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RESUMO

A Pseudobrickellia brasiliensis (Asteraceae), conhecida como arnica-do-campo, € uma planta
nativa da flora brasileira cuja preparacao alcodlica tem sido utilizada como anti-inflamatorio
pela medicina popular. No entanto, os mecanismos biologicos envolvidos nessa atividade,
ainda ndo foram devidamente elucidados. Nesse contexto, o presente estudo avaliou o
potencial anti-inflamatdrio de P. brasiliensis através da analise da producéo de citocinas anti e
pré-inflamatorias por leucdcitos mononucleares do sangue periférico. Foram utilizados
extratos de P. brasiliensis apds extracdo com os solventes Acetato de Etila (ACE) e Etanol
(ETA), ambos diluidos em Dimetilsulféxido (DMSOQ), bem como o extrato aquoso diluido em
PBS (AQU). A citotoxicidade dos extratos, apos 24h ou 5 dias de cultura celular, foi avaliada
por meio da técnica de exclusdo com Azul de Tripan e, tais resultados foram confirmados por
meio de ensaios de apoptose e necrose, apds marcacdo com Anexina V-FITC e lodeto de
Propideo. No ensaio de inibi¢do da producéo de citocinas, Células Mononucleares do Sangue
Periférico humano (PBMC) foram incubadas em meio de cultura, contendo Miristato-Acetato
de Forbol (PMA) e lonomicina como agentes estimuladores, na auséncia ou presenca do
extrato AQU nas concentrac@es finais de 0,025 mg/mL, 0,05 mg/mL ou 0,1 mg/mL. Também,
foi avaliado o efeito do extrato AQU sobre a resposta proliferativa de linfdcitos ao estimulo
mitogénico Fitohemaglutinina (PHA) como teste complementar na analise de ativacgéo celular.
De acordo com os dados obtidos, os extratos ACE e ETA apresentaram um alto grau de
citotoxicidade, sendo, portanto excluidos das analises posteriores, que avaliaram o perfil de
producdo de citocinas e proliferacdo. O extrato AQU, além de ndo induzir apoptose e necrose,
ndo demonstrou acdo toxica, mesmo ap6s 5 dias de cultura. Nas culturas tratadas com AQU
na concentracdo final de 0,1 mg/mL foi observada reducdo significativa da expressao de IFN-
v € TNF-a em resposta a estimulagdo com PMA e ionomicina. O efeito inibitorio do extrato
AQU, também, pode ser observado por meio da diminuicdo da resposta proliferativa de
linfocitos ao PHA. Estes achados sugerem que o efeito anti-inflamatorio atribuido a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias por linfocitos, bem como da resposta proliferativa.
Ensaios futuros, utilizando substancias isoladas e identificadas a partir do extrato aquoso, sao
necessarios para fortalecer os dados aqui apresentados e para demonstrar quais 0S
mecanismos moleculares envolvidos nas agdes inibitdrias apresentadas no presente trabalho.

Palavras-chave: Pseudobrickellia brasiliensis, anti-inflamatério, citocinas, citometria de fluxo.



ABSTRACT

Pseudobrickellia brasiliensis (Asteraceae), also known as “Arnica-do-Campo” is a native plant from
Brazilian flora and its alcoholic preparation has been used as anti-inflammatory in folk medicine.
However, the biological mechanisms involved in the anti-inflammatory activity are not well
elucidated. In this context, the present study evaluated the anti-inflammatory potential of P.
brasiliensis by performing an anti- and pro-inflammatory cytokine analysis on human peripheral blood
leucocytes as well as cell activation, measured by proliferation assay. We used P. brasiliensis extracts
utilizing different solvents including Ethyl Acetate (ACE) and ethanol (ETA), both diluted in
dimethylsulfoxide (DMSO), and aqueous extract (AQU) diluted in PBS. After 24h or 5 days, in vitro
cytotoxicity promoted by those extracts was evaluated using the exclusion technique with Trypan
Blue. Furthermore, apoptosis and necrosis was measured by Annexin V-FITC and propidium iodide
staining, after 4 hours of culture. For cytokine production inhibitory assay, humans Peripheral Blood
Mononuclear Cells (PBMC) were incubated in medium containing Phorbol Myristate Acetate (PMA)
plus ionomycin as stimulating agents in the absence or presence of AQU extract at the final
concentrations 0.025 mg/ml, 0.05 mg/ml or 0.1 mg/ml. We also assessed, as a complementary test for
cellular activation analysis, the effect of AQU extract on lymphocytes proliferative response after
mitogenic stimulation with Phytohemagglutinin (PHA). According to the obtained data, ACE and
ETA showed a high cytotoxicity rate and, therefore, they were not used in cytokine and proliferative
analysis. The AQU extracts, besides not inducing apoptosis and necrosis, showed no toxic effects even
after 5 days of culture. In cultures treated with AQU extract at final concentration of 0.1 mg / ml was
observed a significant reduction in IFN-y and TNF-a, expression in response to PMA stimulation. The
AQU extract inhibitory effect can also be observed by the decrease of lymphocytes proliferative rate
in response to PHA stimulation. These findings suggest that P.brasiliensis anti-inflammatory effect
can be, at least in part, due PBMC pro-inflammatory cytokines inhibition as well as the proliferative
response. Further assays, using aqueous extract isolated and identified substances are needed to
strengthen the presented data and to demonstrate the molecular mechanisms involved in inhibitory
actions reported in this study.

Keywords: Pseudobrickellia brasiliensis, anti-inflammatory, cytokine, flow cytometry.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento popular acerca de plantas medicinais foi acumulado e transmitido
por sucessivas geracdes, originando uma rica cultura que mantém esta pratica conservada até
os dias de hoje em muitas comunidades. A utilizacdo de plantas medicinais desperta o
interesse de pesquisadores em elucidar suas atividades bioldgicas, uma vez que, além
enriquecer o conhecimento sobre a flora mundial, as plantas constituem importante fonte de
obtencdo de novos farmacos e insumos farmacéuticos.

A familia Asteraceae é rica em espécies que apresentam importancia econémica e
medicinal. Entre as espécies nativas da flora brasileira encontra-se a P. brasiliensis (Spreng)
R, M. King & H. Rob., uma planta que tem sido utilizada na medicina popular para fins
medicamentosos, sendo atribuidas a ela acdes anti-inflamatoria, analgésica e cicatrizante.
Porém, a literatura carece de dados que comprovem sua eficicia e seguranca para utilizacdo
como fitoterdpico. Estudos prévios, realizados no Laboratério de Imunologia da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri — UFVJM, demonstraram que 0 extrato
etandlico de P. brasiliensis inibe a expressdo da citocina Interferon gamma (IFN-y) em
leucdcitos estimulados in vitro. Diante disso, partimos para uma investigacdo mais detalhada
sobre a toxicidade dos extratos aquoso, etanolico e em Acetato de Etila da P. brasiliensis em
diferentes concentracGes e tempos de cultura. Em seguida, avaliamos o efeito inibitério dessa
espécie sobre a expressdo de citocinas pro-inflamatérias e sobre a proliferacdo de leucocitos

estimulados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A utilizacéo de plantas medicinais

O uso de plantas com fins terapéuticos pelo homem é uma das mais antigas
praticas medicinais da humanidade. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define como
planta medicinal "todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgdos, substancias que
podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-
sintéticos" (OMS, 1998).

Dados da OMS apontam que cerca de 80% da populacdo mundial faz uso de
algum tipo de planta medicinal na busca de alivio de alguma sintomatologia dolorosa ou
desagradavel (OMS, 2002). A utilizacdo de plantas com fins medicinais baseia-se no
conhecimento popular e nas informacgdes verbais transmitidas a partir de experiéncias
particulares (MACIEL et al., 2002), o que resultou em uma rica cultura popular acerca de
plantas medicinais preservada em diversas comunidades em todo o mundo.

Muitas espécies vegetais sdo utilizadas empiricamente, sem respaldo cientifico
quanto a sua eficacia e seguranca (TACHJIAN et al., 2010). No entanto, o uso inadequado de
plantas medicinais, assim como qualquer outro medicamento alopatico, pode levar a
ocorréncia de efeitos indesejaveis, muitas vezes graves, principalmente com 0 Uuso
concomitante de outros farmacos, ou até mesmo de outros fitoterapicos (CORDEIRO et al.,
2005; YILMAZ et al., 2007).

O conhecimento popular e a utilizacdo de plantas para fins medicinais fornecem
indicios sobre a atividade farmacoldgica de muitas espécies, despertando o interesse de
pesquisadores e industrias farmacéuticas (BALUNAS; KINGHORN, 2005). O processo de
descoberta e desenvolvimento de um novo farmaco é longo, complexo, caro e de alto risco,
sendo dividido em duas grandes fases: a fase de descoberta (pre-clinica ou pesquisa basica) e
a fase de desenvolvimento (ou clinica) (LOMBARDINO; LOWE, 2004). Newman e Gragg
(2007), em uma revisdo recente, analisaram todas as drogas lancadas entre 1981 e 2006
demonstrando que os produtos naturais constituem uma importante fonte de novas estruturas.

Apesar da disponibilidade de tecnologia e estratégia suficiente para a obtencédo de

farmacos derivados exclusivamente da sintese quimica, produtos naturais e, particularmente,
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plantas medicinais, continuam a ser importante fonte de novos farmacos e constituintes
quimicos, tendo em vista a utilizacdo de principios ativos como prototipos para 0
desenvolvimento de farmacos e matéria prima farmacéutica (BALUNAS; KINGHORN,
2005; SCHMIDT et al., 2008). Nesse contexto, dentre os medicamentos atualmente utilizados
na clinica médica, 25% séo produtos derivados de plantas (PHILLIPSON, 2007).

2.2 A familia Asteraceae

A familia Asteraceae, constituida por cerca de 1.600 géneros, que incluem 23.000
espécies distribuidas pelas regides tropicais, subtropicais e temperadas, particularmente na
América do Sul (CANCELLI et al., 2007), possui Vvarias espécies que apresentam
constituintes bioativos. No entanto, a maior parte dessas espécies ainda ndo foram submetidas
a investigacdo quimica e de bioprospeccdo (HIND; BEENTJE, 1996). A familia Asteraceae é
ainda uma familia rica em espécies com importancia econdmica, sendo muitas delas utilizadas
como plantas ornamentais ou medicinais (BREMER, 1994). Plantas dessa familia tém sido
extensivamente estudadas quanto a sua composi¢do quimica e atividade biologica (VERDI et
al., 2005), sendo os compostos fendlicos e os terpendides umas das classes de moléculas
mais investigadas por apresentarem potencial farmacolégico (MUNOZ-SUANO et al., 2009;
VITALINI et al.,, 2011). Algumas plantas desta familia tem demonstrado acdo anti-
inflamatdria, dentre as quais podemos citar: a arnica-da-serra (Lychnophora passerina (Mart.
ex DC) Gardn), guaco (Mikania glomerata Spreng.), caléndula (Calendula officinalis L.),
camomila (Matricaria recutita L.) e marcela (Archyrocline satureioides (Lam.) DC)
(CAPELARI-OLIVEIRA et al., 2011; FIERRO et al., 1999; SARTORI et al., 2003,
SIMOES et al., 1988), entre outras.

2.3 Pseudobrickellia brasiliensis

Também conhecida como arnica-do-campo ou arnica-do-mato, a Pseudobrickellia
brasiliensis (Spreng) R, M. King & H. Rob., € uma Asteraceae nativa da flora brasileira

pertencente a tribo Eupatorieae, que tem sido popularmente utilizada para fins medicinais
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(RIBEIRO et al., 2001). A planta, encontrada nos estados de Minas Gerais, Goias, Bahia, S&o
Paulo, Pernanbuco e Distrito Federal é um subarbusto, medindo em torno de 1,3 m de altura.
Suas folhas sdo simples, alternas, densamente espiraladas e sesseis. Possui capitulos
discoides, pendunculados, em corimbo e suas flores sdo da cor amarelo creme, mondclinas e
com corola tubulosa (HATTORI; NAKAJIMA, 2008) (FIG. 1). A sistematica da P.
brasiliensis esta indicada na TAB. 1.

FIGURA 1 - Pseudobrickellia brasiliensis.

TABELA 1- Sistematica da Pseudobrickellia brasiliensis

Reino Plantae
Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Asteridae

Ordem Asterales
Familia Asteraceae
Tribo Eupatorieae
Género Pseudobrickellia

Espécie Pseudobrickellia brasiliensis
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Foi demonstrado por Bohlmann et al. (1984), que a P. brasiliensis apresenta como
constituintes quimicos triterpenos e sesquiterpenos, tais como hidroxigermacreno, lupeol e
seu isémero, acetato de S-amirina, espatulenol, cadineno, cadinol, oplopanona, acetato de a-
acetoxi-f-amirina. Na medicina popular a P. brasiliensis mantida em alcool é utilizada como
anti-inflamatorio, cicatrizante e analgésico (CARNEIRO, 2009; REIS; BELLINI, 2007
SOUZA, 2006). No entanto, os mecanismos envolvidos nas atividades atribuidas a planta,
ainda ndo foram devidamente elucidados. Em levantamento bibliografico recente, utilizando-
se ferramentas de busca digital da “National Lybrary of Medicine” (NCBI/NIH), ndo foram
encontrados registros, acerca dos mecanismos de bioatividade atribuidos a essa espécie ou de
outros exemplares do mesmo género, tais como P. angustissima (Spreng. ex Baker) R.M.King
& H.Rob , P. irwinii R.M.King & H.Rob, P. rosanae J.N. Nakajima e P. piniflora A.Gray.

A tribo Eupatorieae é constituida por varios géneros com espécies que apresentam
atividades medicinais, como a Ageratum conyzoide L., que apresenta atividade antibacteriana,
antifangica, antiprotozoaria e antiinflamatoria (NOUR et al., 2010; OKUNADE, 2002) e a
Ageratum fastigiatum (Gardn.) R. M. King et H. Rob. que possui propriedades analgésica e
anti-inflamatoria (DEL-VECHIO-VIEIRA et al., 2009). Dentro da tribo Eupatoriae, destaca-
se, ainda, o género Mikania, que contém diferentes espécies com a denominacgéo popular de
guaco (BUDEL et al., 2009), das quais podemos citar M. involucrata Hook. et Arn. e M.
hirsutissima DC., com atividade anti-inflamatéria (SUYENAGA et al., 2002).

Tendo em vista a utilizacdo da P. brasiliensis sem respaldo cientifico quanto a sua
real eficacia como planta medicinal antiinflamatdria, torna-se necessaria uma avaliacdo
criteriosa dessa possivel atividade bioldgica. No entanto, sabe-se que o processo inflamatério
é um complexo evento multifatorial que envolve moléculas sollveis produzidas e secretadas
por células hepaticas, leucocitos e células endoteliais, bem como a ativacdo de vias
enzimaticas associadas @ membrana celular e interacfes intercelulares que potencializam as
funces efetoras de células-chaves para o desenvolvimento ou manutencgdo da inflamacdo. Na
secdo seguinte, alguns desses elementos serdo apresentados de maneira mais detalhada para

que possamos ter uma maior clareza dos objetivos do estudo ora proposto.
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2.4 O processo inflamatdrio

O processo inflamatdrio consiste em uma resposta fisioldgica frente a um agente
infeccioso, um antigeno ou uma lesdo tecidual e envolve uma ac¢do coordenada entre o sistema
imunologico e o tecido afetado (TILLEY et al., 2001). O objetivo da inflamacéo € a protecéo
tecidual, eliminacdo do agente agressor e o reparo da area afetada, retornando em seguida ao
estado de homeostasia. Uma resposta inflamatoria aguda geralmente é benéfica, porém, a
inflamacdo crénica é prejudicial, podendo promover efeitos deletérios (SCHETTER et al.,
2010).

Os sinais clinicos caracteristicos da inflamacdo aguda, descritos por Celsius a
mais de 2.000 anos atrds compreendem: calor, dor, rubor e edema. Posteriormente, Virchow
incluiu a perda da fungdo como um quinto sinal da inflamag¢&do (MEDZHITOV, 2010).

Os sinais clinicos descritos por Celsius refletem as alteracdes hemodinamicas e
celulares que ocorrem no local afetado, que incluem o aumento da permeabilidade vascular,
vasodilatacdo arteriolar e migracdo celular. Essas alteracbes s&o reguladas pela acdo de
diferentes mediadores liberados em resposta ao estimulo inflamatério. Tais mediadores, que
orquestram o processo inflamatorio, sdo em grande parte fatores protéicos, presentes no
plasma ou produzidos e liberados por células endoteliais, leucdcitos infiltrados no sitio
inflamatorio ou por células residentes, e incluem as quimiocinas, citocinas, aminas vasoativas,
eicosandides e produtos da cascata proteolitica do sistema complemento (MEDZHITOV,
2008; MEDZHITQV, 2010) (FIG. 2). Tendo em vista a importancia dos mediadores quimicos
em coordenar a resposta inflamatdria; substancias que interfiram na sintese e,ou acéo de tais
moléculas apresentam-se como agentes com potencial farmacol6gico e candidatos a novos
farmacos.

A maioria das pesquisas sobre a atividade antiinflamatdria de plantas medicinais
investiga os eventos que levam a producdo dos mediadores lipidicos, através da modulacéo ou
inibicdo da atividade de enzimas da via do &cido aracddnico, tais como as ciclooxigenases
(COX), lipooxigenase (LOX) e fosfolipase A2 (PLA2) (AHN et al., 2005; EMAMI, et al.,
2010; HAMBURGER, 2002; LEUNG et al., 2005).
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FIGURA 2 - Resumo da participacdo de células e mediadores quimicos no processo inflamatorio (adaptado de
SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).

A inibicdo das enzimas COX e, portanto, a inibi¢do da sintese dos prostanoides, é
um mecanismo bastante conhecido e constitui o mecanismo de acdo dos farmacos anti-
inflamat6rios ndo esteroidais (AINES). Os AINES estdo entre os medicamentos mais
comumente utilizados em todo o mundo, devido aos seus efeitos anti-inflamatorios,
analgésicos e antipiréticos, embora possam levar a ocorréncia de sérios efeitos adversos
(FILARETOVA et al., 2011). Ja os anti-inflamatorios esteroidais, ou glicocorticoides, que sao
potentes anti-inflamatorios e imunossupressores, atuam através de uma acao direta e indireta
sobre a transcrigdo génica, ou por mecanismos ndo gendmicos, podendo inibir a expresséo de
citocinas, receptores de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo, COX2, 6xido nitrico
sintase induzida (iNOS) e outras proteinas envolvidas no processo inflamatério (RHEN;
CIDLOWSKI, 2005).

A producéo de citocinas constitui importante evento no processo de instauracao e
manutencdo do processo inflamatério, bem como no direcionamento de outras respostas
imunoldgicas. As citocinas estdo envolvidas em praticamente todas as etapas da inflamacéo.
Sdo elas que determinam se a resposta se desenvolve e, subsequentemente, se a resposta sera
predominantemente citotoxica, humoral, mediada por células ou alérgica. De maneira
interessante, as citocinas podem, em determinado grau, participar da resolucdo da inflamacéo
ou mesmo da sua regulacdo (BORISH; STEINKE, 2003; KUSHNER, 1998; LI et al., 2006).
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A inibicdo de uma Unica citocina, frequentemente, tera efeito limitante sobre a resposta
inflamatdria global (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). De acordo com sua ac¢do, as
citocinas podem ser classificadas como antiinflamatorias, pro-inflamatérias ou reguladoras.
As citocinas pro-inflamatorias sdo polipeptidios produzidos por diversos tipos celulares,
especialmente pelos leucocitos mononucleares, apos a ativacdo de diferentes vias metabodlicas
intracelulares, com destaque para as vias JAK/STAT, MEK/ERK, as proteinas Jun/Fos,
conhecido como AP1, e o0 NF-kB (WAGNER, 2010; PFEFFER, 2011; ZENZ et al., 2008).
Essas citocinas desempenham diferentes papéis na resposta inflamatdria, incluindo a ativacdo
de células endoteliais e leucocitarias, promovendo assim a inducgdo da resposta de fase aguda.
As principais citocinas mediadoras da resposta inflamatoria aguda sdo o fator de necrose
tumoral alpha (TNF-a), interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6) (MEDZHITOV, 2008).
Ao interagirem com seus respectivos receptores, IL-1 e TNF-a ativam vias de sinalizagéo
intracelulares, resultando na ativacdo dos fatores de transcricao intracelulares AP1 e NF-kB,
gue por sua vez, modulam a transcricdo génica de varias proteinas inflamatorias
(KAMINSKA, 2005). O TNF-a é produzido principalmente por macrofagos e favorece o
recrutamento de leucdcitos para o tecido afetado por estimular a expressdo de moléculas de
adesdo no endotélio e a secrecdo de quimiocinas por macréfagos e células endoteliais
(APOSTOLAKI et al., 2010; KIM e DEUTSCHMAN, 2000; WAJANT, 2009). Nas fases
mais tardias da inflamacdo, os linfocitos T também contribuem significativamente para a
sintese dessas citocinas. Tais linfdcitos sdo subclassificados em duas grandes populacdes,
com base na expressdo de moléculas de superficie, em linfocitos T CD4" (linfocitos
auxiliares) e linfocitos T CD8" (linfocitos citotdxicos). Apds a ativacdo antigénica, o0s
linfocitos T CD4" em repouso, também chamados linfocitos T helper (ThO0), sofrem um
processo de expansdo clonal (proliferacdo) e se diferenciam em células efetoras Thl, Th2,
Treg ou Thl7, que sintetizam diferentes padrdes de citocinas, o que lhes confere papéis
distintos na resposta imunolégica (CHEN et al., 2011; MOSMANN et al., 1986; WEAVER
et al., 2006). Os linfécitos Thl secretam citocinas pré-inflamatorias como IFN-y, TNF-a e
IL-2, enquanto as células Th2 secretam citocinas antiinflamatérias tais como IL-4 e IL-5
(MCCOY et al.,, 2010). O balango entre os padrGes de producdo de citocinas é que
estabelecera um ambiente pro ou anti-inflamatorio. O IFN- y liberado por linfocitos Thl ativa
macrofagos e células natural killer (NK) e, em mondcitos e macréfagos, o IFN-y estimula a
sintese de TNF-a. (LEVY; GARCIA-SASTRE, 2001; YAMAUCHI et al., 1997). Além disso,
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IFN-y regula a expressdo de MHC classe | e Il e a apresentacdo de antigenos (MAEYER-
GUINARD, 1992).

Tendo em vista a participacdo das citocinas no direcionamento da resposta
imunolégica e da ativacdo de leucocitos mononucleares, fundamentais para o
desenvolvimento/manutencdo da resposta inflamatéria, a identificacdo de produtos naturais,
capazes de inibir a sintese de citocinas pro-inflamatérias e/ou estimular a producdo de
citocinas anti-inflamatorias (AVELAR et al., 2011; CAPELARI-OLIVEIRA et al., 2011;
PREETHI et al., 2009) representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de

farmacos com acéo antiinflamatdria e imunossupressora.
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3 JUSTIFICATIVA

Nos Ultimos anos, as autoridades mundiais em saude tém dirigido as atencdes para
0 uso de plantas medicinais e fitoterapicos. No Brasil, em 2006, foi implantada no Sistema
Unico de Satde (SUS) a “Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares”
(PNPIC) (Portaria MS n° 971, de 03/05/2006) que contempla diretrizes, acbes e
responsabilidades do governo federal, estadual e municipal para a oferta de servicos do SUS,
incluindo a fitoterapia. Nesse mesmo ano, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
formulou a “Politica Nacional de Medicamentos Fitoterapicos” (Decreto Presidencial n°
5.813, de 22/06/2006), com diretrizes que vao além das esferas do setor de Salde, englobando
toda a cadeia produtiva de plantas medicinais e produtos fitoterapicos. Em 2010, a Portaria
MS n° 886, de 20/04/2010 instituiu a Farmacia Viva no SUS, que, no contexto da Politica
Nacional de Assisténcia Farmacéutica, visa atender a populacdo com a fitoterapia,
promovendo o resgate e a valorizacdo da cultura popular no que se refere a utilizacdo de
plantas medicinais, com a introducdo de conhecimentos cientificos.

A P. brasiliensis, uma planta encontrada na Serra do Espinhaco no Estado de
Minas Gerais (ALMEIDA et al, 2004; VIANA; LOMBARDI, 2007), tem sido utilizada na
medicina popular como anti-inflamatéria, cicatrizante e analgésica (CARNEIRO, 2009;
REIS et al., 2007; SANTQOS, 2002), porém, ndo ha relatos cientificos sobre sua eficacia e
toxicidade. Como pratica comum aos estudos de qualquer espécie vegetal utilizada para fins
medicinais, a analise de toxicidade da planta é tdo importante quanto a comprovacao da acao
biol6gica que se deseja demonstrar. A avaliacdo dos possiveis riscos bioldgicos é fundamental
para julgar como viavel ou ndo a continuidade dos estudos com a espécie. Tendo a toxicidade
como uma das nossas primeiras preocupacdes, propusemos realizar os ensaios de toxicidade
que serdo apresentados mais adiante.

Uma vez que a P. brasiliensis é utilizada como anti-inflamatorio, hipotetizamos
que os diferentes extratos desta espécie poderiam estimular a produgdo de citocinas anti-
inflamatorias e/ou inibir a producédo de citocinas pro-inflamatérias em diferentes populagées e
subpopulacdes leucocitarias. Estudos preliminares conduzidos no Laboratério de Imunologia
da UFVJM demonstraram que 0 extrato etanolico de P. brasiliensis apresentava efeito
inibitorio sobre a producdo de IFN-y em leucdcitos estimulados por Miristato de Forbol
Acetato (PMA) (COSTA et al., 2008). No entanto, a toxicidade desse extrato ndo havia sido
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avaliada. No presente trabalho, propde-se aprofundar os estudos iniciados anteriormente,
realizando uma analise mais detalhada de diferentes extratos de P. brasiliensis e a acdo dos
mesmos sobre parametros imunoldgicos importantes no desenvolvimento ou contencdo da
resposta inflamatdria, tais como o perfil de citocinas afetadas e as populacdes celulares
envolvidas. Acredita-se que o estudo de tais fendmenos imunol6gicos possa corroborar 0 uso
popular da P. brasiliensis e contribuir para o conhecimento da tdo diversificada e ainda pouco

conhecida flora medicinal brasileira.
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4 OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

Avaliar o efeito citotdxico e o potencial anti-inflamatorio de P. brasiliensis por
meio da sua acdo sobre a producdo de citocinas envolvidas no processo de manutencdo ou

contencdo do processo inflamatorio.

4.2 Obijetivos especificos

Verificar a inducdo de morte celular em leucdcitos do sangue periférico pelos
extratos de P. brasiliensis;

Analisar o efeito dos extratos de P. brasiliensis sobre a producdo de citocinas em
populacdes leucocitarias;

Determinar o efeito dos extratos de P. brasilienis sobre a proliferacdo de

leucécitos humanos.
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5 METODOLOGIA

5.1 Voluntarios a doagdo de amostra bioldgica

Participaram do presente trabalho voluntarios saudaveis, com idade compreendida
entre 18 e 39 anos, que ndo reportaram doenca infecciosa, autoimune, cronico degenerativa ou
de hipersensibilidade e que ndo estavam fazendo uso de medicamentos com acao
antiinflamatéria. Todos os individuos que participaram deste estudo, ap6s serem esclarecidas
dos objetivos da pesquisa, deram seu consentimento (Anexo A). O presente projeto foi
avaliado e aprovado pelo Comité de Etica da UFVIM sob o registro n® 002/09.

Os procedimentos experimentais descritos a seguir foram realizados no

laboratério de Imunologia da UFVJIM.

5.2 Amostra biologica

A amostra bioldgica constituiu de 10 mL de sangue venoso, coletado por pun¢édo
da veia antecubital mediana, na fossa antecubital, utilizando tubos vacuntainer contendo
heparina como anticoagulante. Os procedimentos de coleta foram conduzidos por pessoal
treinado e capacitado para tal procedimento e obedeceram as Recomendacgdes da Sociedade
Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial para coleta de sangue venoso (2010).
Apds a utilizacdo da amostra bioldgica nas analises descritas a seguir, todo o material
remanescente foi descartado ou estocado por tempo suficiente para repeticdo dos

experimentos, quando necessario.
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5.3 Avaliacao dos parametros hematoldgicos

Para obtencdo dos valores de leucdcitos totais foi utilizado o contador automatico
de células CELM CC-550® (CELM, Barueri, SP, Brasil). A contagem relativa das diferentes
populacgdes leucocitarias (contagem diferencial) foi realizada pela observacdo em microscopio
optico do esfregaco sanguineo, apés coloragdo com Geimsa e May-Grunwald, conforme
descrito em Vallada (1999).

5.4 Preparacao dos extratos de P. brasiliensis

5.4.1 Identificagédo taxonémica

Amostras de Pseudobrickellia brasiliensis, contendo flores, foram coletadas no
Campus Juscelino Kubitscheck da UFVJM, em Diamantina-MG. A identifica¢do botanica foi
realizada no Herbario DIA/UFVJM, onde as excicatas foram depositadas sob o nimero de
registro 1296.

5.4.2 Coleta de folhas e preparo de extratos brutos

Folhas de um espécime adulto de P. brasiliensis foram coletadas no periodo
matutino (horas de temperatura mais baixa e menor insolacédo) do dia 21 de abril de 2010, em
dia ndo chuvoso no Campus Juscelino Kubitscheck da UFVJM, em Diamantina-Minas
Gerais. Apo0s a coleta, as folhas dissecadas em bancada a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz solar direta. O material coletado foi seco a temperatura ambiente até atingir peso
constante. Em seguida as folhas foram rasuradas, armazenadas em recipientes de vidro &mbar
e maceradas sequencialmente em Acetato de Etila, Etanol e agua. Ao término da maceragé&o,
os extratos Acetato de Etila (ACE) e etandlico (ETA) foram filtrados e concentrados em
rotaevaporador (40-42° C, sob pressdo reduzida). J& o extrato aquoso (AQU) foi filtrado,

liofilizado e congelado.
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5.4.3 Diluicao dos extratos

Os extratos de P. brasiliensis foram fornecidos pelo Laboratério de
Fitoquimica/UFVJIM, sob responsabilidade da Dra. Cristiane Fernanda Fuzer Grael. Os
extratos ACE e ETA foram diluidos em Dimetilsulfoxido (DMSQO) e o extrato AQU em
tampéo fosfato salina (PBS 0,015 M pH 7,4) nas concetracGes de 0,5 mg/mL, 1 mg/mL e 2
mg/mL.

5.5 Anticorpos

Para identificacdo das subpopulacdes linfocitarias e marcacdo das citocinas
intracitoplasmaticas, por citometria de fluxo, foram utilizados anticorpos monoclonais

especificos e marcados com fluorocromos, conforme demonstrado na TAB. 2.

TABELA 2 - Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para analise de populacfes
linfocitarias e marcacéo de citocinas.

Anticorpos monoclonais Especificidade Marca Clone

Anti-CD4 humano Subpopulagéo de BD Bioscience RPA-T4
marcado com PE-Cy5* Linfécitos T-CD4

Anti-CD8 humano Subpopulagéo de BD Bioscience RPA-T8
marcado com PE-Cy5 Linfocitos T-CD8

Anti-CD3 biotinilado Populagéo de linfocitos T BD Bioscience HIT3a
Estreptavidina BD Pharmigen

marcada com PE?

Anti-IFN-y humano marcado Interferon- vy Biolegend 45.B3
com PE

Anti-TNF-o humano marcado Fator de necrose tumoral-a Biolegend MADb11
com PE

Anti-1L-10 humano marcado Interleucina-10 Biolegend JES3-9D7

com PE

'PE-Cy5: Ficoeritrina-Cianina
’PE: Ficoeritrina

5.6 Obtencao das Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC)

As PBMC foram obtidas a partir de 10mL de sangue periférico venoso apos

centrifugacdo em Histopaque 1077 (Sigma, St. Louis, MO, USA) conforme descrito por
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Bicalho et al. (1981). O anel de PBMC, formado ap06s a centrifugacéo, foi recolhido e lavado
2 vezes em PBS (200 g, 4°C, 10 min). O precipitado de células foi em seguida ressuspenso em
1 mL de PBS/BSA 1% ou meio de cultura RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA). Apos
contagem das células em camara hemacitométrica de Neubauer, as células foram novamente
centrifugadas e ressupensas em PBS/BSA 1% ou RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA)
suplementado com L-glutamina (Sigma, St. Louis, MO, USA) (2 mM), e coquetel
antibiotico/antimicatico (penicilina G 100UI/mL, estreptomicina 100pug/mL e anfotericina B

250 ng/mL - Sigma, St. Louis, MO, USA), na concentracéo de 1x10" células/mL.

5.7 Avaliacdo da atividade citotdxica dos extratos de P. brasiliensis sobre PBMC

humanas, in vitro

5.7.1 Efeito dos extratos de P. brasiliensis sobre a viabilidade dos leucécitos

A fim de verificar se os extratos de P. brasiliensis causariam prejuizo as células
apos 24 horas e 5 dias de cultura, foi realizado o ensaio de viabilidade celular pela exclusao
com Azul de Tripan. Esse corante permite a avaliacdo da viabilidade celular através da perda
da integridade da membrana citoplasmatica, por penetrar apenas em células que apresentem
poros na membrana celular (KIM et al., 2011).

Para a realizacdo deste teste, um volume de 50 pL de suspensdo celular (cerca de
5x10° células) (n=4) foi incubado em meio contendo RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO,
USA) acrescido de L-glutamina (2mM), soro fetal bovino (Gibco, Invitrogen Corporation,
Grand Island, NY, EUA) (10%), e coquetel antibidtico/antimicético (penicilina G 100UI/mL,
estreptomicina 100pug/mL e anfotericina B 250 ng/ml) (Sigma, St. Louis, MO, USA) o que
denominamos de RPMI completo, na auséncia (CON) ou presenga de 50 pL de um dos
extratos ACE, ETA ou AQU, nas concentragdes de 0,5 mg/mL, 1 mg/mL e 2 mg/mL, o que
correspondeu as concentragdes finais de 0,025 mg/mL, 0,05 mg/mL e 0,1 mg/mL,
respectivamente. As culturas controle do solvente receberam igual volume de DMSO. As
culturas foram realizadas em placa de 24 pogos em duplicata e cada replicata foi reservada
para analise apos 24 h ou 5 dias de cultura a 37°C e 5% CO, e 95% de umidade. Apos 0
periodo de incubacéo as células foram removidas da placa por lavagem com 2 mL de PBS
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gelado, transferidas para tubo de fundo redondo 5 mL e centrifugadas (200 g, 4° C, 10 min). A
viabilidade das suspensdes celulares foi avaliada através da citometria de fluxo (FACScan® -
Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA) ap0s incubacdo de 10 pL das suspensdes celulares
com 190 pL azul de tripan a 0,002% por 5 min, seguido de aquisi¢do de pelo menos 10000
eventos, dentro de uma regido (gate) correspondente as células de interesse.

Para avaliacdo da viabilidade celular por citometria, utilizou-se o programa
especifico de analise de dados Cell-Quest (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). A estratégia
de analise consistiu, primeiramente, na selecdo da populacdo linfocitaria pela analise de
graficos de distribuicdo pontual em funcdo do tamanho (FSC - forward side scatter) e
granulosidade (SSC - side light scatter) celulares (FIG. 3A). Em seguida, utilizaram-se
histogramas em escala logaritmica, de intensidade de fluorescéncia-3 (FL-3) em funcdo do
namero de células, a fim de determinar o percentual de células positivas para marcacao com
Azul de Tripan. Para isso, foi estabelecido um limiar de negatividade em fungéo da curva de
fluorescéncia obtida para o grupo controle (M1, FIG. 3B). O mesmo marcador foi empregado
para as demais situacOes experimentais para obter os valores percentuais de células
fluorescentes positivas (FIG. 3C). Vale ressaltar que a andlise de viabilidade celular por
citometria de fluxo, ap6s a marcacdo com Azul de Tripan, foi padronizada em nosso

laboratdrio e esta em vias de publicacao.
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FIGURA 3 - Estratégia de anélise da viabilidade celular por citometria de fluxo. A e C - sele¢do da populagdo
linfocitéria utilizando os pardmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). B — histograma
representando o percentual de células fluorescentes positivas nas culturas CON. D — histograma
representando o percentual de células positivas ap6s incubagdo com extrato ETA de P.
brasiliensis.

5.7.2 Acdo dos extratos de P. brasiliensis sobre fenbmenos apoptoticos e necroticos em

PBMC humanas, in vitro

Foram realizados testes adicionais de avaliacdo da inducdo de morte celular na
presenca dos extratos de P. brasiliensis, in vitro, por meio da utilizagdo dos marcadores
Anexina V e lodeto de Propideo (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit Il - BD
Pharmingen™, San Diego, CA, USA). Esse é um método sensivel amplamente utilizado para
detectar a perda da viabilidade celular, in vitro, permitindo determinar de maneira especifica
se as células sdo viaveis, apoptaticas ou necroticas (VERMES et al., 2000).

Em tubos de fundo redondo de 5mL, cerca de 5x10° PBMC de oito individuos
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foram incubadas em meio de cultura contendo RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA)
acrescidas ou ndo de 50 uL dos extratos ACE, ETA ou AQU na concetracdo final de 0,05
mg/mL. As culturas controle do solvente receberam igual volume de DMSO. As culturas
permaneceram por 4 h a 37°C e 5% de CO,. Apo6s duas lavagens por centrifugacdo (200 g, 4°
C, 10 min) com 2 mL PBS gelado, o precipitado celular foi ressuspenso em 100 uL de Biding
buffer (que acompanha o quite). Em seguida, as células foram incubadas com 2 pL de
Anexina V-FITC e 2 yL de lodeto de Propideo (PI) por 15 min a 25°C e ao abrigo da luz e,
posteriormente, submetidas a aquisi¢cdo dos dados por citometria de fluxo (FACScan® -
Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) até 1 h ap6s a marcagdo, procedendo-se a aquisi¢do
de 20.000 eventos, dentro de uma regido de interesse. A marcacdo simultanea com Anexina-V
e Pl permite determinar a frequéncia de células viaveis (Anexina  PI’), em apoptose recente
(Anexina® PI), em apoptose tardia (Anexina® PI") e em necrose (Anexina PI™).

A determinacdo do valor percentual de células marcadas com anexina e/ou Pl foi
realizada utilizando-se o programa Cell-Quest (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). A
FIG. 4 mostra de forma esquematica, a sequéncia de procedimentos adotados para a analise
dos dados obtidos pela citometria de fluxo. Inicialmente, foi identificada a populagdo de
linfocitos em gréficos de distribuicdo pontual definida pelos parametros de tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) (FIG. 4A E 4C). Em seguida, foi feita a analise de intensidade de
fluorescéncia apresentada pelas células presentes nesta regido em graficos de distribuicdo
pontual de fluorescéncia 1 (FL-1) versus fluorescéncia 3 (FL-3) (FIG. 4B e 4D).

5.8 Avaliacdo do efeito do extrato aquoso de P. brasiliensis sobre producéo de citocinas
por PBMC, in vitro

A analise do perfil de producédo de citocinas em populac@es leucocitarias consistiu
em duas estratégias distintas: na primeira, denominada ensaio de ativacdo, investigou-se a
capacidade do extrato AQU em estimular a producdo de citocinas pelos leucocitos; e na
segunda, denominada ensaio de inibicdo, avaliou-se a capacidade do extrato em inibir a

sintese de citocinas pelos leucécitos periféricos.
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FIGURA 4 - Sequéncia de procedimentos utilizados para as analises dos percentuais de células viadveis
(AnexinaPl), necroticas (AnexinaPl") ou apoptdticas (Anexina*Pl™), por citometria de
fluxo. A e C - gréficos de distribuicdo puntual FSC x SSC utilizados para a sele¢do da
populacdo linfocitaria. B e D - Gréfico de distribuicdo puntual FL-1 x FL-3 utilizados para
avaliar o percentual de células marcadas com Anexina-V e/ou lodeto de Propideo. A e B
representam culturas CON, C e D representam culturas ACE.

Para avaliar o potencial do extrato AQU em induzir a producdo de citocinas anti
ou pré-inflamatérias, 50 pl suspensdo celular (cerca de 5x10° PBMC) foram incubadas em
meio de cultura RPMI-1640 na auséncia (CON) ou presenca de 50 ul do extrato AQU nas
concentragdes finais de 0,025 mg/mL, 0,05 mg/mL e 0,1 mg/mL. Para os ensaios de inibi¢cdo
da producdo de citocinas pré-inflamatérias, as culturas celulares (cerca de 5x10° PBMC)
foram estimuladas com 25 pL de Miristato Acetato de Forbol — PMA (Sigma, St. Louis, MO,
USA) (25ng/ml), uma substéncia capaz de induzir a produgdo de citocinas do tipo 1 em
leucdcitos humanos, e 1 yL de lonomicina (Sigma, St. Louis, MO, USA) (1ng/mL), um

ionoforo de célcio que potencializa a ativacdo celular, e mantidas ou ndo sob efeito do extrato
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AQU nas concentragdes supracitadas. Todas as culturas tiveram o volume final ajustado para
1000 pL com RPMI.

As culturas foram realizadas em placas de 24 pocos, e permaneceram por 4 h (n =
8) ou 16 h (n = 6) em estufa a 37°C contendo 5% de CO,. Nas quatro Ultimas horas
adicionou-se 12,5 uL de Brefeldina A (Sigma, St. Louis, MO, USA) (1Img/mL) a todas as
culturas para interromper o processo de transporte de proteinas, mantendo-as no citosol
celular. Na sequéncia, as células foram fixadas com paraformaldeido 2 %, permeabilizadas e
incubadas com anticorpos anti-citocinas conjugados com fluorocromos, conforme descrito em
Brito-Melo et al., 2006. Foram utilizados anticorpos marcados com ficoeritrina (PE),
especificos para citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10 (TAB. 1). As suspens@es celulares foram
avaliadas quanto a producdo de citocinas, utilizando-se um citdmetro de fluxo FACScan®
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), procedendo-se a aquisicdo de pelo menos 30.000
eventos dentro das células PBMC.

Para analise dos dados, utilizou-se o programa Cell-Quest (Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA). As populacgdes leucocitarias de interesse foram selecionadas mediante a
analise de gréficos de distribuicdo pontual em funcdo do tamanho e granulosidade (FSC x
SSC), conforme as FIG. 5A e 5C. Em seguida, foi realizada a analise das citocinas
intracitoplasmaticas em gréaficos de distribuicdo pontual de fluorescéncia 2 (FL-2) versus
fluorescéncia 1 (FL-1), em todas as culturas celulares avaliadas. Os dados primarios, obtidos
em cada quadrante dos graficos de dispersdao FL-2 x FL-1, corresponderam aos valores
percentuais de células fluorescentes para determinado parametro, tendo como referéncia a

populacéo selecionada nos gréficos de dispersdo SSC x FSC (FIG. 5B e 5C).
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FIGURA 5 - Estratégia de analise do percentual de células positivas para citocinas por citometria de fluxo.
Gréfico de distribuicdo pontual FSC x SSC foram utilizados para a sele¢do das populagfes
desejadas nas culturas CON (A) PMA (C) e AQU + PMA (E). Em seguida, foram utilizados
gréficos de distribuicdo pontual FL-2 x FL-1 para avaliar o percentual de linfocitos citocinas™ das
culturas CON (B) PMA (D) e AQU + PMA (F).

A anélise do perfil de citocinas por meio da intensidade média de fluorescéncia
(IMF), permite correlacionar a intensidade média do sinal fluorescente emitido pelos
anticorpos monoclonais fluorescentes especificos e direcionados para a citocina de interesse,
bem como a quantidade dessa citocina produzida e armazenada no interior das células em
analise, apds a submissdo das células a condicdo experimental estabelecida. Para a analise da
IMF (FIG. 6), ap6s selecionar a populacdo de interesse, através dos parametros FSC x SSC
(FIG. 6A, 6C e 6E), foram construidos histogramas de FL2 (PE) em funcdo do nimero de
eventos (FIG. 6B, 6D e 6F). A posicdo do marcador M1 foi determinada nas culturas ndo
estimuladas (FIG. 6B), que serviu de referéncia para avaliar a intensidade de fluorescéncia das
celulas marcadas com PE para as demais condicfes experimentais (FIG. 6D e 6F).
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FIGURA 6 - Sequéncia de procedimentos utilizados para as analises da intensidade média de fluorescéncia por
citometria de fluxo. Gréfico de distribui¢do pontual FSC x SSC foram utilizados para a sele¢éo
das populac@es desejadas nas culturas CON (A) PMA (C) e AQU+ PMA (E). Em seguida, foram
utilizados histogramas de FL-2 x nimero de eventos para avaliar a expressdo de citocinas em
linfocitos nas culturas CON (B) PMA (D) e AQU+ PMA (F).

5.9 Anélise do efeito do extrato aquoso de P. brasiliensis sobre a proliferacdo de

linfécitos humanos

Como andlise complementar, avaliou-se a resposta proliferativa de linfocitos na
presenca do extrato AQU, uma vez que a proliferacdo de linfécitos € um evento inicial que
reflete o grau de ativacdo das populacdes linfécitarias, sendo um importante evento junto a
complexa rede de estimulos inflamatdrios imune-mediados (BOYMAN et al., 2007).

Para essa analise, foi utilizada a técnica de incorporacdo e decaimento da
fluorescéncia de CFSE (5-[and-6]-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester), conforme
descrito por Lyons et al. (2000). Para isso, 5 x 10° células ressuspensas em PBS/BSA 0,1 %
foram incubadas a 37°C por 10 min em 1000 puL de CFSE (Sigma, St. Louis, MO, USA) (10
uM) diluido em PBS/BSA 0,1 %. A reacgdo foi interrompida adicionando-se 10 mL de RPMI
completo gelado, seguido de incubacdo em gelo por 5 min. Ap6s duas lavagens com RPMI
completo (200 g, 4° C, 10 min), as células foram ressuspensas em 500 pL. de RPMI-1640.



38

Culturas celulares tratadas e suplementadas com o extrato AQU, sem a adicdo de
mitogenos, foram realizadas para verificar o efeito mitogénico do extrato. Ja para a analise do
efeito inibitorio do extrato AQU sobre a resposta proliferativa de linfocitos, foram realizadas
culturas estimuladas com o mitégeno Fitohemaglutinina (PHA), na presenca do extrato AQU.
Cerca de 5x10° células incubadas em RPMI completo foram estimuladas ou ndo, com 10pL
de PHA (Sigma, St. Louis, MO, USA) (1 pg/mL), na auséncia ou na presenca do extrato
AQU, nas concentracgdes finais de 0,025 mg/mL (AQU 0,025), 0,05 mg/mL (AQU 0,05) e
0,1 mg/mL (AQU 0,1). Todas as culturas tiveram o volume final ajustado para 2000 pL com
RPMI completo. As culturas foram realizadas em placas de 24 pocos e permaneceram por 5
dias em estufa Umida, a 37°C contendo 5% de CO,. Apo6s o periodo de incubacdo, as células
foram lavadas por 2 vezes com PBS gelado (200 g, 4°C, 10 min).

Para identificacdo das subpopulagdes linfocitarias, 20 uL de suspencdo celular
foram incubados em placas de 96 pocos de fundo redondo, com 2 L de anticorpos anti-CD3-
biotinilado, anti-CD4-PeCy5 e anti-CD8-PeCy5 (tabela 1), por 15 min, a 4° C e ao abrigo da
luz. Apds lavagem com PBS-W (PBS 0,015 M pH 7,4 contendo BSA 0,5% e azida sodica
0,1%), as suspensdes foram incubadas com 20 pL de Estreptavidina-PE (1:75 em PBS-W),
por 15 min, a 4° C e ao abrigo da luz. As células foram lavadas com PBS (200 g, 4°C, 10 min)
e 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).

Apos aquisicdo de 50.000 eventos, dentro de uma regido (gate) correspondente as
celulas 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, CD3-estreptavidina- PE, no canal FL2 e CD4- PeCy5 ou CD8-PeCy5 no canal FL3 (FIG. 3). Em
graficos de distribuicdo pontual, através dos parametros FSC x SSC, a populagdo de linfécitos foi
definida pela regido R1, para culturas ndo estimuladas (FIG. 3A) e estimuladas com PHA (FIG. 3B).
Os eventos em R1 foram analisados para fluorescéncia em graficos pontuais de FL3 x FL2 (CD3 x
CD4 ou CD3 x CD8) (FIG. 3C), dos quais regides R2 foram definidas que incluiam as células T CD4"
ou T CD8". Em seguida, os eventos em R1 e R2 foram analisados para intensidade de fluorescéncia do
CFSE, usando histogramas de FL1 em funcdo do ndmero de eventos (FIG. 3E e 3F). A regido M1 foi
definida como células marcadas com CFSE derivadas de culturas ndo estimuladas, que representa o
pico de células quiescentes (FIG.3D). Os picos de M2 a M6 foram definidos de acordo com picos de
diferentes intensidades de CFSE em culturas estimuladas com PHA (FIG. 3E e 3F).
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A proliferacéo foi determinada pelo indice de proliferacdo (IP), calculado como a

sequir:

Ip= 100 - Y 1
Y

V@)= X0+ XL+ X2+ X3+ X4+ X5+ X6

onde, 2 4 8 16 32 64

)

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 M7 (ANGULO e
FULCHER, 1998).
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FIGURA 7 - Sequéncia de procedimentos utilizados para as analises de proliferacdo celular pela diluicdo do
CFSE. Gréfico de distribuicdo pontual FSC x SSC sdo utilizados para a sele¢do das populagoes
desejadas nas culturas CON (A) e PHA (B). Em seguida, sdo utilizados gréficos de distribuicao
puntual FL-3 x FL-2 para selecionar a regido R1 correspondente as subpoplulagBes de células
CD3*CD4" ou CD3"CD8". Histogramas de FL-1 x nimero de eventos, foram utilizados pra definir
as regibes M1 a M6, com as quais foi obtido o indice de proliferacdo (IP) para a populacdo de
linfocitos (E), e para as subpopula¢ées TCD4 e TCDS8 (F).
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6 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente foi realizada uma analise descritiva dos dados. Apds a analise da
normalidade (Shapiro-Wilk), as diferencas entre os dados para as variaveis com distribuicéo
simétrica foram testadas, utilizando ANOVA com post hoc de Tukey. Para as varidveis com
distribuicdo assimétrica, foi utilizado o teste Kruskall-Wallis com post hoc de Dunns.
Diferencas estatisticamente significantes foram consideradas quando P < 0,05. O software
utilizado foi 0 GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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7 RESULTADOS

7.1 Caracterizacdo da amostra

A TAB. 3 contém a caracterizacdo da amostra, incluindo o resultado dos parametros
obtidos nos leucogramas realizados nos voluntarios que participaram do presente estudo. De
acordo com os dados obtidos, os voluntarios apresentaram o0s parametros de leucogramas

dentro dos limites da normalidade para individuos adultos.

TABELA 3 - Caracterizagdo da amostra

Parametros (valores de referéncia*) Média = DP
Ndmero de voluntarios 31
Homens 10
Mulheres 21
Idade 25 = 5 anos
Leucécitos totais (3,5 - 11 x 10/mm°) 6,6 + 1,7 x 103mm?
Neutrofilos (40-70%) 56 £ 8 %
Linfocitos (20- 50%) 37+£7%
Mondcitos (2-10%) 3+1%
Eosinofilos (0-8%) 2+2%
Basdfilos (0-3%) 0+£0%

*Valores de referéncia de acordo com Xavier et al. (2010).

7.2 Efeito dos extratos de P. brasiliensis sobre a viabilidade de PBMC humanas, in vitro

Com o intuito de investigar uma possivel acdo citotoxica dos extratos de P.
brasiliensis, que pudesse comprometer a realizacdo de culturas celulares, realizou-se,
inicialmente, uma triagem do efeito citotoxico dos extratos ACE, ETA e AQU sobre as
PBMC. Para essa analise utilizou-se o método de exclusdo com Azul de Tripan.

A FIG. 8 representa a analise percentual de PBMC viaveis, ap6s incubagdo com
0s extratos citados anteriormente, nas concentragdes finais de 0,025 mg/mL, 0,05 mg/mL e
0,1 mg/mL, apds 24 horas (FIG. 8A) e 5 dias de cultura (FIG. 8B). Os dados demonstram que

0 extrato AQU néo reduziu a viabilidade celular, quando comparado as culturas CON, nas
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diferentes concentracdes avaliadas, tanto apds 24 horas (CON: 97,88 + 1,18 %; AQU 0,025:
96,45 * 2,39 %; AQU 0,05: 96,63 £ 0,58 %; AQU 0,1: 96,03 + 2,45 %), quanto apos 5 dias de
cultura (CON: 95,65 + 3,61 %; AQU 0,025: 97,15 + 0,80 %; AQU 0,05: 91,08 + 4,69 %;
AQU 0,1: 93,8 + 3,31 %). J& os extratos ACE e ETA apresentaram uma significativa reducao
do percentual de células viaveis em relagdo as culturas CON, em todas as concentraces
avaliadas, para os tempos de 24 horas (ACE 0,025: 0,57 + 0,21%; ACE 0,05: 0,42 + 0,33%;
ACE 0,1: 1,10 + 2,00 %; ETA: 0,025: 0,20 + 0,0 %; ETA 0,05: 0,0 £ 0,0 %; ETA 0,1: 0,0 +
0,0 %) e 5 dias de cultura (ACE 0,025: 1,20 + 0,61 %; ACE 0,05: 0,50 £ 0,08 %; ACE 0,1:
8,40 + 2,58 %; ETA: 0,025: 0,10 + 0,20 %; ETA 0,05: 0,47 £ 0,82 %; ETA 0,1: 0,23 + 0,26
%). N&do houve diferenca entre o percentual de células viaveis das culturas CON e controle do
solvente (DMSO), nos diferentes tempos analisados (24 horas: 97,02 + 1,30 %; 5 dias: 89,6 +
2,67 %).

Para confirmar os resultados obtidos pela técnica de exclusdo com Azul de Tripan
e também, para detectar eventos precoces envolvidos no processo de morte celular,
indetectaveis por essa técnica, investigou-se a ocorréncia dos fenbmenos de apoptose e
necrose em células sob efeito dos extratos de P. brasiliensis, utilizando os marcadores
Anexina V e lodeto de Propideo. A FIG. 9 representa os dados do ensaio de indugdo de morte
celular. N&o houve diferenca significativa entre o percentual de células viaveis nas culturas
tratadas com os extratos AQU (79,41 + 11,93 %) e CON (82,22 + 9,03 %) (FIG. 9A). Por
outro lado, as culturas tratadas com os extratos ACE e ETA apresentaram um reduzido
percentual de células viaveis (ACE: 0,24 + 0,23 %, ETA: 0,02 + 0,04 %). J& o percentual de
linfocitos necréticos (FIG. 9B) foi significativamente maior nas culturas tratadas com o
extrato ACE (56,42 + 38,28 %) e ETA (69,91 + 22,80 %), quando comparados as culturas
CON (1,37 £ 0,64 %), AQU (2,13 + 1,11 %) e DMSO (1,48 + 0,85 %). Vale ressaltar que ndo
houve diferenca entre o percentual de linfocitos necroticos nas culturas DMSO e CON, bem

como entre as culturas AQU e CON.
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FIGURA 8 - Percentual de PBMC viaveis nas culturas CON, DMSO e nas culturas ACE, ETA e AQU nas
concentragdes de 0,025, 0,05 e 0,1 mg/mL, nos tempos de 24 horas (A) e 5 dias (B). Os resultados
foram expressos como o valor médio da viabilidade nos diferentes grupos. Diferencas
significativas (p<0,05,ANOVA com post hoc de Tukey) sdo identificadas pelas letras “a”e “b”,
para as comparacGes em relacdo as culturas CON e DMSO, respectivamente.

O percentual de células em apoptose tardia (FIG. 9C), induzida pelos extratos
ACE (43,30 + 38,15 %) e ETA (30,12 + 22,76 %), foi maior quando comparado as culturas
tratadas com o extrato AQU (2,99 + 2,90 %), CON (1,08 + 0,95 %) e DMSO (1,98 + 1,31 %).

Devido a citotoxicidade apresentada pelos extratos ACE e ETA, optou-se por

utilizar apenas o extrato AQU nos ensaios posteriores.
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FIGURA 9 - Percentual de linfocitos viaveis (A), em necrose (B), em apoptose tardia (C) e em apoptose recente
(D) das culturas CON I, DMSO I, ACE I, ETA 1 e AQU KA. Os resultados foram
expressos como média * desvio padrdo. Diferencgas significativas (p<0,05,ANOVA com post hoc
de Tukey) foram identificadas pelas letras “a”, “b” e “e” para as compara¢Oes em relacdo as
culturas CON, DMSO e AQU 0,1, respectivamente.

7.3 Efeito do extrato aquoso de P. brasiliensis sobre a expressdo de citocinas em PBMC,

in vitro

Para avaliar o potencial anti-inflamatério do extrato AQU, analisou-se o perfil de
citocinas em PBMC sob efeito desse extrato, in vitro. Nos ensaios de ativacao, investigou-se a
capacidade do extrato AQU em estimular a expressdo de citocinas pré-inflamatorias (IFN-y e
TNF-a) e moduladora (IL-10) em PBMC. Nos ensaios de inibigcdo, avaliou-se o efeito
inibitério desse extrato sobre a expressdo dessas mesmas citocinas em PBMC estimuladas

com PMA e lonomicina, conforme descrito anteriormente.
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7.3.1 Avaliacao do efeito indutor do extrato aquoso de P. brasiliensis sobre a expressao

de citocinas em linfocitos do sangue periférico

O efeito indutor do extrato AQU sobre a producdo de citocinas pré-inflamatorias
(IFN-y e TNF-a) ¢ moduladora (IL-10) em linfocitos humanos, in vitro, apos 4h e 16h de
cultura, respectivamente, esta demonstrado na TAB. 4. Os resultados estdo expressos em
percentual de linfocitos positivos para as citocinas IFN-y, TNF-o e IL-10. De acordo com 0s
resultados, ndo se observou aumento no percentual de linfécitos positivos para as citocinas em

estudo, em quaisquer dos grupos analisados, nos diferentes tempos.

TABELA 4 - Percentual de linfdcitos positivos para as citocinas IFN-y, TNF-a.e IL-10, apds 4 e 16 horas de
cultura.

% de linfécitos citocinas®

Culturas 4 horas 16 horas
IFN-y TNF-a IL-10 IFN-y TNF-a IL-10
CON 0,11+0,04 045+0,21 0,16+0,10 0,38+0,22 0,58+0,27 0,26 +0,20

AQU 0,025 0,07+0,09 0,43+0,13 0,17+0,15 025+0,17 0,53+0,36 0,39+0,27
AQUO005 0,06+003 044+024 012+009 030+031 048+027 0,23+0,19
AQU 0,1 0,13+0,09 0,68+0,08 0,37+060 0,30+0,12 057+0,39 047+0,15

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Diferencas significativas foram
consideradas quando p < 0,05 (ANOVA com post hoc de Tukey, para dados com distribuicdo
simétrica; Kruskal-Wallis com post hoc de Dunns, para variaveis com distribuicéo assimétrica).

7.3.2 Efeito do extrato aquoso de P.brasiliensis sobre a expressdo de citocinas em

linfécitos estimulados com PMA.

A analise dos dados revelou que, nas culturas de células estimuladas com PMA e
tratadas, simultaneamente, com o extrato AQU, durante 4 horas (FIG. 10), o percentual de
linfocitos positivos para a citocina IFN-y (FIG. 10 A) foi 23 vezes menor nas culturas tratadas
com o extrato AQU a 0,1 mg/mL (1,77 + 1,20 %), quando comparado as culturas tratadas
somente com PMA (41,72 + 11,50 %). N&o houve alteracdo no percentual de linfocitos

positivos para as citocinas TNF-a (FIG. 10 B) e IL-10 (Fig 10 C) entre as diferentes culturas.
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FIGURA 10 - Andlise do percentual de linfocitos-IFN-y* (A), linfocitos-TNF-o* (B) e linfocitos-1L-10" (C) das
culturas PMA I, AQU 0,025 + PMA A, AQU 0,05 + PMA I e AQU 0,1 + PMA I, ap6s
4h. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Diferencas significativas
(p<0,05,ANOVA com post hoc de Tukey) foram identificadas pelas letras “a”, “b”e “c” para as
comparaces em relacdo as culturas PMA, AQU 0,025 + PMA e AQU 0,05 + PMA,
respectivamente.

A analise por intensidade de fluorescéncia permite avaliar a densidade da proteina
ou receptor de uma determinada molécula presente na superficie ou no interior de uma célula.
Em nosso estudo de IMF para as citocinas analisadas, observou-se que a expressao de IFN-y
(FIG. 11 A) foi 4,8 vezes menor nas culturas AQU 0,1 + PMA, quando comparado as culturas
PMA (IFN-y: PMA 63,43 + 21,48, AQU 0,025 + PMA 62,90 + 26,20, AQU 0,05 + PMA
57,59 + 22,08 e AQU 0,1 + PMA 13,07 + 1,73). De forma semelhante, a expresséo de TNF-a
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(FIG. 11 B) também foi inibida, uma vez que a IMF para essa citocina apresentou-se 3,8
vezes menor no grupo AQU 0,1, em relacdo ao grupo PMA (PMA 152,34 + 49,04, AQU
0,025 + PMA 133,42 + 62,27, AQU 0,05 + PMA 169,15 + 56,77 e AQU 0,1 + PMA 39,18 +

14,77). Nao houve diferenca na expressédo de IL-10, medida pela IMF, entre as diferentes

culturas.
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FIGURA 11 — Andlise da intensidade média de fluorescéncia (IMF) de linfocitos-IFN-y* (A), linfocitos-TNF-o*
(B) e linfécitos-1L-10" (C) das culturas PMA I, AQU 0,025 + PMA IEd, AQU 0,05 + PMA Il
e AQU 0,1 + PMA I, apds 4h. Os resultados foram expressos como média + desvio padréo.
Diferengas significativas (p< 0,05,ANOVA com post hoc de Tukey) foram identificadas pelas
letras “a”, “b” e “c” para as compara¢des em relacdo as culturas PMA, AQU 0,025 + PMA e
AQU 0,05 + PMA, respectivamente.

Na FIG. 12 esté representada a andlise do percentual de células positivas para
IFN-y (FIG. 12A), TNF-a (FIG. 12B) e IL-10 (FIG. 12C) em linfdcitos estimulados com
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PMA, na presenca de diferentes concentra¢fes do extrato AQU, ap6s 16 horas de cultura. A
analise dos dados revela que ndo houve diferenca estatisticamente significante no percentual

de linfocitos-IFN-y", linfocitos-TNF-o” e linfocitos-1L-10" entre as culturas avaliadas.
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FIGURA 12 - Analise do percentual de linfocitos-IFN-y* (A), linfocitos-TNF-o” (B) e linfocitos-1L-10" (C) das
culturas PMA I, AQU 0,025 + PMA I, AQU 0,05 + PMA Il e AQU 0,1 + PMA I, ap6s
16h. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Diferencas significativas
foram consideradas quando p<0,05 (Kruskal-Wallis com post hoc de Dunns).

Na FIG. 13, esta representada a analise da IMF para as citocinas em estudo, em
linfocitos estimulados com PMA, na presenca de diferentes concentracdes do extrato AQU,
apos 16h de cultura. Nao houve diferenga estatisticamente significante na IMF em linfocitos
para as citocinas IFN-y (FIG. 13A), TNF-a (FIG. 13B) e IL-10 (FIG. 13C), entre 0s grupos

avaliados.
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FIGURA 13 — Andlise da intensidade média de fluorescéncia (IMF) de linfocitos-1IFN-y* (A), linfocitos-TNF-a*
(B) e linfécitos-1L-10" (C) das cultuas PMA M, AQU 0,025 + PMA IEl, AQU 0,05 + PMA Il
e AQU 0,1 + PMA I, ap6s 16 h. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.
Diferencas significativas foram consideradas quando p<0,05 (Kruskal-Wallis com post hoc de
Dunns).

7.3.3 Analise da inducéo de citocinas em monocitos do sangue periférico estimulados

com extrato aquoso de P.brasiliensis

O efeito indutor do extrato AQU sobre a expressdo das citocinas TNF-a e IL-10
em mondacitos, apos 4 h e 16 h de cultura esta apresentado na TAB. 5. Os resultados foram

expressos como a média do percentual de células positivas para a citocina avaliada. Nenhuma
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diferenca foi observada para o percentual de mondcitos positivos para as citocinas em estudo,

nos diferentes grupos analisados.

TABELA 5 - Percentual de mondcitos positivos para as citocinas TNF-a e IL-10, ap6s 4 e 16 horas de cultura.

Percentual de linfécitos citocinas*
Culturas 4 horas 16 horas
TNF-o IL-10 TNF-a IL-10
CON 45,06 + 14,19 2,50+1,39 2,26 +2,11 2,00+£1,63

AQU 0,025 44,03 13,65 1,21+ 1,10 4,26 + 2,57 3,80 £ 3,33
AQU 0,05 47,21 +19,64 1,36 +0,75 3,93+2,25 4,12 +2,72
AQU 0,1 43,03 = 13,52 1,65 + 064 3,44+ 212 1,84+1,92

Os resultados foram expressos como média * desvio padrdo. Diferencas
significativas foram consideradas quando p < 0,05 (ANOVA com post hoc de
Tukey, para dados com distribuicdo simétrica; Kruskal-Wallis com post hoc de
Dunns, par varidveis com distribuicdo assimétrica).

7.3.4 Efeito do extrato aquoso de P. brasiliensis sobre a expressdo de citocinas em

mondcitos estimulados com PMA

A anélise do perfil de citocinas em mondcitos apés estimulacdo com PMA, na
presenca do extrato AQU, ap0s 4 horas de cultura, esta representada na FIG. 14. Os resultados
revelam que ndo houve diferenca na expressao de mondcitos positivos para as citocinas TNF-
a (FIG. 14A) e IL-10 (FIG. 14B), entre as diferentes culturas.
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FIGURA 14 - Andlise do percentual de mondcitos-TNF-a” (A) e mondcitos- IL-10" (B) das culturas PMA I,

AQU 0,025 + PMA IE1, AQU 0,05 + PMA Il e AQU 0,1 + PMA I, ap6s 4h. Os resultados
como média = desvio padrdo Diferencas significativas foram consideradas
quando p<0,05 (ANOVA com post hoc de Tukey).

foram expressos

A FIG. 15 representa a analise da IMF em mondcitos estimulados, para as

citocinas em estudo, apds 4 h de cultura. De acordo com os resultados, a expressdo de TNF-a.
(FIG. 15A) foi 2 vezes menor nas culturas AQU 0,1 + PMA (40,41 £ 7,45) quando
comparado as culturas PMA (85,44 + 34,47) e AQU 0,5 + PMA (91,67 £ 35,19). Nenhuma
diferenga foi observada na IMF para a citocina IL-10 (FIG. 15B), entre as diferentes culturas.
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FIGURA 15 — Analise da intensidade média de fluorescéncia (IMF) de mondcitos-TNF-a" (A) e mondcitos-1L-
10" (B) das culturas PMA I, AQU 0,025 + PMA IEd, AQU 0,05 + PMA Il e AQU 0,1 + PMA
B, apdés 4h. Os resultados foram expressos como média + desvio padréo. Diferengas
significativas (p<0,05, ANOVA com post hoc de Tukey) foram identificadas pelas letras “a” e “c
para as comparagdes em relagdo as culturas PMA e AQU 0,05 + PMA, respectivamente.

Na FIG. 16 esta ilustrada a analise do percentual de mondcitos-TNF-a* (FIG.
16A) e mondcitos-1L-10" (FIG. 16B), ap6s 16 h de cultura. Ndo houve diferenca no

percentual de linfécitos positivos para as citocinas avaliadas nas diferentes culturas.



53

A TNF-a
30
25
20
15
s 101
[
S )
o
LA
@)
wn IL-10
g 10
(&]
\8 g -
o
=
>

gJ&i

MA AQU 0,025 AQUO0,05 AQUO0,1
+PMA +PMA +PMA

FIGURA 16 - Andlise do percentual de mondcitos-TNF-a" (A) e monécitos-1L-10" (B) das culturas PMA I,
AQU 0,025 + PMA I, AQU 0,05 + PMA Il e AQU 0,1 + PMA I, ap6s 16h. Os resultados
foram expressos como média + desvio padrdo. Diferengas significativas foram consideradas
quando p<0,05(Kruskall-Wallis com post hoc de Dunns).

A andlise da IMF para as citocinas em estudo em mondcitos estimulados, ap6s
16 horas de cultura, esta representada na FIG. 17. Nenhuma diferenca foi observada para a
expressao de TNF-o (FIG. 17A) e IL-10 (FIG.17B), entre as diferentes culturas.
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FIGURA 17 — Andlise da intensidade média de fluorescéncia (IMF) mondcitos-TNF-a” (A) e mondcitos-1L-10"
(B) das culturas PMA I, AQU 0,025 + PMA IEA, AQU 0,05 + PMAIM e AQU 0,1 + PMA N
, ap6s 16h. Os resultados foram expressos como meédia + desvio padrdo. Diferencas
significativas foram consideradas quando p<0,05 (Kruskal-Wallis com post hoc de Dunns).

7.4 Avaliacdo da proliferacdo celular em linfécitos e nas subpopulac@es linfocitarias

TCD4" e TCD8" tratados com extrato aquoso de P. brasiliensis

Como andlise complementar, e para fortalecer os dados observados nas
analises de citocinas, avaliou-se a resposta proliferativa de linfocitos tratados com extrato
AQU. Inicialmente, foi investigado se o extrato AQU nas concentragdes de 0,025 mg/mL, 0,5
mg/mL e 0,1 mg/mL apresentava atividade mitogénica. Em seguida, avaliou-se a atividade
inibitdria do extrato AQU sobre a proliferacdo de linfocitos e das subpopulacées de linfocitos
T CD4 e T CD8, estimulados com o mitdgeno PHA.
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7.4.1 Efeito indutor do extrato aquoso de P. brasiliensis sobre a proliferacao de linfécitos

O Indice de Proliferacdo (IP) dos linfocitos tratados com extrato AQU nas
concentragfes de 0,025 mg/mL, 0,05 mg/mL e 0,1 mg/mL estd apresentado na TAB.6. De
acordo com os resultados, ndo houve inducédo da proliferacao celular nas culturas tratadas com
0 extrato AQU nas diferentes concentracdes, uma vez que o IP para essas culturas foi

significativamente menor (p< 0,05), do que aquele da cultura PHA.

TABELA 6 - Anélise da atividade mitogénica do extrato aquoso de P. brasiliensis sobre linfocitos

Culturas | indice de Proliferacio
CON 0,07 £0,05*
PHA 3,67+0,91

AQU 0,025 0,04 £0,04°

AQU 0,05 0,03+0,01°
AQU 0,1 0,03 +0,02°

Os resultados foram expressos como média = desvio padréo.
Diferengas significativas (p < 0,05 (ANOVA com post hoc de
Tukey, para dados com distribuicdo simétrica; Kruskal-Wallis com
post hoc de Dunns, para varidveis com distribuicdo assimétrica),
em relagdo a cultura PHA foram identificadas pela letra “a”.

7.4.2 Efeito do extrato aquoso de P. brasiliensis sobre a proliferacdo de linfocitos

estimulados.

A FIG. 18 demonstra a analise da inibicdo da proliferacdo celular pelo extrato
AQU sobre linfécitos do sangue periférico (FIG. 18A) e sobre as subpopulagdes de linfocitos
T CD4 (FIG. 18B) e T CD8 (FIG. 18C). Os dados demonstram que o extrato AQU reduz a
proliferacdo de linfécitos e das subpopulagbes de linfécitos TCD4 e T CD8 em todas as
concentragdes avaliadas (Linfécitos: PHA 3,67 + 0,32, AQU 0,025 2,22 + 0,34, AQU 0,05
2,18 + 0,26, AQU 0,1 2,16 + 0,23; Linfécitos T CD4: PHA 3,48 + 0,29, AQU 0,025 2,22 +
0,37, AQU 0,05 2,29 + 0,26, AQU 0,1 2,33 + 0,24, e Linfécitos T CD8: PHA 4,61 + 0,50,
AQU 0,025 2,94 + 0,44, AQU 0,05 2,72 +£ 0,33, AQU 0,1 2,61 £ 0,25).
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indice de proliferacdo celular de linfocitos (A) e das subpopulacdes linfocitarias CD4* (B) e
CD8" (C), das culturas PHA I, AQU 0,025 + PHA IEd, AQU 0,05 + PHA Il e AQU 0,1 +
PHA Hl. Dados expressos média + desvio padrdo. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrio. Diferencas significativas (p<0,05, ANOVA com post hoc de Tukey) foram
identificadas pela letra “a” para as comparagdes em relagdo as culturas CON.
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8 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Muitas plantas tém sido utilizadas na medicina popular, ndo s6 pela sua eficacia,
mas também, devido ao facil acesso e baixo custo (LOPEZ, 2006). Apesar de utilizada como
forma medicamentosa na medicina popular, as ac¢fes bioldgicas e a toxicidade da P.
brasiliensis ainda ndo foram devidamente elucidadas. Diante disso, no presente estudo,
investigou-se, inicialmente, a toxicidade de diferentes extratos da P. brasiliensis sobre PBMC
humanas, pois a perda da viabilidade de células mantidas em contato com extratos vegetais
poderia comprometer a andlise dos parametros avaliados nos ensaios farmacoldgicos. Em
seguida, investigou-se o potencial anti-inflamatério do extrato de P. brasiliensis sobre a
producdo de citocinas em linfocitos e mondcitos humanos. Como analise complementar,
investigou-se o efeito do extrato da planta sobre a proliferacdo de linfocitos estimulados pelo
mitdgeno fitohemaglutinina (PHA).

Extratos vegetais e solventes sdo considerados fatores externos que podem atuar
diretamente na morte celular ou na ativacdo de mecanismos ligados a morte celular
programada (GRIVICICH et al, 2007; PAROLIN; REASON, 2001). Diante disso, a primeira
preocupacdo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade dos extratos de P. brasilienis. Por meio
do teste de viabilidade celular por exclusdo com o corante Azul de tripan, observou-se que o0
extrato AQU, nas concentracfes finais de 0,025 mg/mL, 0,05 mg/mL e 0,1 mg/mL, néo
demonstrou citotoxidade as PBMC, mesmo ap06s 5 dias de cultura (FIG. 8). Portanto, o extrato
AQU, em todas as concentracdes avaliadas, poderia ser utilizado nos ensaios para anélise do
perfil de citocinas e proliferacéo celular, pois o0 tempos de incubacgéo das culturas celulares em
tais protocolos séo inferiores ou igual a 5 dias. Por outro lado, os extratos ACE e ETA, em
todas as concentracfes avaliadas, demonstraram expressiva citotoxicidade, a qual pode ser
atribuida aos constituintes presentes nestes extratos e ndo ao solvente utilizado para a
solubilizacdo dos mesmos, uma vez que, 0 DMSO nao afetou o percentual de células viaveis
em relagéo as culturas CON.

O método de exclusdo com Azul de tripan, que possibilita a contagem do numero
de células viaveis e ndo viaveis, em Camara de Neubauer, por microscopia Optica, € a técnica
mais comumente utilizada para avaliar a viabilidade celular. No entanto, limitagdes técnicas
como morte celular causada por altas concentracdes de Azul de Tripan, morte espontanea

observada 5 minutos apos o inicio da coloragdo, assim como a subjetividade da contagem das
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celulas, ainda sdo pontos de constantes criticas a essa metodologia. Estudos prévios tém
demonstrado que o corante de Azul de Tripan, quando complexado a proteinas, pode emitir
fluorescéncia vermelha, passivel de deteccdo pela citometria de fluxo (KUMAR et al., 2008).
Diante disso, foi padronizado no Laboratério de Imunologia/UFVJM, um ensaio de
viabilidade celular, utilizando a coloragdo com Azul de Tripan, em uma concentracdo bem
inferior aquela utilizada na andlise por microscopia Otica, onde as células coradas séo
quantificadas por meio do percentual de células fluorescentes (FL-3+), pela citometria de
fluxo. Além da anélise quantitativa, o ensaio por citometria de fluxo permite acompanhar,
qualitativamente, os parametros de tamanho e granulosidade das células, em gréficos de
dispersdo (FSC x SSC), no momento da aquisicdo de dados. O ensaio de viabilidade celular
usando Azul de Tripan por citometria de fluxo estd em vias de publicacdo pelo grupo de
pesquisa envolvido no presente trabalho.

Todas as analises de viabilidade celular apresentadas no presente trabalho foram
realizadas tanto pela citometria de fluxo, quanto pela microscopia 6tica utilizando a Camara
de Neubauer. No entanto, a expressiva morte celular induzida pelos extratos ACE e ETA
resultou em um reduzido nimero de PBMC disponivel para contagem, por microscopia 6tica.
Em vérias analises realizadas através da citometria de fluxo, as células mortas apresentaram
uma grande perdado padrdo morfolégico celular, deslocando-se para uma regido
caracteristica de debris celulares (ANEXO B), o que levou a um nimero bastante reduzido de
células passiveis de serem identificadas pela microscopia 6tica. Na citometria, isso péde ser
facilmente contornado utilizando-se um ajuste no gate (regido selecionada para analise), em
graficos de tamanho versus granulosidade. Esse fator foi limitante para o uso da técnica
convencional pelo Azul de Tripan, pois poderia levar a erros de interpretacdo, o que levou a
opcao por demonstrar apenas 0s dados obtidos pela citometria de fluxo.

A técnica de exclusdo com Azul de tripan reflete a perda da integridade da
membrana plasmatica, mas ndo é capaz de diferenciar os fenémenos de apoptose e necrose
(MASCOTTI et al., 2000). Testes adicionais para confirmar a viabilidade de PBMC sob
efeito dos extratos de P. brasiliensis foram realizados empregando os marcadores Anexina V-
FITC e lodeto de Propideo (IP). Este € um método sensivel que permite a deteccdo especifica
de células viaveis, apoptéticas ou necréticas (ENGELAND, 1998; VERMES et al., 2000). A
anexina V liga-se a fosfatidilserina que, normalmente, encontra-se localizada na porcgao
interna da membrana plasmatica e é externalizada durante a apoptose. Ao conjugar Anexina V
ao Isotiocianato de fluoresceina (FITC) é possivel identificar as células apoptoéticas através da
citometria de fluxo. O lodeto de propideo € um marcador nuclear fluorescente de alto peso



59

molecular capaz de penetrar apenas em células em processo de morte, que apresentam poros
em sua membrana plasmatica, seguido por incorporacdo ao DNA (BACSO et al, 2000).

Através dos ensaios utilizando os marcadores Anexina V e PI, foi possivel
confirmar os resultados obtidos nos testes com Azul de tripan (FIG. 9). A viabilidade dos
linfocitos ndo foi alterada pelo extrato AQU na concentracdo final de 0,05mg/mL, e esse
extrato também, ndo foi capaz de induzir de forma significativa os fendbmenos de apoptose e
necrose nas PBMC, apds 4 horas de cultura. A citotoxicidade dos extratos ACE e ETA foi
confirmada através da reducdo significativa da viabilidade celular e inducdo de apoptose e
necrose em um elevado percentual de linfocitos. Vale ressaltar que, a citotoxicidade
demonstrada pelos extratos ACE e ETA ndo pode ser atribuida ao solvente DMSO, uma vez
que os percentuais de linfocitos em necrose e em apoptose das culturas DMSO nédo foram
diferentes da cultura CON. Devido a citotoxicidade apresentada pelos extratos ACE e ETA,
nas doses testadas, optou-se por utilizar apenas o extrato AQU nos ensaios subsequentes.

A andlise do perfil de citocinas em linfocitos e monadcitos foi realizada por duas
formas diferentes: através do percentual de células positivas para determinada citocina e por
meio da Intensidade de fluorescéncia (IF), que é proporcional a intensidade de expressao da
citocina pela célula.

Nos ensaios de ativacao, os dados demonstraram que o extrato AQU néo foi capaz
de induzir a expressdo das citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10 em PBMC, apds 4 h ou 16 h de
cultura, em todas as concentracGes avaliadas.

Nos ensaios de inibicdo, utilizou-se nas culturas de PBMC, de maneira
simultnea, o extrato de P. brasiliensis e uma substancia quimica capaz de induzir a producgéo
de citocinas pro-inflamatérias. Nesse contexto, a substancia escolhida para a producao de tais
citocinas foi o Miristato Acetato de Forbol (PMA) em associacdo com a lonomicina. O PMA
é um éster de forbol que induz intensa sintese de citocinas pro-inflamatorias, através da
ativacdo da via da PKC, uma quinase dependente de célcio (RYVES et al.,1991). A
lonomicina promove 0 aumento do influxo de célcio, possibilitando a ativagdo da PKC pelo
PMA (MORGAN; JACOB, 1994). Nas culturas estimuladas com PMA, ap6s 4h de cultura, o
extrato AQU, na concentracdo final de 0,1 mg/mL, reduziu 2 vezes a expressao da citocina

TNF-a, determinada pelo valor de IMF, na populagdo de mondcitos. Em linfocitos, o extrato

AQU 0,1 mg/mL reduziu a IMF para as citocinas IFN-y e TNF-a cerca de 4,8 ¢ 3,8 vezes,
respectivamente. Além disso, o extrato AQU 0,1mg/mL reduziu 23 vezes o percentual de

linfocitos expressando a citocina IFN-y. Uma vez que o TNF-a e o IFN-y desempenham
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importantes papéis no estabelecimento da inflamacéo, a reducéo da expresséo dessas citocinas
poderia sugerir um possivel efeito anti-inflamatorio a ser explorado. Os resultados do presente
estudo revelaram que extrato aquoso de P. brasiliensis reduz a producdo de citocinas pro-
inflamatorias por linfécitos e mondcitos estimulados, in vitro, o que poderia justificar a
atividade antiinflamatdria atribuida a P. brasiliensis na medicina popular. A capacidade de
reduzir a expressao de citocinas pro-inflamatérias em PBMC, também tem sido demonstrada
por outras espécies da familia Asteraceae, como a arnica montana, cuja tintura demonstrou
reducdo da producdo de citocinas TNF-a e IL-1, em culturas de PBMC estimuladas por LPS
(KLAAS et al.,, 2002). De forma semelhante, extratos etandlico e acetato de etila de
Lychnophora passerina (Asteraceae), conhecida como arnica, demonstraram reducdo da
expressao de TNF-a e inducdo da producdo de IL-10, em cultura de mondcitos estimulados
por LPS/IFN-y (CAPELARI-OLIVEIRA etal., 2011).

Apo0s 16 h de cultura, ndo houve diferenga na expressao de quaisquer das citocinas
avaliadas entre as diferentes culturas, o que pode ter sido influenciado pela cinética de
producdo de citocinas por células sob estimulo de PMA / lonomicina. Mascher et al (1999)
demonstraram que em linfocitos T estimulados por PMA, o pico de producdo da citocina
TNF-a ocorre em torno de 2 horas e declina rapidamente, ja para o IFN-y 0 pico de produgéo
ocorre em torno de 8 horas. Portanto, o tempo de 16 horas, utilizado neste estudo, parece ndo
ser o tempo adequado para a analise do efeito do extrato AQU, sobre o perfil das citocinas
intracitoplasmaticas IFN-y, TNF-a e IL-10 em culturas de PBMC estimuladas com PMA.

Uma perspectiva seria a andlise das vias de sinalizacdo e dos fatores de transcri¢éo
envolvidos na reducdo da expressdo de citocinas pré-inflamatorias pelo extrato AQU de P.
brasiliensis. Entre as principais vias intracelulares envolvidas na sintese de citocinas pro-
inflamatdrias estdo as vias JAK/STAT e MAP quinases, e vias envolvidas na ativacdo dos
fatores de transcricdo AP1 e NF-kB (DUMONT, 1998; ALBANESI et al., 2010) (FIG. 19).
No entanto, para a avaliagdo dos mecanismos intracelulares envolvidos na atividade biol6gica
da P. brasiliensis, faz-se necessério a utilizacdo de substancias isoladas e identificadas,
provenientes de fra¢cfes com destacada atividade inibitdria sobre a producdo das citocinas pro-
inflamatdrias. Cabe ressaltar, que o uso de extratos brutos contendo uma diversidade de
constituintes quimicos, séo de grande valor no dificil processo de triagem em bioprospeccao
e, portanto, devem ter seu mérito reconhecido. Tais ensaios sao fundamentais para a decisao

sobre a continuidade ou n&o das investigacoes.
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FIGURA 19 - Vias intracelulares envolvidas na sintese de citocinas pré-inflamatorias (adaptado de Jeffrey et al.,
2007; Hacker e Karin, 2006).

Tendo em vista que: i) a producdo de citocinas € consequéncia do processo de
ativagdo celular; ii) o perfil proliferativo de células, principalmente linfocitos, reflete o grau
de ativacdo das células; e iii) a proliferacdo de linfocitos € um evento inicial importante aos
estimulos inflamatérios imune-mediados (BOYMAN et al., 2007), optou-se por realizar uma
analise complementar, avaliando a resposta proliferativa das células tratadas com extrato
AQU, juntamente com mitdgenos inespecificos. Dessa forma, investigar o efeito inibitdrio de
P. brasiliensis sobre a proliferacdo de células estimuladas poderia fortalecer os dados
observados na andlise realizada para o perfil de inibicdo de citocinas pré-inflamatorias.
Conforme a FIG. 18, o extrato AQU a 0,1mg/mL inibiu a resposta proliferativa de linfocitos e
das subpopulacdes de linfocitos T CD4" e T CD8". Os efeitos inibitorios observados sugerem
que componentes do extrato AQU possam modular mecanismos de ativagao celular, que tém

como consequéncia direta a produgdo de citocinas e a capacidade de expansdo de linfdcitos.
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9 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que o extrato aquoso de P.
brasiliensis ndo apresentou atividade citotoxica sobre PBMC humanas e foi capaz em inibir a
expressao das citocinas pro-inflamatérias TNF-o e IFN-y, bem como a proliferacdo de
linfécitos, in vitro. Esses dados sugerem um possivel potencial anti-inflamatorio e
imunossupressor desse extrato, o que poderia explicar, pelo menos em partes, os beneficios
terapéuticos atribuidos a P. brasiliensis na medicina popular.

O potencial anti-inflamatério da P. brasiliensis aqui demonstrado instiga a
realizacdo de estudos complementares na busca por isolar e identificar as substancias
responsaveis por esta atividade. Trabalhos adicionais, utilizando preferencialmente
substancias isoladas, sdo necessarios para compreender quais as vias intracelulares envolvidas
na atividade bioldgica da P. brasiliensis. Ap6s um melhor entendimento desses mecanismos,
estudos utilizando modelos animais de inflamacdo, associados ao tratamento com a P.
brasiliensis, poderdo ainda, esclarecer se a reducdo da expressdo de citocinas pro-
inflamat6rias no contexto in vitro poderia influenciar no desenvolvimento do processo

inflamatorio in vivo.
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de esclarecimento
Projeto de pesquisa

Avaliagdo, in vitro, do potencial anti-inflamatdrio de extratos etandlico, aquoso e acetato de
etila de Pseudobrickellia brasiliensis sobre leucocitos do sangue periférico.

O objetivo deste estudo é avaliar se a planta arnica-do-ampo tem efeito sobre o sangue. VVocé
esta sendo convidado a participar do estudo por ter entre 18 e 39 anos e por ndo usar remédios.
Se vocé concordar em participar do estudo, vamos coletar mais 10mL (um tubo) do sangue. No
laboratério vamos fazer testes com seu sangue usando a arnica-do-campo. Os riscos de sua
participacdo incluem hematoma (roxo no local da coleta de sangue), dor, tontura, enjoo e de
contaminacdo. A coleta seré feita por pessoa treinada, utilizando material estéril e descartavel.
Ao doar seu sangue para este projeto vocé estara contribuindo para os conhecimentos sobre
esta planta que é utilizada na medicina popular. Os seus dados serdo mantidos em sigilo e sua
identidade ndo sera revelada. S6 os pesquisadores envolvidos no projeto terdo acesso aos
dados, que serdo utilizados apenas para fins de pesquisa e divulgacéo cientifica em congressos,
livros e revistas. Ndo esta prevista qualquer forma de remuneracdo pela sua participacdo 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 0s
pesquisadores e a UFVJIM. 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 davida devera e/ou podera entrar em contato a
qualquer 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 da UFVJM (13532-1200 — Ramal 1366) para informagdes sobre a aprovacdo do

projeto pelo comité.
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Termo de livre consentimento pos-informado

Eu discuti os riscos e beneficios da minha participagdo no estudo intitulado “Avaliacéo, in
vitro, do potencial anti-inflamatorio de extratos etandlico, aquoso e acetato de etila de
Pseudobrickellia brasiliensis sobre leucocitos do sangue periférico” com o0s pesquisadores
envolvidos. Eu li e compreendi todos os procedimentos que envolvem esta pesquisa e tive
tempo suficiente para considerar a minha participagdo no estudo. Eu perguntei e obtive as
respostas para todas as minhas dividas. 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
razdes cientificas, sobre as quais eu serei devidamente informado. Nao terei nenhuma
remuneracdo e nenhum gasto por participar do projeto. Tenho uma copia deste formulério, o
qual foi assinado em duas vias idénticas e rubricadas.

Portanto, aqui forneco o meu consentimento para participar do estudo intitulado

Eu discuti os riscos ¢ beneficios da minha participagdo no estudo intitulado “Avaliacdo, in
vitro, do potencial anti-inflamatério de extratos etandlico, aquoso e acetato de etila de
Pseudobrickellia brasiliensis sobre leucécitos do sangue periférico”, 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 - UFVIM

Campus JK- Rodovia MGT 367 — Km 583 — n°5000 — Alto da Jacuba
Coordenacéo: Prof.2 Agnes Maria Gomes Murta

(38) 3532-1200

cep.secretaria@ufvjm.edu.br
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ANEXO B
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FIGURA 19 - Alteragdo do padrdo morfoldgico celular de PBMC humanas sob efeito do extrato em Acetato de
Etila de P. brasiliensis (ACE).



