtrada e transferida para tubo de ensaio, onde foi
adicionado 1 ml de anidrido acético. Apds suave agitacio da mistura acrescentou-se
cuidadosamente trés gotas de H,SO4 concentrado. O desenvolvimento da cor azul seguida da

cor verde indica que a reacdo foi positiva para esteroides e terpenoides, respectivamente.

4.3 Determinacdo dos constituintes do dleo essencial de Ageratum fastigiatum por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A andlise dos constituintes do Oleo essencial de A. fastigiatum foi feita por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando o
equipamento Shimadzu GC-MS-QP2010 equipado com coluna capilar DB-5-MS Agilent J &
W (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Hélio com alta pureza foi usado como gis de transporte a
uma pressao de 57,5 kPa, com o fluxo de coluna de 1,00 mL/min. A temperatura no injetor foi
de 240 ° C e a temperatura do forno progrediu 60-240 °C a 3°C/min. O modo de ionizacdo
utilizado foi a ionizacdo por elétrons a 70 eV. Entdo, sob as mesmas condi¢cdes experimentais,
foi injetada uma série homdloga de hidrocarbonetos lineares (C9 - C24) ALLTECH para
realizacdo do célculo do indice de reten¢do (IR) de cada constituinte do 6leo essencial (VAN
DEN DOOL e KRATZ, 1963). A identificacdo das substincias na amostra foi realizada por
andlise e comparacdo dos espectros de massa obtidos com bibliotecas Wiley 7, NIST 62 e
FFNSC 1.3, e por comparacio de IR com os relatados na literatura (ADAMS, 1995) e em sites
eletrOnicos (<http://webbook. nist.gov / quimica> e <http://pherobase.com>). Os percentuais
de cada um dos compostos do dleo foram indicados como percentuais baseados em corrente

10nica total.
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4.4 Implicacoes éticas, selecao dos voluntirios e coleta da amostra bioldgica

Uma vez que as células utilizadas para as andlises, in vitro, da atividade anti-
inflamatdria foram provenientes do sangue de voluntérios sauddveis, a realizacdo desse estudo
obedeceu aos principios éticos para pesquisa envolvendo seres humanos, conforme Resolucdo
196-96 do Conselho Nacional de Satide, recebendo a aprovacio do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal dos Vales dos Jequitinhonha e Mucuri (CEP UFVIJM,
registro 146/10) (Anexo 2). Os procedimentos de coleta foram conduzidos por pessoal
treinado e capacitado para tal. Apos a utilizacdo da amostra bioldgica nas andlises descritas a
seguir, todo o material remanescente foi descartado. Foram incluidos no estudo voluntirios
sauddveis que apresentaram normalidade no exame de hemograma. Voluntdrios em uso de
corticosterdides ou outras drogas imunossupressoras ndo foram incluidos no presente estudo.
Todos os voluntirios assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 3). Ao
todo neste estudo foram utilizadas amostras de 34 voluntdrios, sendo 15 do género masculino

e 19 do género feminino, com idade de 24 + 3.5.

4.5 Obtencio dos leucdcitos a partir do sangue periférico dos voluntarios

Para avaliacdo das concentragdes toxicas das preparacdes das partes aéreas de A.
fastigiatum utilizadas foram realizados experimentos que avaliaram a viabilidade celular de
culturas de leucdcitos totais, uma vez que a andlise da producdo de citocinas foi realizada em

culturas de sangue total, onde estdo presentes hemadcias e os diferentes tipos de leucdcitos.

Assim, para obtengcdo dos leucdcitos a partir do sangue total, foi utilizado um
protocolo no qual inicialmente lisa-se as hemadcias, separando os leucdcitos. Para isso, 10 mL
de sangue total venoso foram coletados em tubos a vdcuo contendo heparina (Vacutainer;
Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA)e submetidos a lise de hemacias com 10 mL de uma
solugdo de lise eritrocitaria (NH4Cl 8,3 mg/mL, NaHCO; 1mg/mL, EDTA 1mg/mL) por 10

minutos, seguido por duas etapas de lavagem e centrifugacdo (250 g por 7 minutos) dos
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leucdcitos com salina tamponada - PBS (PBS 0,015 M pH 7.4). A concentragdo celular foi

ajustada para 1 x 107 leucéeitos/mL.

J4 para a andlise da toxicidade das as fragdes do extrato diclorometanico (AFDM 4, 5,
10 e 11) foi realizado o ensaio de apoptose que € recomendado para andlises em células
mononucleares do sangue periférico, conhecidas como PMBC. Os ensaios de proliferacdo
celular também foram realizados com PMBC, conforme indicado no protocolo. Além dos
testes citados a padronizagdo do ensaio de exclusdo do azul de tripan avaliado por citometria
de fluxo também foi realizada em PBMCs. As PBMC foram obtidas a partir de 10 mL de
sangue periférico venoso ap0s centrifugacdo em Histopaque 1077 (Sigma, St. Louis, MO,
USA) conforme descrito por Bicalho et al., (1981). O anel de PBMC, formado apds a
centrifugacdo, foi recolhido e lavado 2 vezes em PBS (200 g, 4°C, 10 min). O precipitado de
células foi em seguida suspenso em 1 mL de PBS/BSA 1% ou RPMI (Sigma, St. Louis, MO,
USA). Apos contagem das células em camara hemacitométrica de Neubauer, as células foram
novamente centrifugadas e suspensas em PBS/BSA 1% ou RPMI (Sigma, St. Louis, MO,
USA) suplementado com L-glutamina (Sigma, St. Louis, MO, USA) (2 mM), e coquetel
antibidtico/antimicotico (penicilina G 100Ul/mL, estreptomicina 100pug/mL e anfotericina B

250 ng/mL - Sigma, St. Louis, MO, USA) na concentragdo de 1x107 células/mL.

Na tabela 3 estdo relacionadas a estratégia e sequéncia dos experimentos realizados
com as preparacOes das partes aéreas de A. fastigiatum e as respectivas amostras biologicas

utilizadas.
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Tabela 3

Estratégia metodoldgica para andlises in vitro com as preparacOes das partes aéreas de

A. fastigiatum

Preparagido Experimento Amostra
Citotoxicidade — Exclusio do azul Leucdcitos totais
de tripan

Oleo Essencial Perfil de citocinas — Producio de Sangue total

IL-10 e inibicao da producio de

IFN-y e TNF-a
Hemodlise Sangue total
Citotoxicidade — Exclusdo do azul Leucdcitos totais
Extrato de lavagem foliar .
de tripan
em diclorometano Perfil de citocinas — Producio de Sangue total

IL-10 e inibicao da producio de

IFN-y e TNF-a
Citotoxicidade — Apoptose Células mononucleares
do sangue periférico
Fragges AFDM4,5,10¢ 11 Perfil de citocinas — Sangue total

Producao de IL-10 e inibi¢do da
producdo de IFN-y e TNF-a

Citotoxicidade (5 dias) — Células mononucleares
Exclusio do azul de tripan do sangue periférico
Fragdo AFDNL10 Inibi¢do da proliferacio celular Células mononucleares

do sangue periférico
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4.6 Padronizacao da técnica de exclusdo do azul de tripan por citometria de fluxo

Para padronizacdo da técnica de exclusdo do azul de tripan por citometria de fluxo,
inicialmente foi determinado o espectro de fluorescéncia do azul de tripan conjugado com
uma proteina, seguido da avaliacdo da melhor concentracdo do azul de tripan e do limite do
tempo em que as culturas poderiam ser avaliadas apds marcacdo. Por fim, comparou-se a
técnica de exclusdo do azul de tripan por citometria de fluxo com as técnicas ja padronizadas
para andlises de morte celular. A padronizagdo desta técnica estd descrita em anexo (Anexo

4).

4.6.1 Obtencao dos espectros de excitacao e emissao de fluorescéncia do azul de tripan

Para obten¢do dos espectros de excitacdo e emissiao, uma aliquota de 2850 pL de azul
de tripan 0,02% p/v foi conjugada com 150 uLL de BSA (10%). Foram obtidos os espectros de
excitagdo e emissdo de fluorescéncia utilizando o espectrofotometro de fluorescéncia Cary
Eclipse (Varian, USA). A emissdo foi mantida em 0 e a varredura de excitagdo foi feita entre
220 e 770 nm. Posteriormente, a excita¢do foi mantida em O e a varredura de emissdo foi feita

entre 220 e 770 nm.

4.6.2 Avaliacdo da concentracio ideal e do tempo de leitura do azul de tripan por

citometria de fluxo

Uma aliquota da suspensdo celular (5x10°) de 7 voluntdrios foi incubada por 30
minutos a 50°C em banho maria, para induzir a morte celular pelo calor, e outra aliquota a
37°C em estufa com 5% de CO, como a situacio controle. Apds o periodo de incubacdo, uma
aliquota de 10 pL da suspensio celular (PBMC) de 1x10’ células/mL, totalizando 1x10°
células mononucleares, foi incubada por cinco minutos com 190 pL de diferentes
concentracOes de azul de tripan sendo elas 0,002%, 0,004%, 0,04% e 0,08% diluidas em PBS.

A viabilidade das culturas foi avaliada por citometria de fluxo apds 5, 10 e 20 minutos da
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incorporacdo com o azul de tripan, no comprimento de onda determinado pelo espectro de
excitagdo. QOutra aliquota, 10puL (1 x10° células) de cada suspensao celular foi também diluida
em 100 uL PBS e 50uL da suspensdo foi incorporada com 1 puL de iodeto de propideo (50
ng/mL). A marcacdo com iodeto de propideo foi utilizada como um controle para andlise de

morte celular.

4.6.3 Comparacio da metodologia de exclusdo do azul de tripan avaliada por citometria

de fluxo com metodologias de avaliacdo de morte celular ja padronizadas

Uma aliquota da suspensdo celular (5x10”) de 7 voluntérios foi incubada por 30
minutos a 50°C em banho maria, para induzir a morte celular pelo calor, e outra aliquota a

37°C em estufa com 5% de CO, como a situacao controle.

Ao fim da incubacgdo, as células foram dividas em trés aliquotas para marcacdo com
azul de tripan para andlises no citometro de fluxo e contagem na camara de Neubauer, e a
terceira aliquota foi marcada com iodeto de propideo e avaliada por citometria de fluxo. As
suspensdes celulares foram incubados com 190uL de azul de tripan 0,4% e 0,002% para
contagem na camara de Neubauer e para avaliacdo por citometria de fluxo, respectivamente.
Além disso, 10puL (1 x10° células) da suspensao celular foi diluido em 100 uL. PBS e 50uL da
suspensdo foi incorporada com 1 puL de iodeto de propideo (50 pg/mL). As avaliacOes
fluorescentes foram feitas no citdmetro de fluxo FACScan no comprimento de onda 660 nm

(conhecido no FACSCan como FL3), sendo adquirido 15000 eventos na regido de linfécitos.

4.7 Avaliacao da toxicidade, in vitro, do dleo essencial e do extrato diclorometinico de

Ageratum fastigiatum

Uma vez que os produtos naturais podem conter constituintes toxicos, foi feita andlise
da toxicidade do dleo essencial e do extrato diclorometanico de partes aéreas de A. fastigiatum

a fim indicar concentragdes ndo toxicas dessas preparacOes que pudessem ser utilizadas nas
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culturas celulares. Para a andlise da viabilidade das culturas de leucdcitos tratadas com 6leo
essencial ou extrato diclorometanico de A. fastigiatum, 10 mL de sangue total venoso de 7
individuos jovens aptos a doacdo de sangue, foram coletados e submetidos a lise de hemacias
com 10 mL de uma solugdo de lise eritrocitaria (NH4Cl 8,3 mg/mL, NaHCO; 1mg/mL, EDTA
Img/mL) por 10 minutos, seguido por duas etapas de lavagem e centrifugacdo (250 g por 7
minutos) dos leucdcitos com salina tamponada - PBS (PBS 0,015 M pH 7,4). A concentragdo
celular foi ajustada para 1 x 107 células/mL. Cinquenta microlitros da suspensio celular (5 x
10° células) foram incubados em meio de cultura RPMI, e acrescidos do 6leo essencial ou
extrato diclorometanico de A. fastigiatum solubilizados em dimetilsulféxido - DMSO (Sigma-
Aldrich, Corporation), em diferentes concentragdes. As concentragdes do 6leo essencial foram
5x10'3, 1x107 e 2,5)(10'2 uL/mL e do extrato diclorometanico 20, 60 e 125 pg/mL. Culturas
celulares tratadas apenas com salina ou com DMSO constituiram o grupo controle e grupo
controle do solvente, respectivamente. Ao final da incubacdo de 24 horas em estufa imida a
37°C e 5% de CO,, os leuctcitos foram lavados com PBS (centrifugacdo a 250 g por 7
minutos) e suspensos em 50ul. de PBS. Dez microlitros das suspensoes celulares foram
incubados com 190uL de azul de tripan (0,4% para contagem na cimara de Neubauer e
0,002% de azul de tripan para avaliacdo por citometria de fluxo). A viabilidade celular foi

determinada pelo percentual de células vidveis (ndo coradas) no universo de células totais.

4.8 Avaliacao da atividade hemolitica do extrato diclorometinico de A. fastigiatum, in

vitro

Como a extragdo rdpida com diclorometano das partes aéreas de A. fastigiatum
favoreceu a extragdo de lactonas e lactonas sesquiterpénicas, e essas substiancias sdo
potencialmente toxicas (TIAN et al., 2006; GEETHA et al., 2012), avaliou-se também a
atividade hemolitica do extrato. ConcentracOes do extrato que fossem hemoliticas néo
poderiam ser utilizadas para as andlises de citocinas em sangue total, onde estdo presentes

leucocitos e hemacias.
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Para avaliar se o extrato diclorometinico de A. fastigiatum seria capaz de causar lise
em hemadcias humanas, foi realizado o teste de hemdlise conforme Montagner (2007) e
modificado como a seguir. Amostras de sangue total foram diluidas a 1:20, adicionando-se
500uL de sangue total a 10 mL de tampdo fosfato salina (PBS) em um béquer. A suspensao
foi mantida sob leve agitagdo em um agitador magnético durante toda a execucdo do teste. Em
seguida, o extrato diclorometanico da partes aéreas de A. fastigiatum, diluido em DMSO nas
concentracOes finais de 125, 60, 30 e 15 e 7,7 ug/mL, foram incubados na presencL. de 100 pLL
de suspensdo de hemdcias. Culturas contendo 100 pl de suspensdo de hemdcias e o extrato
diclorometanico da partes aéreas de A. fastigiatum diluido, e apresentando as mesmas
concentracOes finais, foram submetidos a adi¢do de dgua ultra pura, para fornecer o controle
positivo, que representa 100% de hemolise. Para eliminar a interferéncia da absorbancia do
extrato na densidade Optica de cada andlise, foram confeccionados os respectivos controles
(brancos), nos quais o extrato, nas concentracdes testadas, ou o0 DMSO foram adicionados ao
PBS ou a dgua. Foram confeccionadas também culturas de hemolise espontanea (controle
negativo) que consistiram de PBS e 100uL de suspensido de hemdcias com seus respectivos
brancos (somente PBS) e culturas controle do solvente, onde foram feitas diluicdes de DMSO,
em substituicdo ao extrato, acrescidas de 100uL da suspensdo de hemécias. As culturas foram
confeccionadas em tubos de poliestireno e incubadas por 4 horas em estufa umida a 37°C e
5% CO,. Apos esse periodo, os tubos foram centrifugados (7 min., a 500 g e 22°C) e 200 pL.
do sobrenadante foram transferidos para uma placa de 96 pocos de fundo chato. Na sequéncia,
foi realizada a leitura da absorbancia em 540nm, no leitor de placas. Dos valores de
absorbancia dos testes e controles foram subtraidos os valores de absorbincia de seus
respectivos brancos e o resultado do teste de hemolise foi obtido como percentual de hemolise

de acordo com a equacdo:

% Hemolise = Absorbancia do extrato - Absorbancia do controle negativo  x 100

Absorbancia do controle positivo - Absorbancia do controle negativo
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4.9 Avaliacao da toxicidade, in vitro, das fragoes do extrato diclorometanico de Ageratum

Jastigiatum

O efeito das fracdes escolhidas para andlise sobre a viabilidade de leucdcitos foi
avaliado por citometria de fluxo, utilizando um sistema comercial para detec¢do de células
apoptdticas (Kit de apoptose BD Pharmingem, San Diego). Células mononucleares do sangue
periférico de individuos sauddveis foram incubadas em meio de cultura RPMI e com as
fracdes do extrato doclorometanico de A. fastigiatum (AFDM) concentragdes 2, 10 e 20

pg/mL.

Ap6s 4 horas de incubagio a 5% de CO,, 37°C e 95% de umidade, as células foram
lavadas com PBS-W (PBS 0,015 M pH 7,4 contendo 0,5% de BSA e 0,1% de azida sédica) e
marcadas por 15 minutos com iodeto de propideo (PI) (1uL) e anexina-FITC (1uL). As
amostras foram avaliadas em citdometro de fluxo (FACS Scan) até 1 hora ap6s a marcacdo. A
frequéncia de células vidveis foi determinada pela auséncia de marcacdo por Pl e anexina,
enquanto a frequéncia de apoptose e necrose foi determinada pela marcagdo por anexina+PI e

apenas PI, respectivamente (VERMES et al., 1995).

Para andlise da viabilidade celular nas culturas tratadas por 5 dias com a fracdo ativa
do extrato diclorometanico, apos o periodo de incubagdo foi feita a marcacdo com iodeto de

propideo e com azul de tripan conforme ja descrito anteriormente.

4.10 Efeito do éleo essencial, extrato diclorometéinico e fracdes de A. fastigiatum sobre a

producio de citocinas, in vitro, por linfécitos humanos

As amostras de sangue foram colhidas em tubos contendo heparina
(Vacutainer; Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA), e aliquotas de 500 puL foram colocadas
em tubos de polipropileno (Falcon 2059, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA). As amostras
foram incubadas durante 4 horas a 37 © C numa atmosfera de 5% CO, umidificada, na
presenca de 500 ul de meio RPMI-1640 (Gibco, Grand Island, NY, EUA) e Brefeldina A
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) a uma concentracdo final de 10 pg/mL.
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Para a andlise do perfil de citocinas em populacdes leucocitérias na presenca do dleo
essencial, extrato diclorometinico e fragoes, culturas de leucdcitos foram incubadas com as
preparacdes em concentracOes ndo toxicas. As culturas tratadas com os produtos naturais
foram ainda estimuladas ou ndo com o PMA (Sigma, St. Louis, MO, USA) (25 ng/mL). A
cultura estimulada com PMA constituiu o controle positivo. Em culturas ndo tratadas com o
PMA foi observado o efeito das preparagdes de partes aéreas de A. fastigiatum sobre a
producdo da citocina IL-10. Como controle de inibi¢do foi utilizada dexametasona (15 uM),

um anti-inflamatdrio que reduz ativacao de leucdcitos (SPIES et al., 2010; ).

ApOs quatro horas de incubagdo, as amostras foram submetidas a lise das hemdécias por
adi¢do de uma solugdo de lise eritrocitaria e incubadas a temperatura ambiente por 15 min. As
amostras lisadas foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e as células suspensas em
PBS-W (PBS 0,015 M pH 7,4 contendo 0,5% de BSA e 0,1% de azida sodica) e PBS-P (PBS
0,015 M pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sddica e 0,5% de saponina) e
incubadas por 10 min a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas por duas
vezes com PBS-W. A suspensio celular foi homogeneizada, o volume de cada cultura celular
foi distribuido em trés novos tubos contendo anticorpos monoclonais, diluidos 1/10 em PBS-
P, especificos para as citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10, seguido de incubag¢do por 30 minutos, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Todos os anticorpos monoclonais utilizados foram
conjugados com ficoeritrina (PE), a especificacdo dos anticorpos utilizados se encontra na
tabela 4. Terminada a incubagdo, as células foram lavadas com PBS-W e, por fim, foi avaliado
o parametro de producdo de citocinas intracitoplasmaticas, por citometria de fluxo (FACScan

- Becton Dickinson), procedendo-se a aquisicao de 30.000 eventos por tubo.
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Tabela 4

Especificacido dos anticorpos monoclonais utilizados nas anélises

Anticorpos monoclonais Especificidade Marca Clone

Anti-IFN-y humano marcado com PE Interferon- vy Biolegend 45.B3
Anti-TNF-a humano marcado com PE ~ Fator de necrose tumoral-o.  Biolegend =~ MADI1

Anti-IL-10 humano marcado com PE Interleucina-10 Biolegend JES3-9D7

Para obtencio e andlise dos dados foi utilizado o software CellQuest' . Foram gerados
gréficos bidimensionais com distribui¢do pontual que relacionavam as varidveis de tamanho
(FSC) e complexidade interna celular (SSC). De acordo com as duas varidveis avaliadas
foram selecionadas a populagdo de linfdcitos e, nesta populacdo foi obtido o percentual de

células positivas para cada uma das citocinas avaliadas (FIG. 2).
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FIGURA 2 — Estratégia de andlise da inibicdo de citocinas por citometria de fluxo. Sequéncia
de procedimentos utilizados para as andlises dos percentuais de populagdes celulares por
citometria de fluxo. Gréfico de distribui¢do pontual FSC (tamanho) x SSC (granulosidade) sdao
utilizados para a sele¢do da populacio de linfocito (A). Em seguida sdo utilizados gréificos de
distribuicdo pontual FL1 x FL2 para avaliar a expressao de citocinas em linfocitos. O segundo
grifico (B) representa uma cultura estimulada com PMA e marcada com anticorpos
monoclonais para TNF-a. O ultimo gréfico (C) representa uma cultura estimulada com PMA
na presenca do Oleo essencial de A. fastigiatum também marcada com anticorpos monoclonais

anti-TNF-o.



30

4.11 Analise do efeito da fracao 10 do extrato diclometanico de A. fastigiatum (AFDM 10)

sobre a proliferacio de linfécitos humanos

Uma vez que a proliferacdo de linfécitos também esta relacionada a sua ativacdo, foi
avaliado o efeito do tratamento com a fracio AFDM 10 sobre a prolifera¢do de linfocitos.
Para essa andlise, foi utilizada a técnica de incorporacdo e decaimento da fluorescéncia de
CFSE (5-(and-6)-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester), conforme descrito por
Lyons e colaboradores (2000). Para isso, 1x10° células suspensas em RPMI suplementado
com L-glutamina, antibidtico e antimicoético, foram incubadas a 37°C por 10 min em 1000 pL
de CFSE (Sigma, St. Louis, MO, USA) (10 uM) diluido em PBS/BSA 0,1%. A reacio foi
interrompida adicionando-se 10 mL de RPMI completo gelado, seguido de incubac¢do em gelo
por 5 min. Apds duas lavagens com RPMI completo (200 g, 4° C, 10 min), as células foram
suspensas em 500 pL de RPMI.

Para a andlise do efeito inibitério de AFDM 10 sobre a resposta proliferativa de
linfécitos, foram confeccionadas culturas estimuladas com o mitdgeno Fitohemaglutinina
(PHA), na presenca de AFDM 10. Cerca de 5x10° células incubadas em RPMI completo
foram estimuladas ou ndo com 10uL. de PHA (Sigma, St. Louis, MO, USA) (1 pg/mL) na
presenca de AFDM 10 nas concentragdes 2, 6 e 10 pg/mL. Como controle de inibi¢do células
foram incubadas com PHA e tratadas com dexametasona (15 uM). As culturas foram
realizadas em placas de 24 pocos e permaneceram por 5 dias em estufa umida, a 37°C
contendo 5% de CO,. Apds o periodo de incubacdo, as c€lulas foram lavadas 2 vezes com

PBS gelado (200 g, 4°C, 10 min).

A proliferacdo celular foi determinada pela medida do decaimento da fluorescéncia do
CFSE através da citometria de fluxo (FACScan® - Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA).Ap6s aquisicdo de 50000 eventos, dentro de uma regido (gate) correspondente as
células de interesse, foi feita a andlise da proliferacdo celular utilizando o programa Cell-
Quest (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). A fluorescéncia do CFSE foi medida no canal
FL1, a intensidade de fluorescéncia do CFSE foi analisada por histogramas de FL1 em fun¢do

do nimero de eventos. A regido M1 foi definida como células marcadas com CFSE derivadas
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de culturas ndo estimuladas, que representa o pico de células quiescentes. Os picos de M2 a
M6 foram definidos de acordo com picos de diferentes intensidades de CFSE em culturas
estimuladas com PHA (FIG. 3). A proliferacdo foi determinada pelo indice de proliferacdo

(IP), calculado como a seguir:

IP= 100 - Y
- (1

sendo,
Y (%)= X0+ X1+ X2+ X3 + X4+ X5 + X6
2 4 8 16 32 64 (2)

X0 representa a porcentagem de células que ndo se dividiram (localizadas em M1), e
X1 a 6 representam os picos de divisdo gradual (localizados de M2 a M6) (ANGULO e
FULCHER, 1998).
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FIGURA 3- Sequéncia de procedimentos utilizados para as andlises de proliferacdo celular
pela diluicdo do CFSE. Gréfico de distribui¢do pontual FSC x SSC sado utilizados para a
selecdo das populacoes desejadas (A). Histogramas de FL1 (CFSE) versos o nimero de
eventos, foram utilizados pra definir as regides M1la M6, com as quais foi obtido o indice de

proliferacao (IP) para a populagdo de linfécitos.
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4.12 Analise estatistica

Inicialmente, foi realizada uma andlise descritiva dos dados. Apds a andlise da
normalidade (Shapiro-Wilk), as diferencas entre os dados para as varidveis com distribuicao
simétrica foram testadas utilizando ANOVA com Post Hoc de Tukey. Para as varidveis com
distribui¢do assimétrica, foi utilizado o teste Kruskall-Wallis. As diferencas estatisticas entre
dois grupos foram avaliadas por meio do teste Mann Whitney. Diferencas estatisticamente

significantes foram consideradas quando p < 0,05.

Na comparacdo da técnica de exclusdo do azul de tripan por citometria de fluxo com as
técnicas ja padronizadas, marcagdo com iodeto de propideo analisado por citometria de fluxo
e técnica de exclusdo do azul de tripan por contagem na camara de Neubauer, foi utilizada
andlise de variancia ANOVA two-way com Post Hoc de Tukey. O teste de Pearson foi

utilizado em todas as andlises de correlacio.
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5 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em quatro topicos. Os primeiros resultados serdo
relacionados a padronizagdo da técnica de exclusdo do azul de tripan por citometria de fluxo
para andlise de viabilidade. No segundo topico serdo apresentados os resultados da
identificacdo de classes quimicas nas partes aéreas pulverizadas de A. fastigiatum. No terceiro
topico serdo apresentados os resultados obtidos com andlises no dleo essencial e no ultimo
topico os resultados obtidos nas andlises realizadas com o extrato diclorometinico de A.

fastigiatum e fracOes.

5.1 Padronizacio da técnica de exclusio de azul de tripan analisada por citometria de

fluxo

5.1.1 Obtencao dos espectros de excitacao e emissao de fluorescéncia do azul de tripan

Os resultados indicaram que o azul de tripan na concentracio 0,002% p/v ndo
apresenta picos de excitacdo entre 220 e 760 nm (FIG. 4A) quando avaliado no fluorimetro. J4
complexado com a proteina albumina bovina sérica (BSA) o azul de tripan apresenta picos
maximos de excitacdo em 296, 480 e 648nm. No espectro de emissdo, de forma semelhante,
somente o azul de tripan complexado com o BSA emitiu fluorescéncia e, os picos mdximos de

emissao foram em 470 e 660nm (FIG. 4B).
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FIGURA 4 — Andlises de espectrofluorimetria. Espectro de excitacdo (A) e emissdo (B) de

fluorescéncias de solugdes contendo azul de tripan - TB a 0,02% p/v (.....), albumina bovina

sérica (BSA) ( ===)a 10% p/v, e ainteracdo TB/BSA (- - -).

5.1.2 Avaliacio da concentracao ideal e tempo de leitura do azul de tripan por citometria

de fluxo

A concentracdo de azul de tripan ideal para andlises por citometria de fluxo foi 0,002%

p/v, uma vez que, nesta concentracdo, os perfis de leitura foram semelhantes aos controles

iodeto de propideo tanto na situacdo controle, como quando as células foram induzidas a

morte pelo aumento de temperatura. De acordo com os resultados, com o decréscimo da

concentracdo do azul de tripan, também ocorreu um decréscimo na intensidade de

fluorescéncia (FIG. 5).
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FIGURA 5 - Andlise da técnica de exclusdo do azul de tripan em diferentes concentracdes por
citometria de fluxo. Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) incubadas a 37 °C e
50°C marcadas com diferentes concentracdes de azul de tripan (TB), sendo elas 0,002%,
0,004%, 0,04%, 0,08% e 0,4% p/v e analisadas por citometria de fluxo, (FACScan) utilizando
o filtro de 650/LP (FL3 detector). A marca¢do com ioodeto de propideo (PI) e andlise por

citometria de fluxo foi utilizada como método comparativo.
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As células marcadas com azul de tripan na concentragdo 0,002% p/v quando avaliadas
nos tempos de 0, 5, 10, 20 e 30 minutos ndo aumentaram o valor da intensidade de

fluorescéncia (FIG. 6). Assim, ndo houve aumento da incorporacdo do azul de tripan em

func¢do do tempo.

Contagens

FIGURA 6 - Histogramas de andlise do ensaio de exclusdo do azul de tripan por citometria de
fluxo. O azul de tripan foi utilizado na concentragdo 0,002% p/v e a avaliacdo foi feita nos

tempos 0 (A), 5 (B), 10 (C), 20 (D) e 30 (E) minutos apds a adi¢do de corante.
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5.1.3 Comparacio da metodologia de exclusdo do azul de tripan avaliada por citometria

de fluxo com a metodologias de avaliacio de morte celular ja padronizadas

Os resultados evidenciaram que ndo houve diferenca na avaliacio realizada pelas trés
metodologias, tanto na situagdo controle como quando as células foram induzidas a morte pelo

aumento de temperatura (FIG. 7).

100+
~ = P
S 4] =m 1B
N
[ mm NC
S 60-
: |
7]
S 404
3
fg 20
.
0__.——_'——._i_i

=L37°C T50°C

FIGURA 7 — Comparacdo dos métodos de andlise de morte celular. Foram utilizadas as
técnicas de exclusdo do azul de tripan por citometria de fluxo e contagem na camara de
Neubauer e também a técnica de incorporacdo do iodeto de propideo. As células foram
incubadas em uma situacido controle (T. 37°C) e foram induzidas a morte pelo aumento de

temperatura (T. 50°C).

Além disso, houve uma correlacdo positiva e significativa entre a andlise feita com

azul de tripan e iodeto de propideo no citémetro de fluxo (r’= 0,9758). Também houve uma



39

correlacdo positiva e significativa entre as andlises realizadas com azul de tripan, através da
contagem na camara de Neubauer e da avaliacdo por citometria de fluxo, porém esta
correlagdo apresentou um valor de coeficiente de correlacio menor (r2: 0,8986) (FIG. 8A).
Ainda foi observada uma semelhanga para os perfis dos histogramas de andlise na citometria
de fluxo da técnica de exclusdo do azul de tripan e incorporagdo do iodeto de propideo (FIG.
8B). Os perfis foram semelhantes tanto na situacdo controle, como quando as células foram

induzidas a morte celular.
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FIGURA 8 — Correlagdo entre percentuais de morte celular analisados pelas técnicas de
exclusdo do azul de tripan (TB) por citometria e por contagem na camara de Neubauer (NC) e
pela técnica de incorporacdo do iodeto de propideo (PI) (A). Analises de histogramas de
avaliacdo de morte celular pela técnica de azul de tripan por citometria de fluxo (TB) e pela
incorporacdo com iodeto de propideo (PI) na situagdo controle e quando as células foram

induzidas a morte.
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5.2 Identificacio de classes quimicas nas partes aéreas de Ageratum fastigiatum
A tabela 5 apresenta as classes quimicas que pesquisadas nas partes aéreas de A.

fastigiatum. Abaixo sio relatados os resultados das reagdes realizadas para a triagem da
identificagcdo das classes quimicas.

Tabela 5

Classes quimicas presentes nas partes aéreas de A. fastigiatum.

Classe Quimica

Resultado
Taninos Negativo
Alcaloides Negativo
Flavondides Positivo
Antraquinonas Negativo
Saponinas Positivo
Esteroides/Terpendides Positivo

Na pesquisa de taninos a reagdo com gelatina e a reagdo com cloreto férrico foram
negativas, ja a reacdo com acetato de chumbo foi positiva. Mas para que haja uma

confirmacdo, duas das reacOes deveriam apresentar resultado positivo. Portanto, considera-se

a amostra negativa para taninos (FIG. 9).
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FIGURA 9 - Pesquisa de taninos nas partes aéreas de Ageratum fastigiatum. Reacdo negativa
para andlise de taninos verificada pela auséncia da formacdo de precipitados na reacdo com
gelatina (A), auséncia da formacdo da cor azul/verde na rea¢do com cloreto férrico (B) e
auséncia de precipitado esbranquicado na reacdo com acetato de chumbo (C). Foi utilizado
um controle negativo das reagdes (D), contendo somente o extrato das partes aéreas de A.
fastigiatum, para visualizagdo da cor do extrato, para fins de comparacdo dos resultados

obtidos.

Nas partes aéreas de A. fastigiatum ndo foram encontrados alcaldides. A figura 10
apresenta os resultados das reagdes cromogeénicas, tanto na reacdo direta (FIG. 10A) quanto na
pesquisa confirmatéria (FIG. 10B). A reacdo positiva tanto na reagdo direta como na
confirmatoria seria evidenciada pelo desenvolvimento de precipitados de coloragdo:
alaranjado, branco, marrom e amarelo, nos tubos representados pela sequéncia a,b,c e d,

respectivamente. Na figura observa-se que ndo houve formacio desses precipitados.
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FIGURA 10 - Pesquisa de alcaldides nas partes aéreas de Ageratum fastigiatum. Resultado
negativo para andlise de alcaldides verificado na reacio direta (A) e na reacdo com prévia
extracdo em cloroférmio (B). A reacdo foi negativa pois ndo houve formacio dos precipitados
de cor alaranjado, branco, marrom e amarelo nos tubos tratados com iodo de bismutato de
potéssio (a), iodo de mercurato de potdssio (b), iodo-iodeto de potéssio (c) e dcido picrico (d),
respectivamente. Foi utilizado um controle negativo das reacdes (e), contendo somente o
extrato das partes aéreas de A. fastigiatum, para visualiza¢do da cor do extrato, para fins de

comparacio dos resultados obtidos.

Em todas as reacOes realizadas para pesquisa de flavonoides a amostra das partes
aéreas de A. fastigiatum foi positiva. A figura 11 ilustra a positividade na reacdo de Shinoda,
em que houve desenvolvimento de coloracdo avermelhada. Na reacdo de Taubouk e na reacdo
com cloreto de aluminio foi observada emissdo de fluorescéncia sob luz ultravioleta. Na

reacdo de Pew ocorreu formacio de coloracdo vermelha.
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FIGURA 11 - Pesquisa de flavonodides nas partes aéreas de Ageratum fastigiatum. Resultado
positivo para andlise de flavondides pela reacdo Shinoda, flavondides reagem com magnésio
em solucdo acida, exibindo colora¢do vermelha (A). Foi utilizado um controle negativo das
reacdes (B), contendo somente o extrato das partes aéreas de A. fastigiatum, para visualizagdo

da cor do extrato, para fins de comparagdo do resultado obtido.

Na andlise de antraquinonas o resultado foi negativo, tanto na reacio direta, como na
reacdo de Borntriger com prévia hidrolise 4cida. Indicando que nesta amostra das partes

aéreas de A. fastigiatum ndo hd a presencga de antraquinonas (FIG. 12).

FIGURA 12 - Pesquisa de antraquinonas nas partes aéreas de A. fastigiatum. Resultado
negativo para antraquinonas evidenciado pela auséncia de coloracdo vermelha tanto na

pesquisa direta (A) e na reacdo de Borntriger com prévia hidrdlise acida (B).
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Na pesquisa de saponinas através da determinacdo do indice de espuma, os resultados
indicaram que a partir da terceira dilui¢cdo (30%) houve formacio de espuma persistente por
15 minutos com altura minima de 1 cm (FIG. 13). Sendo assim, o valor do indice de espuma

foi cerca de 333, valor superior a 200, o que indica a presenca de saponinas na amostra.

FIGURA 13 - Pesquisa de saponinas nas partes aéreas de A. fastigiatum. Resultado positivo
para saponinas verificada pela espuma persistente a partir da dilui¢do de 30% (Ac). Cada tubo
representa uma dilui¢do sendo elas 10% (Aa), 20% (Ab), 30% (Ac), 40% (Ad), S0%(Ae), 60
90(Af) 710% (Ba), 80% (Bb), 90% (Bc) e o extrato nao diluido (Bd).

Na pesquisa de esterdides e terpendides a reagdo foi positiva, formando rapidamente a
coloracdo azul, seguida da coloracdo verde. A figura 14 mostra a coloracio verde, indicativa

da presenca de terpendides.
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FIGURA 14 - Pesquisa de terpenoides nas partes aéreas de A. fastigiatum. Nesta pesquisa as
partes aéreas foram submetidas a extracdo com cloroférmio seguida de adi¢do de anidrido
acético e 4cido sulfdrico concentrado. A formagdo de cor verde indicou a presenca de

terpendides na amostra.

5.3 Composicio quimica e atividades biolégicas avaliados no éleo essencial de A.

Jastigiatum

No oleo essencial, foi feita andlise das substincias presentes pela técnica de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), e foram realizados os

testes da toxicidade e do efeito do dleo essencial sobre a producio de citocinas em linfécitos.

5.3.1 Composi¢io quimica do dleo essencial de A. fastigiatum

Os componentes identificados no 6leo essencial assim como os indices de retengdo e o
valor percentual estdo representados na tabela 6. Foram identificados 26 compostos,
correspondendo a cerca de 70% da composicdo do Oleo. Dentre as substincias identificadas,
11 s@o monoterpenos e 15 sesquiterpenos. Os compostos que ndo foram identificados ndo
apresentaram espectros de massas compativeis com os das bibliotecas (seus espectros de

massas tinham indice de similaridade (SI) baixo quando comparados aos das espectrotecas) e
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ndo apresentaram indice de retencdo compativeis com aqueles presentes na literatura ou em

websites, ndo sendo possivel sua identificacdo precisa.

Os compostos presentes em maior valor percentual nesta amostra foram a-pineno
(7,51%), limoneno (5,9%), trans-cariofileno (2,04%), o-humuleno (3,52%), 6xido de
cariofileno (13,59%), humuleno 1,2-epoxido (8,41%), 1,6-humuladien-3-ol (17,71%) e o-
Cadinol (3,36%).
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Tabela 6

Percentual das substancias identificadas no 6leo essencial de Ageratum fastigiatum

Substancias IR® IR cuec %"
a-Pineno 939 932 7,51
Sabineno 976 971 0,33
p-Pineno 980 977 0,62
Mirceno 991 988 0,25
Limoneno 1031 1028 5,90
Aldeido a-canfolénico 1127 1126 0,26
trans-Pinocarveol 1139 1140 0,29
trans-Verbenol 1144 1145 0,55
Pinocarvona 1162 1161 0,21
Verbenona 1204 1206 0,58
Carvona 1242 1243 0,47
a-Copaeno 1376 1372 0,99
p-Elemeno 1391 1387 0,56
trans- cariofileno 1418 1415 2,04
o-Humuleno 1454 1451 3,52
y-Muuroleno 1477 1471 0,58
o-Curcumano 1483 1478 0,42
o-Muuroleno 1499 1495 0,28
y-Cadineno 1513 1509 0,36
Espatulenol 1576 1572 0,53
Oxido de cariofileno 1581 1577 13,59
Humuleno 1,2-epoxido 1606 1604 8,41
1,6-Humulanedien-3-ol 1619 1617 17,71
epi- a-Cadinol 1640 1639 1,22
a-Muurolol 1645 1642 0,47
o-Cadinol 1653 1651 3,36

L, - e 1. . . b . , .
* Indice de retengdo indicado na literatura e em websites. ® Percentuais da drea do pico

obtidos por normalizacdo das dreas; IR,: indice de retencao calculado.
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5.3.2 Toxicidade do éleo essencial de A. fastigiatum

Uma vez que extratos vegetais e solventes sdo capazes de induzir a morte celular,
avaliamos, inicialmente, o efeito de diferentes concentracdes do Oleo sobre a viabilidade de
leucocitos. O dleo essencial de A. fastigiatum na concentra¢do de 2,5x107 puL/mL reduziu a
viabilidade dos leucdcitos do sangue periférico para 89,04 + 5,18% (FIG. 15), ja as
concentracoes 0,5x107 e 1x107 uL/mL de 6leo essencial de A. fastigiatum ndo alteraram a
viabilidade dos leucdcitos (93,45+ 2,27% e 94,87+ 2.14%, respectivamente) quando
comparados ao grupo controle (96,79+ 1,27%). Diante dos resultados obtidos, as
concentracOes de 0,5x107 e 1x10 uL/mL do 6leo essencial foram consideradas ndo toxicas
aos leucdcitos, podendo ser utilizadas nos testes de avaliacido do perfil de citocinas, in vitro.
Houve conformidade nos testes de viabilidade realizados por contagem na cadmara de

Neubauer e por citometria.
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g
Z Bl Cimara de Neubauer
@ 90 @ citometro de fluxo
3
3
8
— 857
53

80_ T T T T T

Controle DMSO 0,5x102 1x102 2,5x102

Oleo essencial de A. fastigiatum yL/mL

FIGURA 15 - Percentual de leucdcitos vidveis tratados com diferentes concentracdes do 6leo
essencial de A. fastigiatum. Culturas: controle negativo, controle do solvente (DMSO), e
grupos em que as culturas celulares (n = 7) foram incubadas na presenca do 6leo essencial de
Ageratum fastigiatum nas concentracoes 0,5x107, 1x107 e 2,5x10 puL/mL. A avaliacio foi
feita pela técnica de exclusdo com azul de tripan na cimara de Neubauer (mm) e por citometria
de fluxo (mm). Os resultados foram expressos com média + erro padrdo. * p < 0,05. Método

estatistico utilizado — ANOVA seguida de Tukey.
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5.3.3 Producio e inibicio da producio de citocinas pelo dleo essencial de A. fastigiatum

O possivel efeito anti-inflamatorio do 6leo essencial de A. fastigiatum pode se dar
tanto pela indug¢do da producido de citocinas anti-inflamatérias como pela diminuicdo de
citocinas pro-inflamatodrias. Sendo assim, avaliou-se a producdo de IL-10 (citocina anti-
inflamatdria) por linfocitos do sangue periférico e a inibigdo da producio de IFN-y e TNF-a
(citocina pré-inflamatorias) em linfdcitos estimulados com PMA e simultaneamente tratados
com o Oleo essencial de A. fastigiatum. Os resultados demonstraram que ndo houve diferenca
na producio de 1L-10 em culturas tratadas com o 6leo essencial (FIG. 16 A). Também ndo
houve a inibicdo da producdo de IFN-y em linfdcitos tratados com o Oleo essencial e
estimulados com PMA (FIG. 16 B). Ja o percentual de linfocitos positivos para o TNF-a foi
reduzido na presenca do Oleo nas concentragdes 0,5)(10'2 (26, 59 £+ 3,80%) e 1x107 pL/mL
(23,86 + 3,03%) quando comparados ao grupo que foi somente estimulado com o PMA

(40.78+3.40%) (FIG. 16 C).
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FIGURA 16 - Andlise do percentual de linfécitos IL-10 positivos (A), linfécitos IFN-y
positivos (B) e TNF-a positivos (C) de culturas de leucdcitos estimulados ou ndo com PMA
(acetato de forbol miristato) e tratados ou ndo com o 6leo essencial de A. fastigiatum (OEAF)
nas concentracoes 0,5x107 ¢ 1x102 uL/mL. Dexametasona (15 uM) foi utilizada como
controle de inibi¢do de citocinas (n = 7). Os resultados foram expressos com média + erro
padrdo. * Diferenca em relacdo ao grupo PMA, p < 0,05. Método estatistico utilizado —

ANOVA seguida de Tukey.
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5.4 Andlises no extrato diclorometanico de A. fastigiatum e suas fracoes
5.4.1 Atividade hemolitica do extrato diclorometinico de A. fastigiatum

Na figura 17 estdo expressos os resultados para atividade hemolitica do extrato
diclorometanico de A. fastigiatum. O extrato nas concentragdes iguais ou superiores a 60
ng/mL foi hemolitico, gerando um percentual de hemolise superiore a 13%. O controle do

solvente DMSO néo apresentou atividade hemolitica.

% Hemolise

I
DMSO 75 15 30 60 125

Extrato diclorometéanico de A. fastigiatum (ug/mL)

FIGURA 17 - Percentual de hemolise em culturas tratadas com diferentes concentracdes do
extrato de lavagem foliar de Ageratum fastigiatum em diclorometano e com o controle do
solvente DMSO 1% (n = 7). Os resultados foram expressos com média + erro padrdo. *
Diferenga em relacdo ao grupo controle, p < 0,05. Método estatistico utilizado — ANOVA

seguida de Tukey.
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5.4.2 Toxicidade do extrato diclorometanico de A. fastigiatum sobre leucocitos humanos

in vitro

O extrato de A. fastigiatum nas concentragdes 60 e 125 pg/mL reduziu a viabilidade
celular dos leucdcitos do sangue periférico para 65,87 = 18,61% e 82,58 + 13,44%,
respectivamente (FIG. 18), ja a concentragdo 20 pg/mL ndo alterou a viabilidade dos
leucécitos quando comparados ao grupo controle (95,57 + 2,06% e 95,61 = 1,27%
respectivamente). A cultura tratada com o controle do solvente, DMSO, ndo alterou o

percentual de viabilidade quando comparado a cultura controle.
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FIGURA 18 - Percentual de leucdcitos vidveis em culturas tratadas com diferentes
concentracOes do extrato diclorometinico de Ageratum fastigiatum. Grupos controle
negativo, controle do solvente (DMSO), e grupos em que as culturas celulares (n = 7) foram
incubadas na presenca do extrato diclorometanico de A. fastigiatum nas concentragoes 0,5x10°
2 1x107 e 2,5x107 uL/mL. A avaliacio foi feita pela técnica de exclusio com azul de tripan
na camara de Neubauer (mm) e por citometria de fluxo (mm). Os resultados foram expressos
com média + erro padrdo. * p < 0,05. Método estatistico utilizado — ANOVA seguida de

Tukey.
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5.4.3 Producio e inibicio de citocinas pelo extrato diclorometinico de A. fastigiatum

A figura 19 apresenta o efeito do extrato diclorometanico de A. fastigiatum sobre a
producdo e inibi¢do de citocinas promovidos pelo extrato. O extrato na concentracdo de 20
ug/mL ndo alterou a producdo de IL-10 em linfécitos, quando comparado a cultura controle.
Ja a producdo de IFN-y e TNF-a em culturas estimuladas com PMA foi reduzida quando os
leucocitos foram tratados com o extrato diclorometanico. Culturas estimuladas com PMA
tiveram o percentual médio de linfocitos IFN-y+ de 34,28 + 4,22%, enquanto as culturas
tratadas com o extrato tiveram o valor médio de 25,46 + 5,50%. Culturas estimuladas com
PMA tiveram o percentual médio de linfécitos TNFo+ de 36,69 + 4,53%, enquanto as culturas
tratadas com o extrato tiveram o valor médio de 18.80 = 3,95%. Como esperado, a
dexametasona reduziu o percentual de linfécitos IFN-y+ e TNF-0+. O controle do solvente,
DMSO nido alterou o percentual de linfdcitos positivos para nenhuma das citocinas avaliadas,

indicando que o efeito observado € proveniente do extrato e ndo do solvente.
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FIGURA 19 - Andlise do percentual de linfocitos IL-10 +(A), linfécitos IFN-y+ (B) e TNF-a+
(C) em culturas de leucécitos estimulados ou nio com PMA (acetato de forbol miristato) e
tratados ou ndo com o extrato diclometanico de A. fastigiatum (AFDCM) na concentrac¢do 20
png/mL. Dexametasona (15uM) foi utilizada como controle de inibicao de citocinas (n = 7). Os
resultados foram expressos com média + erro padrdo. * Diferenca em relacido ao grupo PMA,

p <0,05. Método estatistico utilizado — ANOVA seguida de Tukey.
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5.4.4 Toxicidade das fracoes do extrato diclorometanico de A. fastigiatum

Foram obtidas 24 fragdes a partir do extrato de lavagem foliar em diclorometano, apds
andlise por cromatografia em camada delgada algumas fragdes foram reunidas obtendo-se 14
fragdes. Pelo critério de maior massa, as fragdes 4 (0,019g), 5 (0,013g), 10 (0,021g) e 11
(0,025g) foram escolhidas para avaliagdes. Inicialmente, foram investigadas as concentracdes
ndo toxicas das fracOes, tendo como base a concentracdo ndo téxica do extrato bruto
diclorometanico 20ug/mL. As fracdes foram denominadas Ageratum fastigiatum

diclorometanico (AFDM) seguidas do nimero de identificacio (4,5, 10e 11).

Os resultados indicaram que todas as fracOes foram tdxicas aos linfocitos na
concentracdo de 20 pg/mL. J& nas concentragdes de 10 e 2 ug/mL as culturas mantiveram a
viabilidade semelhantes as observadas no grupo controle (Tabela 7). As culturas tratadas com
as fracdes AFDM 4 e 10 na concentragdo 20 pg/mL. morreram, principalmente, por apotose, e
ap0s 4 horas de cultura se encontravam em apoptose recente. As culturas tratadas com a
fracdo AFDM 5 também a 20 pg/mL ja encontravam-se em apoptose tardia, e as células
tratadas com a fracio AFDM 11 na mesma concentra¢do morreram principalmente por
necrose. O tratamento com DMSO, solvente das fragdes, nao alterou a viabilidade dos

leucocitos.
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Andlise da viabilidade de culturas na presenca das fracdes 4, 5, 10 e 11 (AFDM 4, 5,

10 e 11) do extrato diclorometano nas concentracdes 2, 10 e 20 ug/mL através do ensaio de

apoptose (marcagdo com Anexina V e iodeto de propideo), para avaliagdo de células vidveis,

apoptdticas e necrdticas (n = 3). Dados expressos em valores percentuais (%).

Controle

DMSO

Controles

2 ug/mL
10 pg/mL
20 pg/mL

AFDM 4

2 ug/mL
10 pg/mL
20 pg/mL

AFDM 5

2 ug/mL
10 pg/mL
20 pg/mL

AFDM 10

2 ug/mL
10 pg/mL
20 pg/mL

AFDM 11

Viabilidade Apoptoserecente Apoptose tardia Necrose
87.00+1.59 9.84 £ 3.60 2.57+1.90 390+0.61
83.81£9.77 11.78+4.15 2.38%+1.72 2.02£0.93
§3.23+10.22 12.72+ 8.9050 2.12+£1.55 1.91+037
73731022 9.81+643 342+330 18.11+25.34
1242+592 % 77.44+3.99% 7.69+4.39 2.14+1.32
89.56+3.07 945+£2.90 0.27+£0.13 0.62+£0.39
84.05£5.25 12.39%£6.12 1.28+1.31 249+2.75
37.561946% 8.62+6.81 4578+ 13.27* 8.16+12.63
8§7.33+3.14 5.50£2.90 1.65%£1.32 2.04+£0.22
81.341£10.68 20.11+11.20 0.70£0.36 1.24+£1.05
5944+ 11.45* 31.21+4.73%* 370+ 1.66 1.58+0.45
90.21+£3.78 11.93+2.96 0.28+0.11 046+0.24
76.67+10.50 17.04%11.53 0.38+£0.31 1.18+£1.15
63.10+2.33* 9.04+£2.01 10.37+£4.99 20.93+9 90*

AFDM - Fracdes do extrato diclorometinico de A. fastigiatum. * Diferencas estatisticas em relacfio ao grupo

controle,( p <0,05).
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5.4.5 Andlise da producio e inibicao de citocinas pelas fracoes AFDM 4, 5,10 e 11

Na andlise do perfil de producdo de citocinas em culturas tratadas com PMA, a fracio
10 (AFDM 10) na concentracdo 10 pg/mL reduziu o percentual de linfocitos que produziram
TNF-a, cerca de 2,8 vezes quando comparadas as culturas tratadas apenas com PMA (FIG.
12). Nenhuma das fracdes alterou o perfil da producio de IL-10 e IFN-y quando comparados
aos grupos controles (FIG. 20 e 21).
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FIGURA 20 - Anélise do percentual de linfocitos TNF-a + (A), IFN-y + (B) e IL-10 + (C) de

culturas de leucdcitos tratados com AFDM 35 e 10. Controle negativo, ndo estimulado (CN),

controle do solvente (DMSO), controle positivo, estimulado com PMA (CP). A andlise para as

fracOes de A. fastigiatum AFDM 5 e AFDM 10 nas concentragdes 2 e 10 pg/mL (n = 3). Os

resultados foram expressos com a dispersao dos pontos e média. Método estatistico utilizado —

ANOVA seguida de Tukey.
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FIGURA 21 - Anilise do percentual de linfécitos TNF-a + (A), IFN-y + (B) e IL-10 + (C) de
culturas de leucdcitos tratados com AFDM 4 e 11. Controle negativo, ndo estimulado (CN),
controle do solvente (DMSO), controle positivo, estimulado com PMA (CP). A andlise para as
fracOes de A. fastigiatum AFDM 4 ¢ AFDM 11 nas concentragdes 2 e 10 pg/mL ( n=3). Os
resultados foram expressos com a dispersao dos pontos e média. Método estatistico utilizado —

ANOVA seguida de Tukey.
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5.4.6 Toxicidade celular induzida por AFDM 10 durante cinco dias

Nas andlises de proliferacio celular as células ficaram em contato com um mitégeno
por 5 dias. Assim € necessdrio que as culturas tratadas com diferentes concentraces de
AFDM 10 por 5 dias estejam vidveis. Os resultados abaixo indicam que todas as
concentracOes avaliadas 2, 6 e 10 pg/mL. de AFDM 10 mantiveram a viabilidade da cultura
semelhante ao grupo controle. O grupo controle de morte apresentou diferenca em relagdo a
todos os outros grupos. Houve correlacdo entre as trés técnicas utilizadas para essa andlise

(FIG 22).
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FIGURA 22 — Analise da viabilidade celular em culturas tratadas com AFDM 10. Percentual
de leucdcitos vidveis nos grupos controle, controle do solvente (DMSO), controle de morte
celular (CdCl,) e grupos em que as culturas celulares foram incubadas na presenga de AFDM
10, fracdo do extrato diclorometanico de Ageratum fastigiatum, nas concentracOes de 2, 6 e 10
ug/mL. A avaliacdo foi feita pela técnica de exclusdo com azul de tripan na cimara de
Neubauer e por citometria de fluxo, Os resultados foram expressos com média + erro padrdo.
* Diferenca estatisticamente significante em relagdo ao controle. Método estatistico utilizado

— ANOVA seguida de Tukey.
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5.4.7 Andlise da inibicao da proliferacio de linf6citos por AFDM 10

Os resultados indicaram que AFDM 10 reduziu o indice de proliferacdo de forma dose
dependente (FIG 23). Sendo que linfdcitos tratados com AFDM 10, 10ug/mL reduziram a
proliferacdo cerca de 14 vezes quando comparado a cultura estimulada com PHA. A figura 24
mostra os histogramas com os perfis de proliferacdo para os diferentes grupos. Os dados
demonstram que a medida que hd um aumento na concentragdo de AFDM 10 na cultura h4
uma diminuicio da populagdo de linfocitos com menor intensidade de fluorescéncia,

indicando uma menor proliferagdo.
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FIGURA 23- Indice de proliferacio de linfécitos nio estimulados (controle negativo CN)
cultura estimulados com PHA (1 pg/mL) (CP), e tratadas com diferentes concentracdes 2, 6, e
10 pg/mL. de AFDM 10 (uma fracdo do extrato diclorometanico de A. fastigiatum). No
controle de inibi¢do foi utilizado dexametasona 15 pM. Resultados foram expressos com
média + erro padrdo. * Diferenca em relacdo ao grupo PHA, p < 0,05. Método estatistico

utilizado — ANOVA seguida de Tukey.
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FIGURA 24 - Histogramas de andlise da proliferagdo celular em culturas estimuladas com
PHA (1 pg/mL) e tratadas com a diferentes concentragdes 2, 6, € 10 ug/mL. de AFDM 10
(uma fracio do extrato diclorometanico de A. fastigiatum). Sendo IP o indice de proliferagao,

calculado conforme descrito na metodologia.
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6 DISCUSSAO

A discussio serd feita em trés topicos, sendo o primeiro relacionado a padronizag¢do do
ensaio de exclusdo do azul de tripan por citometria de fluxo, seguido dos resultados
encontrados nas andlises do Oleo essencial. No terceiro topico serdo discutidos resultados
obtidos com o extrato de lavagem foliar das partes aéreas de A. fastigiatum em diclorometano
e suas fracdes. A composi¢do quimica das partes aéreas de A. fastigiatum serd discutida dentro

dos topicos relacionados.

6.1 Padronizacdo da técnica de exclusio do azul de tripan avaliada por citometria de

fluxo

Os resultados indicaram que o azul de tripan quando complexado com proteinas torna-
se excitavel e emite fluorescéncia, como observado também por Harrrisso e colaboradores
(1981). O laser de argonio, conhecido como laser azul, presente em citdmetros de fluxo, é uma
fonte de luz que excita fluorocromos no comprimento de onda 488 nm, essa fonte serd capaz
de excitar o azul de tripan, uma vez que um dos seus picos maximos de excitacdo € em 480
nm, préximo ao valor de 488 nm. J4 a emissdo poderd ser avaliada no comprimento de onda
da fluorescéncia vermelha, que no citometro FacsCan® € observada no canal de fluorescéncia
3 (FL3), que capta emissdes superiores a 650nm. Kumar e colaboradores (2008)
demonstraram que o azul de tripan € um fluorocromo adequado para a coloragdo de esporos de
fungos micorrizicos arbusculares e andlise foi feita em comprimento de onda da fluorescéncia

vermelha, o que corresponde ao FL3 no Facscan®.

Células marcadas com azul de tripan, na concentracdo 0,002% p/v, forneceram os
perfis de leitura semelhantes ao das células que incorporaram o iodeto de propideo, uma
técnica jd padronizada para andlise de morte celular por citometria de fluxo (VERMES et al.,

1995). As células avaliadas ndo incorporaram mais o azul de tripan com o tempo. O mesmo
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ndo acontece com o azul de tripan 0,4% p/v, utilizado para a contagem na Cimara de
Neubauer. Jones e Senft (1985) observaram que com o passar do tempo, as células vao
incorporando mais o azul de tripan na concentracdo 0,4%, o que prejudica a andlise de
viabilidade. Portanto, para a contagem na Camara de Neubauer € indicada a incubacdo
mdxima de 5 minutos das células com o azul de tripan. J4 para andlise por citometria de fluxo,
h4 uma seguranga para a realizacio da leitura utilizando o azul de tripan (0,002% p/v) em até

30 minutos apds a marcagdo.

As trés metodologias fornecem resultados semelhantes, apresentam forte correlacio
entre si, e sdo capazes de identificar diferengas de valores percentuais de morte celular. Porém
a contagem realizada na cimara de neubauer (CA), apresenta a desvantagem de que o nimero
de células contadas (115 + 35) foi inferior ao miimero de células avaliadas na citometria de
fluxo (cerca de 15 mil células por andlise). O valor avaliado pela contagem na cimara de
Neubauer € mais influenciado por erros de pipetagem, e erros ligados ao pesquisador,
enquanto o valor avaliado na citometria de fluxo é menos influenciado por esses erros devido

ao nimero de células avaliadas, cerca de 15 mil células (KIM et al., 2011).

Uma vez que os resultados indicaram que o azul de tripan pode ser utilizado como um
marcador de morte celular por citometria de fluxo de forma comparavel ao iodeto de propideo,
essa metodologia foi empregada neste estudo nas andlises realizadas para avaliar toxicidade
dos produtos naturais obtidos das partes aéreas de A. fastigiatum. Para fins de comparacdo
também foi realizada a contagem na cimara de Neubauer. Houve correlacdo entre as duas
metodologias utilizadas e, ndo houve diferenca entre as técnicas em nenhuma das andlises

realizadas.

6.2 Avaliacoes realizadas utilizando o dleo essencial de A. fastigiatum

As substancias aldeido a-canfolénico, frans-pinocarveol, trans-verbeol, a-curumano e
1,6-humulanedien-3-ol foram identificados pela primeira vez em A. fastigiatum neste estudo.

Dentre estes o 1,6-humulanedien-3-0l foi um dos compostos presentes em maior valor



65

percentual nesta amostra (17,71%). Os monoterpenos limoneno, o- e p-pineno e o0s
sesquiterpenos trans-cariofileno, a- humuleno, a-copaeno e espatulenol foram detectados em
outros estudos realizados com o6leos essenciais de A. fastigiatum (DEL-VECHIO-VIEIRA et
al., 2009a, 2009b; GONCALVES et al., 2011). No entanto, comparado com os estudos
anteriores, houve diferencas qualitativas dos mono e dos sesquiterpenos que compdem 0s
Oleos essenciais de A. fastigiatum. Essas diferencas refletem as varia¢Ges que ocorrem em
Oleos essenciais de plantas de mesma espécie, em virtude de variacdes genéticas,
ontogenéticas e ambientais (LIMA et al,2003; GOBBO-NETO e LOPES, 2007). A
identificacdo de classes dos compostos de fato ja havia indicado a presenca de terpenoides na
amostra das partes aéreas de A. fastigiatum estudada, isso direcionou a andlise dos espectros
obtidos na andlise da composi¢do quimica do 6leo essencial.

Diante dos resultados obtidos na andlise de toxicidade, as concentragcdes de 0,5)(10'2 e
1x10'2pL/mL do ¢leo essencial de A. fastigiatum foram consideradas como ndo toxicas aos
leucdcitos e utilizadas nos testes de avaliacdo do perfil de citocinas in vitro. A atividade anti-
inflamatdria in vitro, foi avaliada pelo modelo de indugdo de producdo de citocinas com PMA.
O PMA possui a caracteristica de ativar leucocitos, induzindo a producdo de citocinas pro-
inflamatérias (BISHAYI et al.,2002). Assim, culturas tratadas simultaneamente com PMA e
produtos naturais poderiam indicar o efeito de inibi¢do da produg¢do de citocinas. Dessa forma,
foi avaliado o efeito do dleo essencial de A. fastigiatum em inibir a producgdo de citocinas em
leucoceitos humanos ativados. Os resultados indicaram que o dleo essencial de A. fastigiatum
reduziu o percentual de linfécitos que produziram TNF-a, quando comparados as culturas
tratadas somente com PMA. Nao houve um aumento da producido de IL-10 nas culturas
tratadas com o Oleo essecial de A. fastigiatum. A IL-10 € uma citocina anti-inflamatdria que
inibe ativacdo de macrofagos, de linfocitos T e contribui para a atividade anti-inflamatdria
(HOWARD et al., 1993). No entanto, o efeito anti-inflamatdrio observado no 6leo essencial
de A. fastigiatum pode ser devido a diminui¢do de uma citocina inflamatéria (TNF-a) e ndo
pela indugdo da produgdo de citocinas anti-inflamatdrias. A eficdcia de redug¢do da produgdo
de citocinas em linfécitos promovida pelo dleo essencial de A. fastigiatum na concentra¢do

1x10'2pL/mL foi cerca de 43% em relacdo a eficdcia da dexametasona.
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O TNF-a € um mediador importante na resposta imune inflamatdria, capaz de induzir a
expressdo de moléculas de adesdo no endotélio, favorecendo o recrutamento celular para o
sitio da inflamacido (WAJANT et al., 2009; APOSTOLAKI et al, 2010). Portanto, a
diminuicdo de TNF-a pode resultar em diminui¢do da migracdo leucocitdria e redugdo do
nimero de leucdcitos no sitio da inflamacio. Esse efeito pode ser benéfico em inflamacoes
exacerbadas e em algumas doengas auto-imunes. Apds o tratamento com o 6leo essencial de
A. fastigiatum foi observada, justamente, a reducdo da migracio leucocitdria para o local da
inflamacdo induzida por carragenina em animais (DEL-VECHIO-VIEIRA et al., 2009).
Embora no estudo acima citado as citocinas ndo tenham sido avaliadas, € possivel que a

modulagdo de citocinas esteja envolvida nesta acdo.

O oxido de cariofileno, um dos compostos presentes no O6leo essencial de A.
fastigiatum (13,59%) demonstrou também diminuir o edema de pata induzido por carragenina,
neste estudo os autores ndo demonstraram a participacio das citocinas, mas € possivel que elas
estejam envolvidas diminuindo a permeabilidade do endotélio no tecido inflamado
(CHAVAN et al., 2010). Outros compostos presentes no 6leo como a-pineno (7,51%),
limoneno (5,9%), trans-cariofileno (2,04%) e o-humuleno (3,52%) isolados de outras plantas
demonstraram inibir a citocina TNF-a em diferentes modelos (FERNANDES et al., 2007,
BAE et al., 2012; MEDEIROS et al., 2007; YOON at al., 2010). O limoneno parece interferir

na via da proteina p38 (HIROTA et al., 2010), ja os compostos trans-cariofileno e «-

humuleno parecem interferir na via do NF-KB (MEDEIROS et al.,2007).

Os resultados sugerem que parte da atividade anti-inflamatdria do 6leo essencial de
Ageratum fastigiatum pode ser devida a diminuicdo da citocina pré-inflamatéria TNF-a por
linfécitos ativados. Na amostra do 6leo essencial analisada, foram encontradas moléculas
capazes de alterar a produgdo desta citocinas suportando os achados da atividade anti-

inflamatoéria in vitro.
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6.3 Analises no extrato diclorometanico de A. fastigiatum e fracoes

A metodologia de lavagem foliar rdpida com diclorometano favorece a extracdo de
lactonas, porque os tricomas presentes nas folhas da planta rapidamente sofrem rompimentos
e liberam as lactonas estocadas (AMBROSIO et al., 2008). Bohlmann (1983) coletou
amostras das partes aéreas de A. fastigiatum e encontrou lactonas sesquiterpénicas nas
amostras. O uso popular da planta como anti-inflamatério tépico na forma de emplasto
(GONCALVES et al, 2011), pode também indicar que a maceragdo prévia das folhas seja
uma for¢a mecanica para a liberagdo de lactonas que poderiam ser responsdveis por parte da
atividade anti-inflamatéria de A. fastigiatum. E possivel que neste extrato também estejam
presentes terpenos e flavondides majoritarios na constituicdo desta planta. Essas classes
quimicas descritas foram encontradas nas partes aéreas de A. fastigiatum, e também podem
contribuir para a aco anti-inflamatdria.

A alta toxicidade do extrato aos leucdcitos e as hemdcias pode ser devido a acdo de
lactonas, que sdo substancias toxicas. Como na concentracdo de 20 pg/mlL ndo ha toxicidade,
nem aos leucdceitos nem as hemadcias, essa concentragdo foi utilizada nos testes de producio de
citocinas utilizando amostras de sangue total. Os resultados indicaram que ambas as citocinas
inflamatérias avaliadas, TNF-a e IFN-y, tiveram a producdo diminuida quando as células
foram tratadas com o extrato diclorometanico de A. fastigiatum. Comparada a dexametasona a
eficicia do extrato na reducio de TNF-a e IFN-y foi cerca de 50,93 %e 304 %,
respectivamente. De forma semelhante, os extratos em acetato de etila e etanolico das partes
aéreas de A. fastigiatum demonstraram essa acdo de inibir a produgdo de citocinas
inflamatdrias in vitro, porém, ambos os extratos nido reduziram os percentuais de linfécitos
produtores de TNF- a e sim a intensidade de produc¢do desta citocina. No extrato etanolico foi
encontrada e isolada uma cumarina conhecida como ayapin ou 6,7-methylene-dioxide
coumarin, ainda ndo foi descrito atividade anti-inflamatdria para essa molécula. J4 no extrato
acetato de etila das partes aéreas de A. Fastigiatum, foram encontrados terpenos dentre eles o
majoritario foi o lupeol (51%) que j4 foi descrito com atividade anti-inflamatéria (AVELAR-

FREITAS et al., 2013b).
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Gongalves e colaboradores (2011) identificaram o triterpeno lupeol como principal
constituinte da fracdo cloroférmio da particdo do extrato em acetato de etila (51,06%) em
extrato de A. fastigiatum, também coletada em Diamantina. O lupeol extraido de Crataeva
religiosa Forst. F. (Capparaceae) foi capaz de reduzir a migracdo celular no exsudato
inflamatério e inibir a producdo de IL-2 e TNF-a em modelo murino de inflamacdo por
carragenina (AHMAD et al., 2009). O IFN-y € uma citocina envolvida com ativagdo de
células, como macrofagos e linfocitos T auxiliares do tipo 1, e também envolvida no aumento
da expressdo de moléculas de apresentacdo de antigeno. Além disso, esta citocina favorece a
diferenciacdo de linfécitos T auxiliares (Th) para um fenétipo inflamatério Thl (ELYAMAN
et al., 2009). Assim, a diminui¢do de IFN-y culmina com um efeito anti-inflamatdério,
reduzindo a ativacao de leucdcitos no sitio da inflamagao, sobretudo em inflamacdes cronicas.
E possivel que os constituintes do extrato, tais como o lupeol e algumas lactonas, interfiram
em vias de ativacdo importantes para a sintese do TNF-a e IFN-y. Lactonas sdo
biologicamente ativas, diminuindo a producio de citocinas inflamatdrias por inibirem a via do

fator de transcri¢do NF-kB (LIAW et al., 2013; FONSECA et al., 2011).

Foi avaliada a viabilidade dos leucdécitos frente as concentracdes 2, 10 e 20 ug/mL de
AFDM 4, 5,10 e 11. Essas fracOes foram escolhidas pelo critério de maior massa. Na
concentracdo 20 upg/ml, todas as fragdes avaliadas alteraram a viabilidade, ja nas
concentracOes de 2 e 10 ug/mL as culturas mantiveram a viabilidade semelhante as culturas
controle. A morte celular gerada pela concentracdo 20 pg/mL das fracoes AFDM 4, 5 e 10 foi
principalmente causada pelo mecanismo de morte programa conhecido como apoptose, ja a
fracdo 11 gerou morte pelo mecanismo de necrose. Compostos indutores de apoptose sdo
candidatos promissores para andlise de atividade anti-tumoral (TIAN et al., 2006; GEETHA et
al., 2012).

Quanto a produgdo de citocinas, a fragdo AFDM 10 reduziu o percentual de linfocitos
que produziram TNF-a. Comparado a dexametasona, AFDM 10 teve uma eficicia maior nesta
inibicdo do que o extrato bruto (64%). A fracio AFDMI10 também reduziu a proliferacdo de
linfécitos, indicando que a fragdo tem acio sobre ativacdo de leucdcitos. Tanto a produgdo de

citocinas, como a proliferagdo celular refletem o grau de ativacdo das células (BOYMAN et
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al., 2007). Dessa forma, o efeito inibitério de AFDM 10 sobre a proliferacao de células
estimuladas suporta a ideia de que, parte da atividade anti-inflamatdria de A. fastigiatum, seja
devida a acio dos constituintes quimicos presentes na planta sobre a ativacido de leucdcitos.
Nenhuma das fragdes avaliadas reduzirau o percentual de linfocitos que produziram IFN-y,
como o extrato bruto de lavagem foliar das partes aéreas de A. fastigiatum em diclorometano.
Assim, € possivel que os constituintes envolvidos nessa acdo estejam em uma fracdo ndo
avaliada ou que a inibicdo de IFN-y seja por uma acdo sinérgica de constituintes presentes em
diferentes fracdes que quando separados ndo promovem o mesmo efeito. Estudos adicionais
estdo sendo conduzidos para a caracterizacdo quimica do extrato em diclorometano e,
também, para a caracterizag¢do da fracdo ativa, a fragdo 10. Como o extrato em diclorometano
apresenta muitas substincias de baixa polaridade que poderiam afetar a coluna do HPLC (C-
18), ndo foi realizada a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas. Optou-se pelo fracionamento em coluna Sephadex e andlise das
fracdes obtidas por infusdo (injecdo) direta no espectrOmetro de massas. No entanto, a
caracteriza¢do quimica da fracdo e subfragdes diclorometanicas de A. fastigiatum ainda esta

em andamento.
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7 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os dados apresentados permitem sugerir que, pelo menos parte
da atividade anti-inflamatéria relatada para a planta A. fastigiatum, possa ser devida a
presenca de compostos que interfiram em vias de sinalizacdo importantes na ativagdo de
linfécitos. A ativacdo de linfocitos pode ser demonstrada pela producdo de citocinas pro-

inflamatdrias, como IFN-y e TNF- a, bem como pela proliferacdo celular.
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9 ANEXOS

Anexo 1- Autorizacio para coleta de material botanico
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Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
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Anexo 3 — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de esclarecimento
Projeto de pesquisa
Caracterizagdo do potencial imunomodulador do extrato Ageratum fastigiatum (Gardn.) R. M. King et H. Rob.

O objetivo do presente estudo é caracterizar a atividade imunomodularoda da planta Ageratum fastigiatum,
para o qual vocé foi escolhido por ter entre 20 e 39 anos, ndo ter doengas como catapora, lUpus, diabetes,
alergia, e ndo fazer uso regular de antiinflamatdrios. Sua participagdo no estudo consistird em doar 15 mL de
sangue, que sera coletado por pung¢do venosa com tubos a vacuo (da mesma maneira que é coletado quando
vocé faz algum exame de sangue), em data e hordrio a combinar. A partir do sangue serdo obtidos os leucécitos
para os experimentos em laboratdrio. Os riscos de sua participagdo incluem hematoma (roxo no local da coleta
de sangue}), dor, tontura, enjéo e de contaminagdo. A coleta sera feita por pessoa treinada, em local limpo e
reservado, equipado com maca, utilizando material estéril e descartavel. Ao doar seu sangue para este projeto
vocé estara contribuindo para o entendimento de como os agrotdxicos interferem com o sistema imunolégico
(sistema de defesa). Os seus dados serdo mantidos em sigilo e sua identidade ndo serd revelada. S6 os
pesquisadores envolvidos no projeto terdo acesso aos dados, que serdo utilizados apenas para fins de pesquisa e
divulgagédo cientifica em congressos, livros e revistas. Ndo estd prevista qualquer forma de remuneragédo pela sua
participagdo no estudo e vocé ndo tera nenhuma despesa (portanto, ndo estd previsto nenhuma forma de
ressarcimento). Quaisquer duvidas que possam surgir durante o andamento deste estudo por parte do
voluntario poderdo ser esclarecidas junto aos membros da equipe responsaveis pelo projeto, pessoalmente ou
por telefone. Vocé podera recusar e/ou deixar de participar deste estudo a qualquer momento, sem nenhum
constrangimento ou prejuizo na sua relagdo com os pesquisadores e a UFVIM. Os pesquisadores responsaveis
por este projeto podem decidir sobre a sua exclusdo do estudo por razdes cientificas, a respeito das quais vocé
devera ser devidamente informado. Em caso de qualquer duvida deverd e/ou poderd entrar em contato a
qualguer hora com a pesquisadora responsavel Profa. Etel Rocha Vieira pelo telefone 38 35317814
(etelvieira@terra.com.br). Vocé também podera contactar o Comité de Etica em Pesquisa — UFVIM (35326060)

para informacgGes sobre a aprovagéo do projeto pelo comité.
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Termo de livre consentimento pés-informado

Eu discuti os riscos e beneficios da minha participagdo no estudo intitulado “Caracterizagdo do potencial
imunomodulador do extrato Ageratum fastigiatum (Gardn.) R. M. King et H. Rob.” com os pesquisadores
envolvidos. Eu li e compreendi todos os procedimentos que envolvem esta pesquisa e tive tempo suficiente
para considerar a minha participacdo no estudo. Eu perguntei e obtive as respostas para todas as minhas
duvidas. Eu sei que posso me recusar a participar deste estudo ou que posso abandona-lo a qualquer momento
sem qualquer constrangimento ou prejuizo. Eu também compreendo que os pesquisadores podem decidir a
minha exclusdo do estudo por raz8es cientificas, sobre as quais eu serei devidamente informado. N&o terei
nenhuma remuneragdo e nenhum gasto por participar do projeto. Tenho uma cépia deste formulario, o qual foi

assinado em duas vias idénticas e rubricadas.

Portanto, aqui fornego o meu consentimento para participar do estudo intitulado “Caracterizagdo do potencial
imunomodulador do extrato Ageratum fastigiatum (Gardn.) R. M. King et H. Rob.”, durante todos os testes

realizados.

Diamantina,

Assinatura do voluntario:

Testemunha:

Testemunha:

Declaro que expliquei todos os objetivos, beneficios e riscos deste estudo ao voluntario, dentro dos limites de

meus conhecimentos cientificos.

Pesquisador responsavel:

Etel Rocha Vieira

Comité de Etica em Pesquisa da UFVIM
Rua da Glédria, 185 — Centro — Diamantina
Coordenagéo: profa. Agnes Maria Gomes Murta

(38) 35326060/35326000

cep.secretaria@ufvim.edu.br
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Anexo 4 - Padronizac¢io da anélise por citometria de fluxo da técnica de exclusio do azul

de tripan

Use of trypan blue exclusion assay by flow cytometry
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Abstract

Dye exclusion tests are used to determine the number of live and dead cells. These assays are
based on the principle that intact plasmatic membranes of the live cells exclude specific dyes,
including trypan blue (TB), eosin, or propidium iodide (PI), whereas dead cells do not.
Although widely used, the TB exclusion test at 0.4% w/v, has limitations as of dye being

incorporated by live cells after a short exposure time, as well as interpersonal variability,
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which is related to the expertise of the analyst’s. In this way, the study aimes to propose an
alternative test to evaluate cell viability that combines TB exclusion test and high sensitivity
of the flow cytometry technique, since previous studies have shown the TB’s ability to emit
fluorescence when make complexes with proteins. According to our results, TB/BSA and
TB/cytoplasmatic protein interactions emit fluorescence at 660nm, detectable by cytometry
when used the red band pass filter at 650nm/LP (FL3 fluorescence channel). TB at 0.002%
w/v was defined as optimum concentration able to distinguish unstained living cells from
fluorescent dead cells and promoted stable fluorescence even 30 minutes after cell treatment.
Although previous studies have shown that TB promotes green fluorescence quenching, the
use of TB solution at 0.002% on human live T-cell stained by anti-CD3 (FITC) monoclonal
antibody did not affect green fluorescence. We also observed a remarkable correlation
(r’=0.98) between percentage of CD3/FITC fluorescent cells after treatment with PI or TB
dyes, as well as similar double-stained cell profile on FL1xFL3 dotplot graphs. Additionally,
TB exclusion tested by cyometry showed a high correlation with conventional trypan blue
exclusion test using Neubauer-chamber cell counting (r2:0.89) and PI assay (r2:0.97). Taken
together, the results presented here show that TB exclusion assay by flow cytometry as an

alternative tool for cell viability analysis.

Key terms: trypan blue, fluorescence, flow cytometry, exclusion test.

1 Introduction

Cell viability analysis is a useful tool in several experimental procedures including tumor
susceptibility, microbiological resistance as well as spontaneous cell death after submission to
different experimental conditions (1, 2, 3, and 4). It has been established that cellular
membrane integrity is a basic criteria for distinguishing dead and live cells (5), thus dyes able
to intake cytoplasm of dead cells in a selective way have been widely used as vital dye.
Trypan blue (TB) method is a very common assay to estimate cytotoxicity degree on

experimental investigations (6, 7, 8) where dead cells losing membrane selectivity retains TB
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dye into cytoplasm instead live cells that remain unstained (6). In this way, the relative
number of dead and live cells is obtained by optical microscopy counting of the stained (dead)
and unstained (live) cells, using a Neubauer chamber. However, when TB is used in its usual
concentration (0,4% w/v), it establishes that cell counting needs to be done preferentially 3-5
minutes after dye addition, since live cells start to incorporate the TB and promote a mistake
on the number of dead cell counted. This limitation, besides the variability promoted by the
analyst’s experience, is an issue that compromises the reliability of the assay (9, 10).

Previous studies have shown that TB-protein interaction emits fluorescence (11). According to
Harrisson (1981) the trypan blue injected subcutaneously on Japanese quails was adsorbed on
exogenous yolk and the binding sites in oocytes were visualized by fluorescence microscopy
(12). Recently, a phagocytosis protocol, by flow cytometry, was proposed for distinguishing
ingested particles from those attached to the cell surface. In this study, fixed Candida albicans
stained with CFSE (green fluorescence) were submitted to phagocytic action by neutrophils,
in vitro. After different incubation times, trypan blue was added to the cell cultures and since
TB did not penetrate into live cells, ingested yeasts retained their green fluorescence (13),
while membrane-bound C. albicans displayed a double-positive red and green™*" fluorescence
caused by the quenching effect promoted by TB at 0.4% w/v on green fluorescence emitted by
CFSE, in acidic pH conditions (14). Furthermore, Kumar and colleagues have suggested that
TB is an appropriate dye for arbascular mycorriza spores detection by confocal fluorescence
microscopy. This protocol used an excitation wavelength at 488nm, and emition starting at
585nm. Although TB presents the ability to emit fluorescence when make complexes with
proteins, few studies has been done for improving trypan blue exclusion test, making the
adequate adaptations for fluorescent revelation. Up to date, the propidium iodide (PI) staining
followed by flow cytometry analysis is one of the widely established assays for viability
evaluation (15, 16). Similarly to TB assay, PI presents the ability to intake dead cells with low
membrane selectivity and to form complexes with DNA structure (17, 18, and 19). Here, we
aimed to propose trypan blue exclusion test by flow cytometry as an alternative tool, also
cheaper and reliable, able to be used together phenotype analysis, with no interference in cell

viability along the time, as well as no green fluorescence quenching as previously reported.



87

2 Materials and Methods

2.1 Peripheral Blood Mononuclear Cells - PBMC

A venous blood sample, (approximately 10 mL) was collected into heparinized tubes from
seven healthy humans (22 *+ 2.0 years old) 6 hours before the experiment. Blood collection
was performed between 7:30 and 8:30 am following stringent blood-draw criteria: no reported
infection or symptoms of infection for 7 days, subject stated: adequate sleep (6-9 h), no
exercise or alcohol use for 24 h, no topical corticosteroid use or aspirin for 48 h, no systemic
antihistamines or corticosteroid use for 1 week, and no immunizations during the previous 3
weeks.

Blood and all reagents for Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) isolation were kept at
room temperature throughout the purification. PBMC were isolated by centrifugation using
Ficoll-Hypaque (Sigma, USA) as described by Gazzineli et al. (20), adapted as the follow.
Briefly, the blood was gently put over Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and
centrifuged at 520g. PBMC were collected from the interphase after Ficoll separation and
washed three times with PBS (0.015 M PBS pH 7.4). The cell suspensions were adjusted to
1.0 x 107 cells/mL.

2.2 Determination of the fluorescence emitted by trypan blue/protein complex.

The fluorescence emitted by tripan blue/protein interaction was performed using the
spectrofluorophotometer Shimadzu RF-5301PC (Columbia, MD, USA). Briefly, control
solutions constituted by trypan blue at 0,02% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) or bovine
serum albumin (BSA) at 10% (INLAB, Sao Paulo, SP), as well as the test solution (trypan
blue at 0,02% plus BSA at 10%) were prepared using distilled and deionized water, followed

by spectrofluorophotometer analysis. Using the spectrum measurement mode setting, we
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performed the emission and excitation scans to obtain the excitation and emission spectra. The
excitation slit was adjusted to 5 and emission slit to 20, being the spectral analysis achieved
between 220 and 770 nm. Each analysis was performed in triplicate and collected by RF-
5301PC software (Columbia, MD, USA). The spectral curve was designed and analyzed by
GraphPad Prism 5.0 software (La Jolla, CA, USA). A complementary experiment, different
BSA’s solutions, ranging from 1.8 to 10.0 mg/mL was added to TB solutions at 0.02% w/v
and analyzed by spectrofluorophotometer using a fixed excitation and emission wavelength at
488nm and 660nm, respectively. To confirm the fluorescence emited by the interaction
between TB and cytoplasmatic proteins, PBMC were submitted to staining with DAPI and TB
at 0,002% w/v simultaneously and analyzed by fluorescence microscopy (Axiolmager.M2,

Carl Zeiss, Germany).

2.3 Trypan blue exclusion test using Neubauer chamber counting.

5.0 x 10° PBMC were pre-incubated in a 95% O,, 5% CO, air-humidified environment at
37°C or in water bath at 50°C for 30 minutes. After pre-incubation, 1.0 x10° PBMC were
placed into 5 mL round bottom tubes and incubated with 190 pL of tripan blue solution at
0.4% diluted in PBS to perform the trypan blue exclusion test using Neubauer chamber

counting.

2.4 Trypan blue exclusion test using flow cytometry assay.

To evaluate the fluorescence emited by dead cells stained with trypan blue, 10 microliters of
PBMC suspension (1.0 x 10° cells) was submitted to heat stress (50°C) pre-treatment for 30
minutes followed by staining with 190 microliters of trypan blue solutions at 0.002%, 0.004%,
0.04%, 0.08% and 0.4% w/v in PBS. After this step, all the cell suspensions were incubated at
95% O, 5% CO, air-humidified environment at 37°C for 5, 10, 20 and 30 minutes. The dead
cell suspensions treated with trypan blue and evaluated immediately after dye addition was

used as time zero control. To evaluate the fluorescence emited by live PBMC we performed
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the same protocol, removing the high temperature pre-treatment step. For all experiments,

propidium iodide (PI) cell staining assay by flow cytometry was used as comparative method.

To evaluate whether TB promotes quenching of the green fluorescence as previously
reported, 100ul of heparinized blood samples were incubated with 2ul of undiluted
monoclonal antibody anti-human CD3-FITC (Cat 11-0038-73, Clone UCHT1 eBioscience), in
the dark, for 30 minutes, at room temperature. Following the incubation, erythrocytes were
lysed using 100ul of Lysing Solution (Optlyse-B, Immunotech) for 5 minutes, followed by
addition of distilled water and reincubated for 10 minutes. After incubation the cells were
washed twice with 1ml of Phosphate Buffered Saline containing 0.01% of sodium azide. The
cells were shared into four new tubes. In two of them, the cells were incubated with 190uL.
trypan blue solution at 0.002% or 0.4% w/v. In the third tube, the cells were added to 100uLl
of PBS plus 1pL of propidium iodide using a stock solution at 50 mg/mL (Cat No 51-66211E,
BD Pharmangen, San Diego, CA, USA). To the fouth tube, the leukocytes were added to 190
microliters of PBS. After 15 minutes, 15,000 cells were acquired and analyzed by flow

cytometry.

2.5 Flow cytometry.

The flow cytometer FACScan (BD, San Diego, CA) used in this study has the blue laser that
at 488nm and the following filters: band pass filters 530/30nm (FL1 = green fluorescence
detector) and 586/42 (FL2 = orange fluorescence detector), as well as the long pass filter
650/LP (FL3 = red fluorescence detector). The size and granularity parameters are evaluated
on the 488nm detectors (blue) based on the forward and side scatters, respectively. For both PI
and trypan blue treated cells, 15,000 events were acquired into lymphocytes gate based on size
versus granularity (FSC X SSC) dotplot graphs. The fluorescence was evaluated in FL3
histograms or FL1xFL3 dotplot graphs. Unstained and stained cells were reported as
percentage of living and dead cells, respectively. The beads Calibrite™ (BD Catalog no.

340486, San Diego, CA) were used for 3-color flow cytometer compensation setup. The
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instrument settings for compensation was FL1 - 1,3% of FL2, FL2 - 20.0% FL1, FL2 - 0.0%
FL3 and FL3 - 12,7% FL2.

2.6 Statistical analysis

GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego California USA) was used for the statistical
analysis and p-values < (.05 were considered statistically significant. Data are reported as
mean percentage + SD. The Shapiro-Wilk test was used to evaluate the data normality. It was
used analysis of variance (two-way ANOVA) with repeated measures with post hoc Tukey

test for variables viability. Pearson’s test was used in all correlation analysis.

3 Results

3.1 Trypan blue-protein complex emits fluorescence

Previous studies have shown that trypan blue fluoresces when it interacts to proteins (12).
Here we analyzed the excitation and emission spectra using trypan blue solutions at 0,02% or
BSA at 10% alone, as well as the solution containing TB/BSA interaction to verify optimal
wavelengths for excitation and emission able to be used in the further flow cytometry
evaluation. The trypan blue/BSA excitation spectrum presented a high peak at 296, 485 and
648nm (Figure 1A). On the emission spectra (Figure 1B), we found maximum emission at
483nm and 660nm wavelengths, the latter able to be detectable by the long pass filter
650nm/LP (FL3) at the FACScan cytometer. As demonstrated, there are no peaks in the
emission spectrum curves corresponding to the TB solubilized separately. On the other hand,
BSA solution presented an emission pick at 463nm, in a spectrum’s region not detectable by
FL3 long pass filter at the FACScan cytometer. Despite the cytometer FACScan to use a laser

source at 488nm, we decided to verify the fluorescence emitted by the TB/BSA interaction
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fixing the excitation and emission wavelength at 488nm and 660nm, respectively. Keeping TB
concentration at 0.02% and adding BSA solutions ranging from 1.8 to 10 mg/ml, we observed
that the fluorescence emitted by TB/BSA interactions was dose-dependent (Figure 2A). Once
we observed that BSA and TB interaction emit fluorescence, we aimed verify whether the
cytoplasmatic proteins could promote similar behavior when complexed to TB. To achieve
this issue, we treated PBMC with TB and DAPI simultaneously. According to results, the cells
containing TB/cytoplasmatic protein interactions were able to emit fluorescence detectable by
fluorescence microscopy, using the excitation wavelength at 488nm and emission filter at

650nm (Figure 2B).

3.2 Standardization of the trypan blueexclusion assay using flow cytometry.

Despite trypan blue can form complexes with proteins located inside the cytoplasm and
outside the plasmatic membrane, we used different TB concentrations, as well as incubation
times aiming to find an optimum experimental condition able to distinguish live cells, whose
TB/protein interaction exist only on the cell surface, and dead cells, whose TB/protein
interaction exist in both cytoplasm and cell surface. Additionally, previous study have shown
that live cells in contact with TB at 0.4% longer than 5 minutes may incorporate the dye and
provide over estimated number of dead cells, we also evaluated whether the optimal TB
concentration obtained for cytometry proposes could produce similar imprecision. According
to results presented in the figure 3, TB at 0.002% w/v was able to distinguish live and dead
cells once provided the optimal fluorescence emission at 660nm (FL3) able to distinguish
dead cells and retain live cells into negative region usually located between 10° and 10" on
FL3-based histograms. Additionally, TB at 0,002% w/v did not change the fluorescence
intensity emitted by live cells when incubated till 30 after dye addition (Figure 4). All results

were comparable to PI assay.

3.3 Comparative analysis between trypan blue exclusion test by flow cytometry,
propidium iodide staining and conventional trypan blue exclusion test using Neubauer

chamber cell counting.
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Aiming to verify whether the standardized cytometry-based trypan blue assay could promote
similar results as compared to the conventional methods, we performed a comparative analysis
between the trypan blue (at 0.002%) exclusion test by flow cytometry (TB), PI exclusion test
by flow cytometry (PI) and percentage of cells stained with TB at 0.4% using neubauer
chamber cell counting (NC). The cell counting in Neubauer Chamber was performed no
longer than 3 minutes after cell staining. The three methodologies presented no differences in
the percentage of

dead or live cells in both protocols: with or without high-temperature pre-treatment (Figure 5).

Without high-temperature pre-treatment (Figure SA).

There was a very high correlation between trypan blue exclusion assay by flow cytometry and
PI (r* = 0.9758) and NC (r’=0.8986) assays (figure 5B). Interestingly, the assays using PI and
TB analyzed on the long pass filter at FL3=650nm/LP histograms (figure 5C), as well as

dotplot graphs (data not shown), presented a very similar fluorescence profile.

3.4 Trypan blue at 0.002% w/v does not promote quenching in FL1.

Trypan blue at 0,2 and 0.4% w/v, in acidic conditions, promotes a decrease in FLI
fluorescence (quenching). To determine whether cell treatment with TB at 0.002%w/vin
physiologic pH promotes FL.1 quenching, we stained 100ul of peripheral blood with specific
monoclonal antibody anti-human CD3-FITC followed by TB or PI staining.The results
showed that trypan blue at 0.002% w/v, in physiologic pH, did not interfere on FL.1-530/30nm
fluorescence (Figure 6) and produced similar results to those obtained by the cell cultures
treated with PI or PBS (control). After the death induction using high temperature (50°C) pre-
treatment, the flow cytometry exclusion assays using TB or PI presented a similar percentage
of live and dead cells confirmed by the high correlation between these methodologies
(R2=0.9805), as well as a very similar dot plot graph profiles on flow cytometry analysis
(Figure 7).
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4 Discussion

The number of live and dead cells in an experiment can be estimated by use of several
markers including dyes that intercalate into DNA (EMA, PI, 7-AAD, DAPI and Trypan Blue),
reagents which bind to phosphatidylserine (Annexin V) and the amine reactive dyes (UViD,
ViViD, GrViD, OrViD). Among the tests using dyes the Trypan Blue (TB) exclusion assay,
using optical microscopy, and labeling of cells with Propidiun Iodide (PI) followed by flow
cytometry analysis, are widespread used by the scientific community.

Previous studies have shown that TB emits fluorescence when it interacts with proteins (12).
Busetto et al. (14) reported a fluorescence-based experiment to evaluate the phagocytic action
of neutrophils in vitro. In this assay, fixed Candida albicans stained with CFSE (green
fluorescence) were added to the neutrophil cultures besides TB labeling. Since TB did not

high

penetrate live cells, ingested yeasts retained their green = fluorescence, while membrane-

Low/Negati
OWeEAYe fluorescence (14).

bound C. albicans displayed a double-positive red and green
Studies conducted by Herrison et al. (1981) also shown that trypan blue injected
subcutaneously was adsorbed on exogenous yolk and stored in oocytes of Japanese quails.
The dye binding sites were visualized by fluorescence microscopy. The analysis revealed that
yolk granules exhibited a deep red fluorescence radiation with a maximum intensity at 670 nm
when green or blue excitation light was used. Given these studies, we questioned whether the
cells submitted to TB exclusion test might be evaluated by flow cytometry.

Initially, to verify if the TB fluorescence could be detectable by FACScan cytometer,
excitation and emission spectra of the TB/protein (BSA) interaction was compared with those
obtained by TB and BSA alone. According to the results, the TB/BSA interaction emitted
fluorescence peaks at 490nm and 660nm wavelength. Furthermore, human lymphocytes
stained with TB revealed that TB/intracellular protein interactions get similar results on
analysis by microscopy able to detect red fluorescence at 660nm. In human peripheral blood
mononuclear cells, TB emitted remarkable fluorescence demonstrated by overlapping of blue

and red fluorescences after simultaneous labeling with DAPI and TB (Figure 2). This result,

besides flow cytometry analysis for cell size (FSC) and granularity (SSC), demonstrated that
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red fluorescence evaluated by flow cytometry was not produced by possible technical
artifacts. Interactions between TB and cytoplasmic proteins may, however, be influenced by
the protein diversity and quantity within specific cell populations. Certain cells, such as
monocytes and neutrophils present high proteogenic activity to support the effector functions
in the phagocytosis process. The high levels of protein granules inside the cells may lead to
the phenomenon known as auto fluorescence, common in phenotypic analysis by flow
cytometry. Therefore, it is recommended that for each cell type, an optimal TB concentration
needs to be adjusted.

Concerning the affinity of trypan blue for proteins, the presence of red fluorescent cells after
treatment with trypan blue dye could indicate the presence of the complex TB/protein both
inside and outside of cells. Dead cells present permeable membrane that culminate in dye
retention which favoring TB/protein complex formations within the cytoplasm. Already the
membrane integrity of living cells prevents dye penetration, but did not prevent TB/protein
binding outside of the cell surface. Optical microscopy assays, which measure the
incorporation of this dye by dead cells, do not have sufficient sensitivity to detect the Trypan
blue bound to membrane proteins of viable cells, whose morphology to keep intact. Thus, in
optical microscopy-based assays, the presence of blue stained cells reveals the number of dead
cells that have lost membrane selectivity and retained the dye within the cytoplasm. Flow
cytometric assay is a high sensibility technique, and because of this it was necessary to find an
optimum concentration of TB able to distinguish viable cells, which have a basal level of
fluorescence due to TB/protein complex on the cell surface, from dead cells, where TB/protein
complex occurs in both cytoplasm and outside of the cell membrane. Thus, we treated a
suspension of live and dead cells using different concentrations of TB, in order to confine the
population of viable cells, which do not incorporate the TB intracellularly, into a log scale
region between 10° and 10" (negative red-fluorescence region) as well as to distinguish dead
stained cells on FL3-based histograms. The heat pre-treatment to induce cell death was chosen
in order to avoid possible chemical interferences between the cytotoxic agent and TB/protein
formation. Therefore, when using cytotoxic agents, it is highly recommended to conduct a
preliminary assay to evaluate possible chemical interferences of the cytotoxic agent and the

TB/protein complex formation, as well as to evaluate the ability of the compound to emit



95

fluorescence by itself, as doxorubicin, a widely drug used in cytotoxic assays which emits FL3
fluorescence by itself (26). According to our data, TB at 0.002% promoted similar results to
the PI staining and was setup as optimal concentration for further analysis (Figure 3).
Furthermore, studies have shown that live cells, when treated with TB at 0.4% w/v, start to
incorporate the dye after five minutes of exposition to the dye addition. Here we observed that
live human leukocytes treated with TB at 0.002% till 30 minutes after staining presented no
differences in the viability profile (figure 4). This stable interaction between TB and
cytoplasmatic proteins could be useful for experiments that require the analysis of a large
number of samples. The trypan blue-based cell viability assay by flow cytometry showed a
strong correlation with propidium iodide - PI and the counting of stained cells in Neubauer
chamber - CA (by optical microscopy), confirming the reliability of the test proposed here.
Interestingly, the histograms obtained from PI and TB analysis were quite similar (Figure 5C).
According to previous studies, trypan blue in concentrations greater than 0.1%, in acidic
conditions, is capable of producing quenching green fluorescence (14). Thus, another issue
was to determine the possibility of simultaneous evaluation of cell viability by TB and cell
surface staining using the Fluorescein Isothiocyanate (FITC) by flow cytometry. In our
proposed assay, we used PBS buffer which maintains the pH closer to 7.2 and under these
physiologic pH conditions, we observed the fluorescence levels of the CD3-FITC antibody
were kept even at high TB concentrations (0.4%). The FL1 fluorescent peak of the cells
treated with TB at 0.002% was identical to the fluorescence peak of the cells treated with anti-
CD3-FITC and PBS. In the comparative analysis between PI and TB assays after FITC
staining, we observed a high correlation, as well as a very similar profile in the dotplot
graphics obtained by the two techniques (Fig. 7C).

Although the results presented here are quite consistent and comparable to those obtained by
PI staining methodology, is not our aim to suggest the TB assay by flow cytometry as a
substitute to other established techniques used for cell viability analysis. The main objective
of this study was to present an adaptation of a technique already known and widespread in
scientific experimentation, able to be utilized as an additional and alternative tool for
providing reliable results. However, it is up to the investigators to decide the value of its

application in view of the
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existing limitations of the tert.
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Figure 2 — Fluorescence analysis of the TB/BSA interaction. (A) Growing BSA concentrations were
added TB solution at 0.002%. The fluorimeter was setup to use a fixed excitation and emmission
wavelengh at 488nm and 660nm, respectively. (B) Human PBMC co-stained with DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol) and TB (trypan blue). DAPI excitation 365 and emission band pass filter
DAPI-445/50 nm, TB excitation at 488nm and emission fluorescence detected by LP/515 nm.
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Figure 3 — Live and dead PBMC stained with TB (trypan blue) solutions at 0.002%, 0.004%, 0.04%,
0.08% and 0.4% wi/v and analyzed by FACScan cytometer, using the long pass filter 650/LP (FL3

detector). PI (propidium iodide) assay by flow cytometry was used as comparative method.
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Figure 4 — Histogram analysis of the TB (trypan blue) exclusion assay by flow cytometry in order to

evaluate TB (at 0.002% w/v) incorporation by live cells afterO (A), 5 (B), 10 (C), 20 (D) and 30 (E)

minutes after dye addition.
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Figura 7 — (A) Percentage of dead human T-lymphocytes (CD3-FITC+ cells) submitted to cell culture
at the temperatures 37°C (physiologic temperature) or 50°C (high-stress temperature) followed by
staining with TB (trypan blue) or PI (propidium iodide). (B) Dotplot graph profile between human
lymphocytes submitted to pre-treatment with high-stress temperature (50°C) followed by staining with
TB and PI and monoclonal antibody anti CD3-FITC+. (C) Pearson’s correlation test between dead

CD3+ lymphocytes using PI and TB flow cytometry assays.



