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Muitas séo as plantas utilizadas na medicina popular, a maioria delas desconhecidas quanto
ao efeito sobre o sistema imune. A identificacdo e caracterizacdo de compostos naturais
obtidos a partir de plantas e que apresentam atividade imunomodulatéria vem sendo area de
estudo em vasto desenvolvimento. O teste de linfoproliferagdo € um dos métodos usados
para estudar o efeito imunomodulatério de extratos e compostos isolados de plantas
medicinais e de derivados sintéticos. O presente estudo objetivou identificar o efeito dos
extratos metandlicos de seis plantas da flora catarinense na proliferagao in vitro de células
mononucleares humanas na presenca € na auséncia de fitohemaglutinina (PHA) e
pokeweed mitogen (PWM). As células mononucleares humanas obtidas de doadores
saudaveis por centrifugacdo em gradiente de densidade (1x10° células/mL), PHA (5 pg/mL),
PWM (5 ug/mL) e os extratos metandlicos de Calophyllum brasiliensis, lpomoea pes-caprae,
Matayba elaeagnoides, Maytenus robusta, Rubus imperialis e Vernonia scorpioides (10, 50,
100 e 200 pg/mL) foram preparados em meio de cultura Dulbelccos’s Modified Eagles
Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro bovino fetal, 2% de bicarbonato de sodio
a 10%, 1% de L-glutamina a 200 mM, 1% de HEPES a 10 mM e 110 mg/mL de piruvato de
sédio. O teste de linfoproliferacao foi realizado pela incubacao da suspenséao celular com o
extrato da planta, isolada ou simultaneamente a PHA e ao PWM, em microplacas de 96
pogos a 37°C e 5% CO,. O periodo de incubacao foi de 72 horas para ambos os mitégenos
e ainda de 144 horas para PWM. A quantificagdo da proliferagao celular foi realizada pelo
ensaio de reducao do azul de tetrazélio (MTT) com leitura a 540 nm. As células incubadas
somente com DMEM foram empregadas como controle negativo de proliferagéo celular,
enquanto que o controle positivo de proliferacado celular foi constituido de células e PHA ou
PWM. Os resultados foram expressos em percentagem de crescimento e analisados pelos
testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Os resultados obtidos sugerem inducdo na
proliferagao linfécitos T, sem interferéncia na ativagdo dos linfécitos B, para os extratos
metanolicos de Calophyllum brasiliensis, lpomoea pes-caprae e Matayba elaeagnoides. O
extrato metanodlico de Ipomoea pes-caprae demonstrou atividade imunoestimulatéria
3 vezes maior que o extrato de Calophyllum brasiliensis e 1,5 vezes maior que
extrato de Matayba elaeagnoides. O extrato metandlico de Maytenus robusta mostrou
resultados relevantes somente quando incubado por 144 horas, com inibi¢cdo da proliferacao
celular. Por fim, os resultados obtidos no teste de linfoproliferacao sugerem que os extratos
metandlicos de Rubus imperialis € Vernonia scorpioides ndao tem agao sobre a proliferagcao
dos linfécitos T e B, pois nao foram obtidos resultados com significaAncia estatistica nas
condigdes de cultivo ensaidas. Dentre as plantas estudadas, a Calophyllum brasiliensis,
Ipomoea pes-caprae e Matayba elaeagnoides apresentaram resultados que justificam a
continuidade dos estudos com a avaliagdo das fragbes e a identificagdo dos possiveis
compostos responsaveis pelo efeito os linfocitos T.

Palavras-chave: Calophyllum brasiliensis, imunomodulacdo, Ipomoea pes-caprae,
linfoblastogénese, Matayba elaeagnoides, Maytenus robusta, Rubus imperialis, sistema
imune, atividade imunomodulatéria.
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Many plants are used in popular medicine, most of which are unknown in relation to their
effect on the immune system. The identification and characterization of natural compounds
obtained from plants with immunomodulatory activity is a rapidly developing area of study.
The lymphoproliferation assay is one of the methods used to study the immunomodulatory
effect of extracts and compounds isolated from herbal plants, and also from synthetic
derivatives. This study seeks to identify the effect of methanol extracts from six plants of the
flora of Santa Catarina on the in vitro proliferation of human mononuclear cells, in the
presence and absence of phytohemagglutinin (PHA) and pokeweed mitogen (PWM). The
human mononuclear cells obtained from healthy donors by density gradient centrifugation
(1x10® cells/mL), PHA (5 pg/mL), PWM (5 pg/mL) and the methanol extracts from
Calophyllum brasiliensis, Ipomoea pes-caprae, Matayba elaeagnoides, Maytenus robusta,
Rubus imperialis and Vernonia scorpioides (10, 50, 100 and 200 pg/mL) were prepared in
Dulbelccos's Modified Eagles Medium (DMEM) culture medium, supplemented with 10%
fetal bovine serum, 2% bicarbonate sodium at 10%, 1% L-glutamine at 200 mM, 1% 10 mM
HEPES and 110 mg/mL of sodium pyruvate. The lymphoproliferation assay was carried out
by incubation of cell suspension with the plant extract, alone or with PHA and PWM, in 96-
well microplates, at 37 ‘C and 5% CO,. The incubation period was 72 hours for both
mitogens and 144 hours for the PWM. The quantification of the cell proliferation assay was
performed by blue tetrazolium (MTT) reduction, with reading at 540 nm. The cells incubated
only with DMEM were used as negative control for cell proliferation, while the positive control
for cell proliferation consisted of cells and PHA or PWM. The results were expressed as
percentage of growth and analyzed by the Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests. The
results suggest induction of T lymphocyte proliferation, without interference on B lymphocyte
activation, for the extracts of Calophyllum brasiliensis, lpomoea pes-caprae and Matayba
elaeagnoides. The methanol extract of Ipomoea pes-caprae showed immunostimulatory
activity that was three times higher then for the Calophyllum brasiliensis extract, and 1.5
times higher then for the Matayba elaeagnoides extract. The methanol extract of Maytenus
robusta showed relevant results only when incubated for 144 hours, with inhibition of cell
proliferation. Finally, the results obtained in the lymphoproliferation assay suggest that the
methanol Rubus imperialis and Vernonia scorpioides extracts have no action on T and B
lymphocyte proliferation, as the results showed no statistical significance in all conditions for
cellular growth studied. Of the plants studied, Calophyllum brasiliensis, lpomoea pes-caprae
and Matayba elaeagnoides showed results that justify the continuation of studies, evaluating
fractions and identifying potential compounds responsible for the effect on T lymphocytes.

Key-words: Calophyllum  brasiliensis, ~ immune  response, immune  system,
immunomodulation, Ipomoea pes-caprae, lymphoblastogenesis, Matayba elaeagnoides,
Maytenus robusta, Rubus imperialis, Vernonia scorpioides.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas na medicina popular tem direcionado os estudos a fim de
confirmar cientificamente os efeitos observados. Em geral esta comprovacédo tem
sido eficaz, principalmente quando considerado o envolvimento de produtos naturais
no desenvolvimento de cerca 44% de todos os novos farmacos apresentados ao
consumidor (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

O efeito de produtos obtidos de plantas medicinais pode ser direcionado a
diferentes alvos e com os mais diversos objetivos. A utilizagdo de plantas medicinais
com efeito sobre o sistema imunologico visa estimula-lo e adequar seu
funcionamento (BREKHMANN; DURDYMOV, 1969). Nos mamiferos, o sistema
imune desempenha papel fundamental na defesa contra infecgdes, e a integridade e
eficiéncia deste sistema sao importantes durante intervengdes para o tratamento de
diversas doencas (STITES; TERR, 1992; ISHIZUKA et al., 1995).

Varios grupos de pesquisadores ligados a producdo e desenvolvimento de
fitofarmacos tém como foco o estudo do efeito das plantas medicinais sobre a
resposta imune in vitro e/ou in vivo. Um dos modelos empregados nos estudos in
vitro avalia linfécitos estimulados com compostos que promovem a proliferacao
destas células, como os mitdégenos fitohemaglutinina (PHA) e pokeweed mitogen
(PWM). A aplicagdo de extrato, fragbes e compostos obtidos de plantas neste ensaio
permite identificar o efeito sobre a resposta proliferativa dos linfécitos (UPADHYAY
et al., 1990; SOUZA-FAGUNDES et al., 2002). Como resultado, é possivel inferir que
0 extrato, fracdo ou composto testado promove imunomodulacdo, especificamente
na resposta dos linfécitos (BREKHMANN; DURDYMOV, 1969).

Ambas as situacdes, estimulo e supressao da proliferacao linfocitaria, tém
interesse clinico. A imunoestimulacdo tem fundamental importdncia no
restabelecimento da capacidade do organismo em responder as doencas
oportunistas, como em pacientes portadores da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida. A imunossupressdo, por sua vez, apresenta grande utilidade em casos
especificos, como na terapia em transplantados evitando rejeicdo ao enxerto
(PATWARDHAN et al., 1990; MAKARE; BODHANKAR; RANGARI, 2001).
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O presente trabalho representa um estudo pioneiro quanto a acédo dos
extratos metandlicos obtidos de seis plantas medicinais da flora catarinense -
Calophyllum brasiliensis, Ipomoea pes-caprae, Matayba elaeagnoides, Maytenus
robusta, Rubus imperialis e Vernonia scorpioides, na proliferacdo de células

mononucleares do sangue periférico humano estimuladas com PHA e PWM.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito dos extratos metandlicos obtidos de plantas da flora

catarinense na proliferagdo de células mononucleares do sangue periférico humano.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar o efeito dos extratos metandlicos de Calophyllum brasiliensis, lpomoea
pes-caprae, Matayba elaeagnoides, Maytenus robusta, Rubus imperialis e
Vernonia scorpioides na proliferagao in vitro de células mononucleares humanas,
estimuladas com PHA e PWM;

e Verificar o efeito dos extratos metandlicos de Calophyllum brasiliensis, lpomoea
pes-caprae, Matayba elaeagnoides, Maytenus robusta, Rubus imperialis e
Vernonia scorpioides na proliferacéo de células mononucleares humanas in vitro,
na auséncia dos mitégenos;

e Avaliar o efeito imunomodulador dos extratos destas plantas inferindo a
populacéo celular alvo.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Plantas Medicinais

Atualmente apenas 30 a 40% das 2.000 doencas agudas e crbnicas
registradas sao curaveis, outras tantas podem ser tratadas com vistas a minimizar os
sintomas e algumas doencas ainda nao tém tratamento preconizado. Assim, ha uma
real necessidade de descoberta e desenvolvimento de novos tratamentos, altamente
eficientes e para os quais se espera que a fitoterapia possa contribuir. Somado a
isso, ainda ha de se considerar a imensa reserva de cerca de 300.000 espécies de
plantas, das quais apenas 30% foram investigadas (WAGNER, 2007).

Os produtos naturais desempenham um importante papel no processo de
descoberta de farmacos. Na Ultima década, os produtos naturais foram
responsaveis, direta ou indiretamente, por cerca de 40% de todos os farmacos
disponiveis na terapéutica moderna (CALIXTO, 2001). Segundo Lozoya (1997),
aproximadamente 25% dos farmacos empregados nos paises industrializados
advém, direta ou indiretamente, de produtos naturais, especialmente de plantas
superiores.

A utilizacdo de plantas medicinais como recurso terapéutico € uma tendéncia
generalizada na medicina popular brasileira. Esta tendéncia tem contribuido
significativamente para o consumo de plantas medicinais e de medicamentos
fitoterapicos, de facil acesso a populacdo, mas que devem ser empregados de forma
segura e racional (SIMOES, 2000). Entretanto, algumas patologias como AIDS,
hepatite C, processos inflamatérios e dolorosos, doencas auto-imunes, entre outras,
apesar da grande quantidade de farmacos disponiveis no mercado ainda nao
possuem tratamento adequado. Por este motivo, a comunidade cientifica tem
buscado obter moléculas ativas a partir de fontes naturais, sendo que algumas
classes de metabdlitos secundarios ja tém demonstrado atividades satisfatérias in
vitro e in vivo (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; CECHINEL FILHO, 2000;
CALIXTO, 2001; HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

As plantas sdo reconhecidas pela sua habilidade em produzir uma grande
quantidade de metabdlitos secundarios. Estes metabdlitos sdo biossintetizados com
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diferentes propoésitos, incluindo regulacdo do crescimento, interacdes inter e
intraespecificas, defesa contra predadores e infec¢des. Muitos destes metabdlitos
demonstraram atividades biol6gicas e farmacoldégicas de interesse clinico, sendo
utilizados como ponto de partida para o desenvolvimento da medicina moderna
(CRAGG et al., 1999; VERPOORTE, 2000). O desenvolvimento de novos métodos
analiticos de alta tecnologia tem permitido isolar os componentes constituintes de
plantas, mesmo que estes estejam presentes em quantidades extremamente baixas,
facilitando a pesquisa e o estudo destes componentes (WAGNER, 2007).

A busca de novas substancias terapéuticas em produtos naturais apresenta
vantagens, uma vez que estes produtos fornecem farmacos que por via sintética
seriam de dificil obtencédo e de custo elevado. Os produtos naturais podem também
ser utilizados como estrutura basica na obtencdo de novos medicamentos, e com
pequenas modificagdes estruturais apresentarem maior atividade e/ou menor
toxicidade. Ainda, os produtos naturais podem servir de modelo para a obtencao de
medicamentos sintéticos com atividade biolégica semelhante (ROBBERS; SPEEDIE;
WARRS, 1997).

A suplementacao de ensaios farmacolégicos in vivo e in vitro com modelos de
testes bioldégicos moleculares modernos ocasionou grande progresso a area de
desenvolvimento de farmacos. Estes modelos permitem a triagem molecular de
extratos e compostos isolados de plantas, com a identificacdo dos mecanismos de
acao e a poténcia dos mesmos (WAGNER, 2007).

Usualmente, os estudos envolvem ensaios de atividade biolégica na triagem
dos extratos brutos obtidos das plantas medicinais, para no seguimento dos estudos
avaliar as fracdes e os compostos isolados responsaveis pela atividade observada.
Apls a selecao das substancias puras ativas, estas sao avaliadas em ensaios mais
especificos com a analise do mecanismo de acao biolégica (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998). Na escolha da planta a ser estudada, varios aspectos devem ser
considerados, sendo as informagées da medicina popular um dos principais
aspectos a ser observado (CECHINEL FLHO; YUNES, 2001). A disponibilidade da
planta, extratos e fracdes, os estudos cientificos prévios, entre outros, também sao
fatores a serem observados.

As plantas medicinais da flora catarinense apresentam uma grande
diversidade de espécies. Uma pequena amostragem destas espécies tem sido
estudada por grupo de pesquisadores do estado de Santa Catarina, o NIQFAR
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(Ndcleo de Investigacbes Quimico-Farmacéuticas), ligado ao desenvolvimento de
fitofarmacos no que tange a fitoquimica e atividade farmacol6gica de plantas da flora
catarinense (KROGH et al., 1999; NIERO et al., 1999; SOUZA et al., 2000; NIERO et
al., 2001; SILVA et al., 2001; LEITE et al., 2002; NIERO et al., 2002; ITO et al., 2003;
ISAIAS et al., 2004; DALAZEN et al., 2005; EMENDORFER et al.,, 2005;
GASPAROTTO et al., 2005; PAGNO et al., 2006; SOUZA, 2006; BUSKUHL, 2007).
Dentre estas plantas ja estudadas foram selecionadas, para o presente estudo, seis
plantas medicinais cujos dados referentes a atividade bioldégica até o presente
momento ndo incluem a avaliagdo quanto a imunomodulagdo sobre a proliferacao

linfocitaria.

Calophyllum brasiliensis

O género Calophyllum, da familia Clusiaceae (Guttiferae), consiste em 180
espécies com uma distribuicao pantropical (PENNINGTON; SARUKAHAN, 1998). A
Calophyllum brasiliensis € popularmente conhecida como jacareuba e guanandi, de
ampla distribuicdo do Brasil ao México, com uso medicinal popular associado ao
tratamento de ulcera, inflamagéo e dor. As atividades anti-secretéria e citoprotetora
dos compostos produzidos por esta espécie foram confirmadas em estudos
farmacolégicos (OLIVEIRA et al., 1999; SARTORI et al., 1999).

Uma extensa investigacdo do género Calophyllum resultou no isolamento de
uma grande variedade de compostos, incluindo xantonas, cumarinas, flavonoides,
chalconas, benzofenonas e triterpenos (ITO et al., 1999). O estudo fitoquimico de
Calophyllum brasiliensis mostrou a presenca de triterpenos e xantonas isolados da
fracdo cloroformio, respectivamente friedelin e 1,5 dihidroxixantona. Ambas as
substancias exibiram consideraveis propriedades antinociceptivas em comparacao
com o acido acetil salicilico e acetaminofeno (ISAIAS et al., 2004). As fracdes
hexano e acetato de etila obtidos a partir da folha da Calophyllum brasiliensis, bem
como compostos isolados da fracdo acetato de etila — quercitina, acido galico, acido
protocatético, hiperosideo e amantoflavona, apresentaram efeito analgésico similar
aos farmacos de referéncia (SILVA et al., 2001).

Estudos fitoquimicos do caule e da resina desta espécie revelaram a
presenca de diversas substancias quimicas, com atividade antimicrobiana para
algumas cumarinas (GASPAROTTO et al., 2005). Outro estudo com Calophyllum
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brasiliensis mostrou atividade antibacteriana seletiva contra bactérias gram positivas
e contra alguns tipos de fungos (PRETTO, 2005). Os acidos isolados da casca do
Calophyllum brasiliensis mostraram de moderada a grande atividade antibacteriana
contra Bacillus cereus e Staphylococcus epidermidis, sem apresentar atividade
citotéxica (COTTIGLIA et al., 2004). As xantonas desta espécie mostraram também
atividade tripanossomicida (ABE et al., 2004).

A maioria das fragdes hexanicas obtidas de folhas do Calophyllum brasiliensis
mostrou inibicdo da atividade da transcriptase reversa do virus da imunodeficiéncia
humana do tipo 1, duas delas com inibicao superior a 70% e ambas sem toxicidade
para a linhagem linfocitaria humana MT2 (HUERTA-REYES et al., 2004). O
composto GUT-70, isolado das cascas da arvore de Calophyllum brasiliensis,
coletado no Brasil, inibiu significativamente o crescimento de seis linhagens de
células leucémicas humanas (KIMURA et al., 2005). Contrariamente, a fracao
hexanica de Calophyllum brasiliensis nao mostrou influéncia sobre o
desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich em camundongos, mas apresentou
aumento da hemopoiese (BREHMER, 2005).

Figura 1. Foto ilustrativa Calophyllum brasiliensis.
Fonte: WIKIMEDIA FOUNDATION, 2008.
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Ipomoea pes-caprae

As plantas pertencentes ao género Ipomoea, da familia Convolvulaceae,
consistem em mais de 200 espécies amplamente distribuidas nos paises tropicais e
subtropicais (LOCHER et al., 1995; SOUZA et al., 1998). A Ipomoea pes-caprae,
conhecida como salsa-da-praia ou batata-da-praia, tem sido utilizada popularmente
em varios paises para inflamagéo, colica, desordens diuréticas, gonorréia, processos
dolorosos, entre outros (PONGPRAYOON et al.,, 1991; PONGPRAYOON et al.,
1992; LOCHER et al., 1995; SOUZA et al., 1998).

Estudos confirmam o uso popular da /lpomoea pes-caprae contra a dor
associada a reacao local ap6s o contato com &guas-marinhas venenosas
(PONGPRAYOON; BOHLIN; WASUWAT, 1991). O extrato metandlico da espécie
revelou também potentes e significantes propriedades antinociceptivas associadas
as contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético, com acao analgésica
equipotente a algumas drogas analgésicas de referéncia. Esta acdo analgésica
sugere inibicdo na sintese de prostaglandinas pela presenca de esteroides,
terpendides, alcalbides e flavondides no extrato (SOUZA et al., 2000).

Os componentes isoprendides isolados do extrato bruto desta espécie
mostraram inibicdo das contragbes da musculatura lisa do intestino em modelos
experimentais e de poténcia semelhante a papaverina, comprovando o uso popular
como antiespasmddico (KROGH et al., 1999). O extrato bruto desta espécie mostrou
ainda favorecer o desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich em camundongos

mas, em contrapartida, estimulou a hematopoese (BREHMER, 2005).

Figura 2. Fotos ilustrativas Ipomoea pes-caprae.
Fonte: BENADIK, 2007 (A,B), SEGALEN, 2007 (C).
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Matayba elaeagnoides

A Matayba elaeagnoides Radlk, da familia Sapindaceae, € conhecida
popularmente por camboatd, camboata, cragoata-branco, cuvanta, craguata, pau-
de-pombo, pau-crioulo e camboata-branco. A distribuicdo da planta ocorre nos
estados de Minas Gerais e S&o Paulo até o Rio Grande do Sul (LOPEZ et al., 1987;
LORENZI, 2000). A espécie é muito empregada na construcao civil, como caibros,
vigas, ripas, tabuado em geral para obras internas, e para lenha e carvao. Os frutos
sao avidamente consumidos por varias espécies de passaros e a arvore é indicada
para a composicao de reflorestamentos e paisagismo (LORENZI, 2000).

A Matayba elaeagnoides Radlk € popularmente utilizada no tratamento de
inflamacdes, na analgesia e no combate ao cancer hepatico (LORENZI, 2000;
RIBEIRO, 2004). Estudo realizado com extratos oriundos das cascas desta espécie
demonstrou a presenca de varios compostos quimicos, como cumarinas, lupeol,
sitosterol, escopoletina, umbeliferona e betulina. Varios extratos e fragées avaliados
apresentaram atividade antinociceptiva e antimicrobiana, somado ainda a atividade
antifungica da fragédo cloroférmio e a acao antiparisitaria da fracado hexano (SOUZA,
2006).

Figura 3. Foto ilustrativa Matayba elaeagnoides Radlk.
Fonte: BACKES; IRGANG, 2002.
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Maytenus robusta

Pertencente a familia Celastraceae, a Maytenus robusta é pertencente a
mesma familia da Maytenus ilicifolia, que € nativa do sul do Brasil, conhecida
popularmente como “espinheira santa” ou “cancerosa” e usada na medicina popular
como agente anti-ulcerogénico. A maior ocorréncia da Maytenus robusta é em
regibes de clima ameno, de Minas Gerais ao Rio Grande de Sul, sendo mais
abundante nas matas do Sul (ROSE, 1997).

A Maytenus robusta, muito bem adaptada ao sul do Brasil, tem sido utilizada
como planta alternativa da Maytenus ilicifolia, em virtude desta também apresentar
terpenoides, flavondides e o triterpeno friedelina na sua composicao e ao fato da
Maytenus ilicifolia estar em risco de extingdo no Brasil devido ao crescente uso como
planta medicinal (NIERO et al., 2001). Entretanto, ndo ha relatos na literatura acerca
da atividade biologica desta espécie.

A composi¢ao quimica da Maytenus ilicifolia revelou a presencga de triterpenos
e compostos fendlicos com importantes propriedades biolégicas, como atividade
citotdxica, antibacteriana e anti-ulcerogénica (CARLINI, 1988; OLIVEIRA et al., 1991;
SOUZA-FORMIGONI et al., 1991; ZHU et al., 1998). O triterpeno friedelina parece
ser o principal componente responsavel pela acao anti-ulcerogénica e contra gastrite
desta planta (PEREIRA et al., 1992).

Figura 4. Foto ilustrativa Maytenus robusta.
Fonte: arquivos do NIQFAR.
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Rubus imperialis

A Rubus imperialis, conhecida como amora-branca, amora-do-mato ou
amora-brava (CECHINEL FILHO, 2000), é pertence a familia Rosaceae. As plantas
desta familia estdo presentes em muitas partes do mundo, principalmente nas
regides temperadas, compreendendo aproximadamente 100 géneros e mais de 700
espécies (JORGE; MARKMAN, 1993; PATEL; ROJAS-VERA; DACKE, 2004). A
Rubus imperialis, bem como outras espécies, tem sido empregada em comunidades
rurais para diabetes e outras enfermidades, algumas relacionadas a dor (ALONSO;
CADAVID; CALLEJA, 1980, ZONTA; RUEDIGER, 1996; CECHINEL FILHO, 2000).

O isolamento do triterpeno niga-ichigoside F1 com atividade analgésica em
ratos mostrou que esta espécie tem perspectivas terapéuticas (LOCHER et al.,
1996). A analise dos constituintes quimicos encontrados na fracdo acetato de etila
de partes aéreas de Rubus imperialis mostrou presenca de triterpenos niga-
ichigosideo, acido torméntico e 4&cido 23-hidroxi-tormentico, alguns destes
triterpenos com atividade analgésica (NIERO et al., 1999). Em outro estudo do
mesmo grupo foi demonstrado que estes triperpenos apresentam atividade
analgésica maior que duas drogas de referéncia, a aspirina e o paracetamol (NIERO
et al., 2002).

A fracdo acetato de etila das raizes da planta apresentou atividade no
bioensaio de citotoxicidade frente a Artemia salina, enquanto que o niga-ichigosideo
F1 desta fracdo ndo apresentou esta acado sobre o microcrustaceo. Este achado
sugeriu a existéncia de outros compostos responsaveis pela atividade citotéxica, ou
ainda, que ha sinergismo entre mais de um principio ativo (KANEGUSUKU, 2001).
Estudos quimicos e farmacol6gicos confirmaram que algumas espécies desta planta
produzem principios ativos que exercem atividade hipoglicemiante, efeito
antibacteriano contra bactérias Gram-positivas, além de atividades anti-alérgicas
contra rinite alérgica, dermatite atépica e asma (SWANSTON-FLATT et al., 1990).
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Figura 5. Foto ilustrativa Rubus imperialis.
Fonte: arquivos do NIQFAR.

Vernonia scorpioides

A Vernonia scorpioides (Lam.) Pers., pertencente a familia Asteraceae, é
conhecida vulgarmente por erva-de-pred, erva-de-Sdo-Simao, capichingui,
capichingui-de-bicho, piraca, enxuga e nogueira. A espécie € muito comum no Brasil
e tida como erva daninha freqliente em pastagens, terrenos baldios e beira de
estradas (CABRERA, KLEIN; 1980; TOIGO et al., 2004).

Algumas das espécies do género Vernonia sao tradicionalmente usadas para
tratar desordens gastrointestinais, como as folhas frescas maceradas de V.
condensata, conhecida popularmente como fel-de-bugre, fel-de-indio ou aluma. O
uso tépico do extrato hidroalcodlico das folhas frescas desta espécie € amplamente
empregado pela populagdo para tratar uma variedade de afeccdes cutaneas,
incluindo Ulceras crénicas (MONTEIRO et al., 2001).

Varias espécies de Vernonia tém demonstrado atividades biol6gicas em
diferentes estudos, como antiinflamatérias (IWALEWA; IWALEWA; ADEBOYE, 2003;
MAZUMDER et al., 2003), antipirética (GUPTA et al., 2003), anticancer (HOWARD;
GARRA; ISHIDA, 2003; IZEVBIGIE; BRYANT; WALKER, 2004; LAMBERTINI et al.,
2004), antimalarica (ABOSI; RASEROKA, 2003) e antimicrobiana (MONTEIRO et al.,
2001; BRASILEIRO et al., 2006).

O g¢énero Vernonia produz lactonas sesquiterpénicas caracteristicas,

metabolitos tipicos da familia Asteraceae. Estas lactonas apresentam varias
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atividades bioldgicas ja descritas na literatura, como fungistaticas (KRISHNA
KUMARI et al.,, 2003), relaxantes do musculo liso (CAMPOS et al., 2003) e
citotoxicas (KUO et al., 2003). Outras substancias isoladas de Vernonia séo
flavondides (HUANG; DING; LIU, 2003), esterdides (TCHINDA et al., 2003) e
polissacarideos (NERGARD et al., 2004).

A Vernonia scorpioides teve comprovada atividade fungicida (FREIRE et al.,
1996) e leve atividade cicatrizante (LEITE et al., 2002; DALAZEN et al., 2005).
Estudos comprovam também que a fragdo diclorometano da Vernonia scorpioides
inibe totalmente o desenvolvimento de tumor ascitico de Ehrlich quando em contato
direto com as células tumorais. Contrariamente, no tumor sélido ndo houve influéncia
da via de administracdo oral ou intraperitoneal no desenvolvimento do tumor,
sugerindo acbes enzimaticas que desativem a via sistémica. A fracdo ainda
aumentou o influxo de neutréfilos para a cavidade peritoneal, propriedade que pode
justificar a exacerbacao desta atividade citotdxica e demonstrar o potencial efeito
antitumoral (PAGNO et al., 2006). Recentemente foi relatada a atividade citotoxica
das lactonas sesquiterpénicas e do poliacetileno obtido desta espécie sobre células
tumorais Hela, com inducdo de apoptose e aumento na expressao de caspase 3
deste Gltimo composto (BUSKUHL, 2007).

Todas as seis plantas descritas acima ndo apresentam dados na literatura
quanto a atividade biolégica relacionada a resposta imune adquirida. Assim, o
presente estudo permitira igualmente mapear quais as plantas com agdo sobre a
resposta proliferativa de células mononucleares humanas mais promissoras, para o
desenvolvimento de estudos seqlenciais envolvendo marcadores moleculares

relacionados a resposta imune adaptativa.
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Figura 6. Fotos ilustrativas Vernonia scorpioides
Fonte: BITTRICH; AMARAL, 2004.

A grande diversidade da flora, principalmente a brasileira, pode ser melhor
estudada e explorada, tanto no descobrimento de novas substancias com potencial
terapéutico quanto na elucidacdo de inUmeras substancias que sao utilizadas pela
populacdo sem a comprovagao das propriedades, efeitos farmacoldgicos e efeitos
téxicos. A pesquisa das propriedades imunomodulatérias de plantas medicinais, bem
como dos mecanismos de acdo envolvidos, podera possibilitar perspectivas
plausiveis no que tange a imunoterapia e proporcionar novos conceitos acerca do
efeito sobre a imunidade (TAVARES, 1996; PLAEGER, 2003).

3.2 Sistema Imune

O meio ambiente contém uma grande variedade de agentes infecciosos que
podem causar doengca e Obito do hospedeiro. A Imunologia € o estudo dos
mecanismos fisioldgicos que os seres humanos e outros animais usam na defesa
contra a invasdo por estes agentes infecciosos (PARHAM, 2001). O termo
imunidade é derivado da palavra em latim immunitas, que se refere a isencao de
varios deveres civicos e de processos legais destinada aos senadores romanos
durante o mandato. Historicamente, imunidade significa protecdo contra doenca e,
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mais especificamente, contra doencas infecciosas. As células e moléculas
responsaveis pela imunidade constituem o sistema imune, enquanto que a resposta
coletiva e coordenada a introducdo de substancias estranhas no organismo é
chamada resposta imune (ABBAS; LICHTMAN, 2007).

A resposta imune envolve, primeiramente, o reconhecimento de um agente
agressor estranho e, em segundo lugar, a elaboracdo de uma reagdo com a
finalidade de elimina-lo do organismo. O organismo responde a invasao por um
agente estranho de duas maneiras distintas e correlacionadas, a resposta imune
inata e a resposta imune adaptativa. Os mecanismos envolvidos na imunidade inata
iniciam o processo de defesa, estando sempre presentes e sendo rapidamente
ativados, embora nem sempre com capacidade de eliminar o agente estranho. A
eliminagdo do agente e do processo infeccioso é realizada pelo desenvolvimento e
acao da resposta imune adaptativa. As principais caracteristicas desta resposta séo
a especificidade ao agente agressor € a memoéria imunoldgica, esta Uultima
propiciando resposta de defesa mais eficiente, rapida e intensa quando no segundo
contato com o agente (ROITT; BROSTOFF; MALE, 2003).

A imunidade inata, ou inespecifica, é conferida por elementos que constituem
barreiras efetivas contra a invasao por varios microrganismos, como a pele,
membranas mucosas, secrecgoes, reflexos de tosse e substancias quimicas. Outros
componentes sao também caracteristicos desta imunidade, como diversos
mediadores farmacol6gicos e proteinas séricas como complemento e interferons,
além das células conhecidas como mondcitos, linfécitos, macréfagos, neutréfilos,
eosindfilos e basoéfilos. Todos os elementos que constituem a resposta imune inata
afetam o agente estranho e aumentam a eficiéncia das reacdées do hospedeiro
contra 0 mesmo, especialmente pela interagdo no desenvolvimento da resposta
imune adaptativa (PAUL, 2003).

A imunidade adaptativa, ou especifica, € mais especializada do que a
resposta inata. O contato inicial com o0 agente desencadeia uma série de eventos
que levam a ativacao das células desta resposta imune, os linfécitos T e B. Estas
células sao produzidas na medula 6ssea a partir da célula progenitora steam cell. A
diferenciacao dos linfécitos B ocorre na propria medula éssea, enquanto que 0s
linfécitos T amadurecem no timo, diferenciando-se em linfécitos T auxiliares, que
expressam a proteina CD4 na membrana celular, ou em linfocitos T citotoxicos, que
expressam CD8 (HENRY, 1999; PARHAM, 2001).
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Os linfocitos reconhecem o antigeno através de proteinas presentes na
membrana celular, que no linfécito B s&o imunoglobulinas e no linfécito T sdo os
receptores de células T. Os linfécitos B podem reconhecer qualquer tipo de
antigeno, inclusive na forma nativa, sofrendo mitoses sucessivas quando ativados.
Posteriormente ao ciclo de mitoses estes linfécitos B se diferenciam em plasmécitos,
que sao as células secretoras dos anticorpos efetores da resposta imune humoral. A
interacdo quimica altamente especifica entre os anticorpos, ou imunoglobulinas, € o
agente estranho, tém por funcado neutralizar a atividade do agente e desencadear
mecanismos de defesa que culminem na eliminagdo do mesmo (REEVES; TODD,
2000; ROITT; BROSTOFF; MALE, 2003).

Os linfocitos T, contrariamente aos linfécitos B, reconhecem apenas a
seqUéncia primaria de pequenos peptideos derivados de antigenos protéicos. Para
gue o reconhecimento ocorra € necessario que estes peptideos estejam ligados a
determinadas moléculas expressas na superficie de células apresentadoras de
antigenos, as proteinas do complexo principal de histocompatilidade (MHC). Os
antigenos protéicos extracelulares sao fagocitados pelas células apresentadoras de
antigenos, processados até pequenos peptideos pela agdo de proteases dentro de
vesiculas endociticas, e entédo ligados as moléculas do MHC classe |l e expressos
na membrana celular para que possam ser reconhecidos pelo linfécito T CD4.
Contrariamente, os antigenos protéicos intracelulares sintetizados no citosol sao
processados em pequenos peptideos pelo proteassoma, transportados para o
reticulo endoplasmatico, e entdo ligados as moléculas do MHC de classe | e
expressos na superficie da célula para que possam ser reconhecido pelo linfocito T
CD8 (ROCHA; GORESCU; BELTRAME, 2007).

Os linfocitos T, através do receptor de célula T, interagem com o peptideo
apresentado pelo MCH na superficie da célula apresentadora de antigeno,
desencadeando o processo de ativacdo celular quando o agente € reconhecido
como estranho. Este processo promove divisbes mitoticas sucessivas do linfocito T,
formando um repertério de células responsaveis pela resposta imune celular. A
maioria das células que expressam CD4 tem acdo auxiliar na resposta imune
através da producéao de citocinas, enquanto que as células que expressam CD8 tém
acao citolitica e sdo capazes de destruir células que carreguem na superficie
antigenos estranhos complexados ao MHC (HENRY, 1999; PARHAM, 2001).
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Toda atividade do sistema imune pode ser estimulada ou suprimida, no
processo conhecido como imunomodulacao. Este processo altera o sistema imune e
interfere nas funcbes fisiolégicas do mesmo, apresentando como resultado a
exacerbacdo ou a supressdao da resposta imune inata e/ou adaptativa. A
imunoestimulacdo em individuos portadores de imunodeficiéncia, como a AIDS, tem
fundamental importancia no restabelecimento da capacidade do organismo em
responder as doencas oportunistas. Contrariamente, a imunossupressao implica
principalmente na diminuigao da resposta imune, que embora reduza a resisténcia a
infeccdes tem grande utilidade em casos especificos, como na terapia em
transplantados evitando a rejeicdo ao enxerto (PATWARDHAN et al., 1990;
MAKARE; BODHANKAR; RANGARI, 2001).

Desde a década de 80, considerando a necessidade de controle e equilibrio
entre as atividades estimulatérias e supressoras do sistema imune, a identificagao e
caracterizacdo de compostos naturais com atividade imunomodulatéria tem se
apresentado como é&rea de interesse cientifico (PHILLIPSON, 2003). As
metodologias laboratoriais que permitem a avaliacdo da resposta imune se
desenvolveram gradativamente a partir das duas ultimas décadas, e atualmente tém
apresentado padronizagdes que podem levar ao emprego mais amplo e efetivo
destes métodos de estudo (HENRY, 1999). Assim, o efeito de extratos, fracoes e
compostos obtidos de plantas sobre a atividade imunomodulatéria tem sido foco de
estudo de pesquisadores da area de fitofarmacos, e pode ser determinada tanto em
modelos in vivo quanto em modelos in vitro (PANDIMA DEVI et al., 2003).

O teste de proliferacdo de linfécitos, também conhecido como
linfoblastogénese ou transformacao blastica, € um ensaio in vitro que permite
verificar a estimulacdo ou supressao dos linfocitos frente aos compostos naturais,
simultaneamente ou ndo aos mitégenos (PANDIMA DEVI et al., 2003; PAUL, 2003;
ABBAS; LICHTMAN, 2007; ROCHA; GORESCU; BELTRAME, 2007). Os mitégenos
sao substancias obtidas geralmente de plantas, conhecidas coletivamente como
lectinas, e que possuem a habilidade de induzir a ativagdo e conseqlente
proliferacdo dos linfécitos T e/ou B de maneira similar aos antigenos especificos.
Estas lectinas se ligam aos receptores da superficie celular suscitando um sinal
intracelular semelhante ao antigeno, e que é interpretado pela célula como indicador
para realizacao das etapas do ciclo celular a fim de realizar a mitose. Ao contrario do
antigeno, o mitégeno estimula uma grande proporcdo de linfocitos
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independentemente da especificidade antigénica, uma vez que ndo se liga ao
receptor antigeno especifico da célula, como faz o antigeno (ROCHA; GORESCU;
BELTRAME, 2007).

Um dos mitdgenos frequentemente utilizado é uma lectina obtida de
Phaseolus vulgaris, a PHA, que € uma proteina vegetal polimérica de 140.000 kDa
empregada na ativagdo dos linfocitos T humanos e murinos. Outro mitégeno, o
PWM, é uma proteina vegetal de 32.000 kDa extraido da Phytolacca americana e
usualmente utilizado para ativar linfécitos B dependentes de linfécitos T, também
humanos e murinos. Ainda ha outros estimuladores amplamente utilizados, como
lipopolissacarideo (LPS), concanavalina A (ConA) ou antigenos especificos obtidos
de diferentes agentes agressores. O periodo de incubacao necessario para que 0s
mitbgenos interajam com as células e exergam a atividade proliferativa no teste de
linfoproliferacédo varia de acordo com o mitbgeno empregado, como 72 horas para a
PHA e 144 horas para o PWM (MYERS,1995; PANDIMA DEVI et al., 2003; PAUL,
2003; ABBAS; LICHTMAN, 2007; ROCHA; GORESCU; BELTRAME, 2007).

As células utilizadas no ensaio sdo obtidas a partir do isolamento de
populacdes mononucleares do sangue periférico humano, assim como células
esplénicas de camundongos, representando respectivamente o modelo de estudo
humano e murino. No modelo murino € possivel ainda avaliar as células obtidas de
animais que receberam previamente a suplementacdo dietética com o composto
natural foco do estudo (DENIZOT; LANG, 1986, BUENO et al., 2001). O aumento no
namero de células durante a realizacdo do ensaio indica que houve proliferacdo dos
linfécitos T, ou seja, que estas células mantidas no cultivo celular foram ativadas.
Varias metodologias permitem identificar a presenca ou nao da proliferagao celular,
como a contagem do numero de células, a formacao de colénias em microscopia, a
incorporacao do indicador radioativo timidina-triciada durante a sintese do DNA, ou a
reducdo do azul de tetrazolium — MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difeniltetrazolio] (MOSMANN, 1983).

No ensaio de reducao do MTT, a atividade metabdlica e a respiracao celular,
via desidrogenases mitocondriais, degradam o reativo e promovem a formacao de
cristais corados de formazan. Estes cristais, quando dissolvidos, formam cor soluvel
cuja intensidade é quantificada em densidade O6ptica por espectrofotometria. O
resultado obtido em densidade Optica corresponde diretamente a atividade

metabodlica das células presentes na cultura celular, ou seja, quanto maior a
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intensidade de cor maior o numero de células presentes no cultivo e maior a
proliferacao celular (MOSMANN, 1983; DENIZOT; LANG, 1986). Esta metodologia é
de custo relativamente baixo, sensivel e de rapida aplicacao, necessitando como
equipamento apenas um leitor de microplacas e dispensando a complexidade do
uso de radioatividade (MOSMANN, 1983).

Este modelo metodolégico de reducdo do MTT tem sido empregado por
varios autores na avaliagao de extratos, fracbes e substancias isoladas de plantas
medicinais. Um exemplo de aplicacdo desta metodologia com revelacao pelo MTT
demonstrou que o extrato de Clausena escavata, planta usada na medicina popular
no tratamento de céancer na Tailandia, possui atividade imunomodulatéria com
estimulo da fagocitose em camundongos (MANOSROI;
SARAPHANCHOTIWITTHAYA; MANOSROI, 2003). Recentemente este mesmo
modelo de estudo revelou o potencial estimulatério de quatro plantas mexicanas, a
Ocinum basilicum, Persea americana, Plantago virginica e Rosa spp. sobre a
proliferacao in vitro de linfocitos T de ratos (GOMEZ-FLORES et al., 2008).

A avaliacao da proliferacao celular revelada com timidina triciada também tem
sido empregada, como na identificacdo do efeito imunossupressor da arborinina
sobre a proliferacéo de células esplénicas frente a ConA e ao PWM. A arborinina é
um alcaldide obtido da Erthela bahiensis, planta utilizada na medicina popular como
diurética, antibiabética, antitérmica e expectorante (ROSEGHINI et al., 2006).

No modelo humano a aplicacao do teste de linfoproliferacdo tem propiciado o
mapeamento de grande numero de exemplares da flora medicinal mundial com
efeito imunomodulador. O extrato etanédlico de Acorus calamus apresentou atividade
inibitéria da proliferacdo de células mononucleares humanas frente a PHA e a
proteina derivada purificada (PPD), detectados no teste de linfoproliferacdo com
revelagdo pela timidina triciada (MEHROTRA et al., 2003). Esta planta é
tradicionalmente empregada na medicina Ayurvédica no tratamento de insénia,
melancolia, neuroses, epilepsia, perda de memoaria e febre persistente, sendo que o
mesmo extrato ja havia demonstrado atividade sedativa, analgésica e hipotensiva
(AGARWAL; SINGH, 1999).

Uma extensiva triagem realizada pelo teste de linfoproliferacdo com células
humanas avaliou a atividade de 163 espécies de um total de 36 familias de plantas
brasileiras. Por meio de marcacdo do DNA com timidina triciada na revelacdo do

teste de linfoproliferacdo com células mononucleares humanas, foi identificada
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presenga de atividade antiproliferativa em 20 dos 313 extratos obtidos extratos,
correspondendo a 15 espécies estudadas (SOUZA-FAGUNDES et al., 2002).

Neste mesmo modelo, os extratos metandlicos das plantas de Justicia
gendarussa, Plumbago indica, Aloe vera e Aegle marmelos usadas, mostraram
significante diminuigdo na proliferagdo de linfocitos estimulados com PHA, sugerindo
que estas plantas afetam a proliferacdo de células T de forma dose-dependente
(AROKIYARAJ et al.,, 2007). Contrariamente, os extratos obtidos a partir de
Gynostemma pentaphyllum, Houttunya cordata e Phytolacca americana possuem
atividade imunoestimulatéria, sugerindo que linfécitos humanos podem ser usados
para determinar efeitos de plantas medicinais no sistema imune (SRIWANTHANA et
al., 2007).

A revelacdo do teste de linfoproliferacdo apresenta diversas possibilidades
metodoldgicas, além da revelacdo com timidina. A microscopia éptica pode ser
empregada na identificacdo e contagem de células blasticas coradas com corante
hematoldgico e na contagem de formacao de colénias de células mononucleares
cultivadas. Estas variacbes metodoldgicas foram utilizadas por Pereyra et al. (2005)
na identificagdo da propriedade imunomodulatéria de Minthostachys verticillata, com
estimulo da resposta imune mediada por células similar aos mitogenos PHA e PWM.

Por fim, o MTT tem sido empregado como método alternativo na revelagéao de
testes de proliferacéao celular de atividade citotoxica, apresentado vantagens como a
nao utilizacdo de material radioativo, menor tempo necessario para a leitura,
inexisténcia de etapas de lavagens apds a adi¢do do substrato, sendo que este nao
interfere na quantificagdo do numero e da fungéo das células vivas ao final do ensaio
(MOSMANN, 1983). Este modelo de revelacdo mostrou estimulo de 25% na
proliferacdo de linfécitos humanos quando estes foram tratados in vitro com acido

okadalico isolado da esponja marinha Halichondria okadai (SILVA et al., 2004).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Pesquisa experimental laboratorial de amostra biolégica humana.

4.2 Local de estudo

O presente estudo foi realizado nos laboratérios 310 e 311 do Curso de
Farméacia e no Laboratério de Cultivo Celular do Centro de Ciéncias da Saude,
Campus | da Universidade do Vale do ltajai (UNIVALI).

4.3 Populacao/amostra

Foram estudadas células mononucleares obtidas do sangue periférico de 100
individuos saudaveis. As amostras foram colhidas com anti-coagulante heparina no
momento da coleta de sangue para a execucado de outros exames laboratoriais no
Laboratério Escola de Andlises Clinicas (LEAC) da UNIVALI. Somente participaram
da pesquisa doadores voluntarios e que tinham como pedido médico a prescricao de
exames de rotina.

Este estudo foi realizado de acordo com as normas éticas para pesquisa
envolvendo seres humanos vigentes na UNIVALI, de acordo com a Resolugédo n°
196/96 do Conselho Nacional de Saude sobre o assunto (BRASIL, 1996) e conta
com parecer favoravel pela Comissdo de Etica em Pesquisa da UNIVALI (parecer
namero 06/06).
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4.4 Coleta de dados ou descricao dos procedimentos experimentais

Obtencao do material botanico

Os extratos metanolicos utilizados no presente estudo foram fornecidos pelos
colaboradores do presente projeto, Prof. Dr. Valdir Cechinel Filho (Calophyllum
brasiliensis e Ipomoea pes-caprae), Prof. Dr. Rivaldo Niero (Matayba elaeagnoides
Maytenus robusta e Rubus imperialis) e Profa. Dra. Maique Weber Biavatti (Vernonia
scorpioides).

As raizes de Calophyllum brasiliensis foram coletadas na Trindade,
Florian6polis - SC, com uma exsicata depositada no Herbario Barbosa Rodrigues em
Itajai-SC sob numero VC Filho 007. A planta inteira de Ipomoea pes-caprae foi
coletada na Praia da Esplanada, Jaguaruna - SC, e uma exsicata foi depositada no
mesmo Herbario sob nimero V.C. Filho 009. As cascas de Matayba elaeagnoides
foram coletadas no municipio de Cagador - SC, tendo uma exsicata depositada no
mesmo Herbario sob numero MTS 001. As partes aéreas de Maytenus robusta
foram coletadas no Morro do Bad, llhota - SC, com uma exsicata depositada no
mesmo Herbario sob nimero V.C. Filho 016. As partes aéreas de Rubus imperialis
foram coletadas em Sao Sebastido, Treze de Maio - SC e uma exsicata foi
depositada no mesmo Herbario sob numero V.C. Filho 012. As folhas e
inflorescéncias de Vernonia scorpioides coletadas em Navegantes - SC, em local
previamente determinado, foram identificadas pela Dra. Ana Claudia Araujo, sendo
comparada a exsicatas tombadas no Herbario Barbosa Rodrigues sob numero HBR,
M. Biavatti 11.

O extrato alcodlico das plantas descritas citadas acima foi preparado a partir
do material vegetal seco e triturado. O liquido extrator empregado foi o0 metanol, em
processo de maceracao durante 10 dias em recipiente fechado, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. O material obtido foi filtrado e concentrado por
evaporacao e pressao negativa. Estudos realizados anteriormente com estes
extratos metandlicos empregaram métodos espectroscdpicos como infravermelho,
ressonancia magnética nuclear de préton e carbono 13 e técnicas bidimensionais
para elucidacao estrutural e caracterizacao fitoquimica (KROGH et al., 1999; NIERO
et al., 1999; SILVA et al., 2000; NIERO et al., 2001; SOUZA, 2006; BUSKUHL,
2007).
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Os extratos metandlicos foram conservados em dessecador com silica. No
momento do uso, os extratos foram reconstituidos em 2% de dimetilsulfoxido
(DMSO) (VETEC Quimica Fina LTDA, Duque de Caxias, RJ), constituindo junto com
meio de cultura Dulbelccos’s Modified Eagles Médium (DMEM, Sigma Inc., catalogo
n® D7777, St. Louis, MO, USA) os extratos concentrados a 1 mg/mL. O extrato
concentrado foi submetido a processo de filtragdo em membrana com poro de 0,22

um para garantia da esterilidade do mesmo.

Teste de proliferacao linfocitaria

O procedimento foi realizado em cémara de fluxo laminar. As células
mononucleares periféricas foram obtidas por separacdo em gradiente de densidade
(Ficoll-Pasque™ Plus, Amersham Biosciences, Upsala, Suica) e determinada a
concentracao e viabilidade celular com azul de Trypan (BOYUM, 1968). Somente
foram utilizadas amostras com viabilidade superior a 90%.

O meio de cultura empregado nos experimentos de cultivo celular foi
suplementado com 10% de soro bovino fetal, 2% de bicarbonato de sédio a 10%,
1% de L-glutamina a 200 mM, 1% de HEPES a 10 mM e 110 mg/mL de piruvato de
sédio (BUENO et al., 2001). Os ensaios foram realizados em triplicata e incubados
em placas de cultura celular com 96 pocos com fundo chato, com tampa e estéreis
(TTP - Techno Plastic Products, Trasadingen, Suica), a 37 °C em atmosfera com 5%
de CO, durante 72 horas para PHA e PWM e ainda durante 144 horas para PWM,
periodos estes determinados de acordo com a literatura (WAJNER et al., 1999;
SOUZA-FAGUNDES et al., 2002; MEHROTRA et al., 2003; MONTELLI; SOARES;
PERACOLI, 2003; BESSLER et al., 2005; DUARTE; SILVA, 2007; SILVA 2007).

O teste de proliferacdo com PHA a 5 ug/mL como controle positivo teve a
concentracgdo celular definida em 1 x 10° células/mL em estudo prévio com curva de
crescimento realizado no laboratério (DUARTE; VIEIRA, 2007; SILVA et al., 2007). A
partir deste dado, foi ensaiada esta mesma concentracao celular frente ao PWM na
concentracdo de 5 ug/mL (0,5 ug/cavidade), com o objetivo de verificar se esta
mesma concentracdo poderia ser empregada com este mitdgeno nos periodos de
incubacédo de 72 e de 144 horas. Foram realizados seis experimentos em ftriplicata

nesta etapa do estudo.
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O teste de proliferacao linfocitaria avaliou os extratos metandlicos das plantas
nas concentracées de 10 pg/mL, 50 upg/mL, 100 pg/mL e 200 pg/mL,
respectivamente 1, 5, 10 e 20 pg/cavidade, na presenca e na auséncia dos
mitdgenos. Os ensaios com os extratos incluiram: a) teste de proliferacéo celular na
auséncia dos mitdégenos, com incubacao de células e extrato com meio de cultura; e
b) teste de proliferacdo celular na presenca dos mitdgenos, com incubacdo de
células e extrato com PHA ou PWM, isoladamente, em meio de cultura.

Os procedimentos experimentais na cultura celular incluiram também diversos
controles internos, a saber: a) controle do meio de cultura, com plagueamento de
meio de cultura apenas; b) controle dos mitégenos, com incubacao de PHA e PWM,
separadamente, com meio de cultura; c) controle dos extratos, com incubacdo do
extrato com meio de cultura; d) controle negativo de proliferacdo, com incubacéo de
células e meio de cultura; e) controle positivo de proliferacdo para PHA, com
incubacgao de células e PHA com meio de cultura; f) controle positivo de proliferacao
para PWM, com incubacao de células e PWM com meio de cultura.

A proliferacdo celular foi identificada pelo ensaio de reducdo do MTT, que
forma coloracdo azulada quando o MTT é convertido em sal de formazan pela
atividade da desidrogenase mitocondrial das células vivas durante a respiracao
celular e consumo de O, (MOSMANN, 1983). Para este procedimento, foram
adicionados 10 uL de MTT (Amreco, Solon, Ohio, USA) a 5 mg/mL em NaCl 0,9% a
cada cavidade da placa cerca de trés horas antes do final do periodo de incubacéo.
Ao término do periodo de incubagao foram adicionados 100 uL de dodecil sulfato de
sédio (SDS - Amreco, Sélon , Ohio, USA) a 10% em &cido cloridrico a 0,001 N e
deixado over night para a completa dissolucdo dos cristais. A intensidade de cor
formada pela degradacdao do MTT foi quantificada, em densidade Optica, por
espectrofotobmetro de microplacas a 540 nm (Quick ELISA, Drake, Sao Paulo, SP)
(MOSMANN, 1983; DENIZOT; LANG, 1986). Os extratos com densidade O6ptica
acima de 0,300 quando incubados com meio de cultura apenas tiveram o valor
decrescido na densidade Optica do teste de linfoproliferacdo, evitando assim a
superestimacao do resultado obtido.

Os resultados obtidos no teste de linfoproliferacdo com os extratos foram

apresentados em percentagem média de crescimento de quatro experimentos
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realizados em triplicata. A percentagem de crescimento elimina as variagdes inter-
testes da execucgao do procedimento e é obtida pela férmula
% crescimento = 100 x (DOt - DOc) / DOc

onde DOt corresponde a densidade Optica do teste e DOc refere-se a densidade
Optica do controle negativo de proliferacdo, correspondendo a atividade metabdlica
das células presentes na cultura celular, ou seja, a viabilidade das mesmas. Desta
forma, um resultado positivo indica que o composto adicionado ao cultivo induziu a
proliferacao celular (MANOSROI; SARAPHANCHOTIWITTHAYA; MANOSROI,
2003; RISCO et al., 2003).

4.5 Analise e discussao dos dados

Os dados obtidos foram avaliados estatisticamente pelos testes Kruskall-
Wallis e U de Mann-Whitney para a determinacdo da significAncia estatistica dos
mesmos. A correlacdo entre a concentracdo do extrato e efeito sobre a proliferacao
celular foi avaliada pela curva de crescimento obtida a partir da linha de tendéncia

polinomial na ordem 3, com valor R?=1,0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo do sistema imune, o termo imunomodulagdo é comumente
empregado devido ao controle e equilibrio necessarios entre as atividades
estimulatorias e supressoras do sistema para a manutencdo da integridade do
organismo (PHILLIPSON, 2003). Varias metodologias laboratoriais que permitem a
avaliacao da resposta imune tém sido desenvolvidas, principalmente a partir das
duas ultimas décadas. Atualmente estas metodologias apresentam emprego amplo e
efetivo devido as condicoes de padronizacao das mesmas (HENRY, 1999; ROCHA;
GORESCU; BELTRAME, 2007).

O efeito dos extratos metandlicos das plantas medicinais sobre a atividade
imunomodulatéria aqui apresentado foi determinado pelo modelo in vitro de
linfoproliferacdo com revelacao pelo MTT. O acréscimo na reducao do MTT pelas
enzimas mitocondriais representa o aumento no numero de células durante a
realizacdo do ensaio, indicando que houve proliferacao dos linfécitos T, ou seja, que
estas células mantidas no cultivo celular foram ativadas. Desta forma, este teste
permite verificar a estimulacdo ou supressao dos linfocitos frente aos compostos
naturais, simultaneamente ou nao aos mitégenos (MOSMANN 1983; PANDIMA
DEVI et al., 2003; ROCHA; GORESCU; BELTRAME, 2007).

A aplicacédo do teste de proliferacao linfocitaria somente pode ser realizada
apos a certificagcdo de que as variaveis envolvidas no ensaio foram adequadamente
estabelecidas, a fim de obter o real resultado do composto alvo em estudo. O
periodo de incubacdo de 72 horas para PHA no cultivo celular foi determinado junto
a literatura (WAJNER et al., 1999; BUENO et al., 2001; SOUZA-FAGUNDES et al.,
2002; MEHROTRA et al., 2003; MONTELLI; SOARES; PERACOLI, 2003; BESSLER
et al., 2005; DUARTE; VIEIRA, 2007).

O teste de proliferacdo, previamente padronizado por meio de curva de
crescimento, definiu o uso de PHA a 5 ug/mL (0,5 ug/cavidade) e de células
mononucleares humanas a 1 x 10° células/mL (1 x 10° células/cavidade) (DUARTE;
VIEIRA, 2007; SILVA et al., 2007). A mesma concentracdo celular de 1 x 10°
células/mL (1 x 10° células/cavidade) foi avaliada frente ao PWM na concentragao

de 5 ug/mL (0,5 pg/cavidade) em incubagao de 72 horas (Figura 7A) e de 144 horas
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(Figura 7B), demonstrando viabilidade no uso como controle positivo da proliferacao
celular. Esta mesma concentracao celular tem sido descrita na literatura em ensaios
de cultivo de células mononucleares humanas, inclusive em testes de
linfoproliferagdo (BUENO et al, 2001; SOUZA-FAGUNDES et al., 2002).

50 A
a0 -

8

o

g 30

-

a

o 20 -

=]

X
mi . [
] O

1 2 3 4 5 6

50 B
40 -

s

o

g 30 -

2

a

S 20

=]

3
N 1
0

1 2 3 4 5 6

Numerodo experimento

Figura 7. Proliferacdo das células mononucleares humanas (1 x 10° células/mL) frente ao
estimulo de pokeweed mitogen (5 pg/mL) em incubacgédo a 37 °C com 5% de CO, durante 72
horas (A) e 144 horas (B). Resultados expressam a média e desvio padrdo da triplicada de

cada experimento.
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5.1 Calophyllum brasiliensis

As Figuras 8 e 9 apresentam os resultados obtidos com o extrato metandlico
de Calophyllum brasiliensis nas concentragdes de 10, 50, 100 e 200 pg/mL, em
incubagao isolada ou simultdnea aos mitdgenos, representando a percentagem
média de crescimento de quatro experimentos realizados em triplicatas. As células
mononucleares humanas incubadas isoladamente com o extrato por periodo de 72
horas mostraram percentagem de crescimento média de 20,6 a 47,4%, com maior
crescimento a 200 pg/mL (Figura 8A). Quando o extrato foi incubado
simultaneamente aos mitbgenos, a percentagem de crescimento foi de 14,3 a 35,3%
para PHA (Figura 8B) e de 2,9 a 38,5% para PWM, respectivamente com maior
crescimento a 100 pg/mL e a 200 pg/mL (Figura 8C).

Embora o extrato tenha apresentado resultados de proliferagcdo celular
positivos, a inducdo do crescimento celular foi significativamente superior aos
controles positivos apenas quando o extrato foi incubado isoladamente no cultivo
celular (Figura 8A), nas concentragbes de 50, 100 e 200 pg/mL frente ao controle
positivo PHA (9,7%) (p<0,041) e nas concentragbes de 10, 50, 100 e 200 pg/mL
frente ao controle positivo PWM (8,9%) (p<0,049). O resultado encontrado com 100
Hg/mL ndo mostrou significancia devido a elevada variagdo obtida, demonstrada na
figura pelo desvio padrao, inclusive com média similar a concentracao de 50 pug/mL.
Como todo ensaio bioldégico com cultivo de células primarias, a variabilidade nos
ensaios € determinada por varios fatores, como genética e condicdo imune do
doador, execugao do procedimento extremamente laboriosa e demorada, preparo
diario das diluicbes do extrato, entre outros. Considerando o periodo de 72 horas é
usualmente utilizado no teste de linfoproliferacdo para avaliar a ativagao de linfécitos
T, estes resultados sugerem que extrato metandlico de Calophyllum brasiliensis

induz a proliferacdo deste tipo celular.
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Resultados apresentados como média e desvio-padrao de quatro experimentos realizados em
triplicata.

Figura 8. Avaliagdo da proliferagéo de células mononucleares humanas, em percentagem de
crescimento, na presenca e na auséncia de estimulo mitogénico fitohemaglutinina (PHA, 5
pug/mL) e pokeweed mitogen (PWM, 5 pg/mL) em incubagao de 72 horas a 37 °C e 5% de
CO. frente a extrato metandlico Calophyllum brasiliensis.
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O aumento no periodo de incubacao para 144 horas para avaliagdo da proliferacao
de linfécitos B revelou percentagem de crescimento de -6,0 a 69,5% quando
incubado extrato isolado no cultivo celular, e de -9,0 a 42,4% quando incubado junto
ao mitégeno PWM (Figura 9).

Dentre as quatro concentracdes do extrato avaliadas, apenas a concentracao
de 10 pg/mL tanto isolada quanto com o mitdégeno, mostrou significancia frente ao
controle positivo PWM (21,0%) devido a inibigdo na proliferagao celular, inclusive da
prépria atividade do PWM (p=0,029). Assim, a combinacao dos resultados obtidos,
somado ao fato do PWM ativar linfocitos B dependentes de linfocitos T (ROCHA;
GORESCU; BELTRAME, 2007), sugere que o extrato metandlico de Calophyllum
brasiliensis atua sobre a proliferagdo apenas dos linfécitos T.
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Figura 9. Avaliagédo da proliferagéo de células mononucleares humanas, em percentagem de
crescimento, na presenga e na auséncia de estimulo mitogénico pokeweed mitogen (PWM,
5 pg/mL) em incubacédo de 144 horas a 37 °C e 5% de CO, frente a extrato metandlico
Calophyllum brasiliensis.

O extrato metandlico de Calophyllum brasiliensis mostrou diferenca entre as
quatro concentragcdes empregadas no ensaio com células mononucleares humanas
apenas para o periodo de incubacao de 144 horas (p<0,033), com efeito dose-
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resposta verificado também em curva de crescimento obtida a partir da linha de
tendéncia polinomial na ordem 3, com valor R?=1,0 (Figuras 10D e 10E). No entanto,
a significancia frente o controle positivo PWM foi restrito a concentracao de 10
ug/mL, cuja percentagem de crescimento foi negativa, desvalorizando este efeito
dose-resposta.
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Figura 10. Curva dose-resposta do efeito do extrato metandlico de Calophyllum brasiliensis
incubado isolado (A e D) ou simultaneamente a fitohemaglutinina a 5 pug/mL (B) e ao
pokeweed mitogen a 5 pg/mL (C e E) no ensaio de proliferagdo com células mononucleares
humanas a 37 °C e 5% CO, durante 72 horas (A, B e C) e 144 horas (D e E).
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O extrato metandlico de Calophyllum brasiliensis na avaliagdo da atividade
imunomoduladora frente a proliferacédo de células esplénicas murinas demonstrou,
assim como observado no presente estudo, que o extrato estimula a proliferagdo de
linfécitos T, possibilitando um incremento na resposta imune celular (ZANDONAI,
2007). A fracdo hexanica desta espécie também mostrou aumento da hemopoiese
em camundongos, embora sem influéncia sobre o desenvolvimento do tumor
ascitico de Ehrlich (BREHMER, 2005). Esta fracdo nao apresentou toxicidade para a
linhagem linfocitaria humana MT2, mas teve importante inibicdo da atividade da
transcriptase reversa do virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HUERTA-
REYES et al., 2004).

As investigacdes fitoquimicas do género Calophyllum mostraram a presenca
de grande variedade de compostos, incluindo xantonas, cumarinas, biflavonoides,
chalconas, benzofenonas e triterpenos (ITO et al., 1999; ABE et al., 2004; ISAIAS et
al., 2004; GASPAROTTO et al.,, 2005), além de quercitina, acido galico, acido
protocatético, hiperosideo, amantoflavona (SILVA et al., 2001) e acido betulinico
(BUFFON, 2005).

A cumarina triciclica GUT-70, isolada das cascas de Calophyllum brasiliensis,
foi caracterizada como agente natural contra o cancer, pois inibiu o crescimento de
seis linhagens de células leucémicas humanas sem causar inibicdo da proliferacéo
dos leucécitos e hepatdcitos normais (ITO et al., 2003; KIMURA et al., 2005).

Um estudo feito com a isocumarina Tumberginol, extraida de Hydrangeae
dulcis folium, mostrou que esta ndo suprime a proliferacdo de linfécitos T
estimulados com PHA, embora suprima significantemente a proliferacao desta
populacao celular quando estimulada por concanavalina A (ConA) e de linfocitos B
estimulados com o mitégeno lipopolisacarideo (LPS) (SHIMODA et al., 1998).

Derivados do triterpeno friedelina obtido da casca de Quercus suber provaram
potente inibicdo da proliferagédo de linfécitos humanos e do crescimento de linhagem
de células de cancer humano (MOITEIRO et al., 2001). Este mesmo composto
friedelina, isolado das folhas da Justicia gendarussa, revelou atividade inibitéria da
proliferacdo de linfécitos humanos, com inibicdo maxima de 85% quanto utilizado o
extrato metandlico da planta (AROKIYARAJ et al.,, 2007). Conforme literatura, o
acido betulinico, outro composto também encontrado na Calophyllum brasiliensis,
tem sido relatado como promissor agente anti-cancer contra melanoma, inibindo o

crescimento das células cancerosas e induzindo a apoptose (PETTIT, 1996).
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Embora o triterpeno friedelina relatado na literatura como inibidor da
proliferacao de linfécitos esteja presente também na Calophyllum brasiliensis, a
concentragdo do mesmo no extrato utilizado neste estudo pode ser inferior aos
demais compostos que estimulam a proliferacdo celular. Desta forma, é possivel
inferir que compostos como as cumarinas estariam sobrepondo a atividade no cultivo
celular e mantendo a estimulacao da proliferacao linfocitaria. Este achado é um forte
indicativo para a continuidade nos estudos de fracbes e compostos isolados obtidos
a partir da Calophyllum brasiliensis para a identificacao das atividades especificas de
cada substancia.

Assim, de acordo com os dados da literatura descritos acima (SHIMODA et
al., 1998; ITO et al., 2003; KIMURA et al., 2005) e os resultados aqui reportados, a
substancias presentes na Calophyllum brasiliensis sugerem efeito toxico as células
tumorais, mas com efeito citoprotetor as células normais e inclusive com estimulo na

proliferacao de linfécitos T.

5.2 Ipomoea pes-caprae

As Figuras 11 e 12 apresentam os resultados obtidos com o extrato
metandlico de Ipomoea pes-caprae nas concentracbes de 10, 50, 100 e 200 pg/mL,
em incubacao isolada ou simultanea aos mitdégenos, representando a percentagem
média de crescimento de quatro experimentos realizados em triplicatas.

As células mononucleares humanas incubadas isoladamente com o extrato
por periodo de 72 horas mostraram percentagem de crescimento média de 90,6 a
140,8%, com maior crescimento a 200 pg/mL (Figura 11A). Quando o extrato foi
incubado simultaneamente aos mitdgenos, a percentagem de crescimento foi de
106,5 a 162,4% com maior crescimento em 10 pg/mL para PHA (Figura 11B) e de
104,7 a 211,1% para PWM e maior crescimento a 100 ug/mL (Figura 11C).

O extrato metandlico de Ipomoea pes-caprae parece induzir a proliferacao de
linfécitos T. Esta inferéncia é justificada pelo fato do extrato elevar significativamente
o crescimento celular quando o mesmo foi exposto em 72 horas junto aos
mitbgenos, na concentracao de 200 pg/mL com PHA (Figura 11B) (p=0,038) e a 10,
50, 100 e 200 pg/mL com PWM (Figura 11C) (p=0,008). O extrato também elevou

significativamente o crescimento celular quando o extrato foi incubado isoladamente
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no cultivo celular nas concentracées de 50, 100 e 200 pg/mL, frente ao controle
positivo PWM (4,7%) (Figura 11A) (p=0,008), o que nao pode ser detectado em

comparacao ao controle positivo PHA devido a variancia dos resultados do mesmo.
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Resultados apresentados como média e desvio-padrao de quatro experimentos realizados em
triplicata.

Figura 11. Avaliacdo da proliferagdo de células mononucleares humanas, em percentagem
de crescimento, na presenga e na auséncia de estimulo mitogénico fitohemaglutinina (PHA,
5 pug/mL) e pokeweed mitogen (PWM, 5 ug/mL) em incubacao de 72 horas a 37 °C e 5% de
CO, frente a extrato metandlico lpomoea pes-caprae.
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A manutencédo do cultivo celular por 144 horas mostrou menor indugdo na
proliferacao celular do que em 72 horas, de 28,4 a 44,4% quando incubado extrato
isoladamente, e de 26,2 a 56,3% quando incubado junto ao PWM, com maior
crescimento a 50 e 200 ug/mL, respectivamente (Figura 12). A somatéria deste
menor crescimento celular, do maior desvio padrdo obtido nos experimentos,
também do préprio crescimento obtido no controle positivo PWM (25,8%) mostrou
que nao ha diferenca significativa entre os mesmos (p=0,343). Desta maneira, os
resultados obtidos do o extrato metandlico de lpomoea pes-caprae sugerem que 0
mesmo tem acao apenas sobre a proliferacao dos linfécitos T.
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desvio-padrdo de quatro experimentos realizados em triplicata.

Figura 12. Avaliacdo da proliferagdo de células mononucleares humanas, em percentagem
de crescimento, na presenca e na auséncia de estimulo mitogénico pokeweed mitogen
(PWM, 5 pg/mL) em incubacdo de 144 horas a 37 °C e 5% de CO, frente a extrato
metandlico lpomoea pes-caprae.

As diferentes concentracbes do extrato metandlico de Ipomoea pes-caprae
utilizadas ndo demonstraram significancia entre elas, bem como efeito dose-
resposta, tanto em 72 horas de incubacédo quanto em 144 horas (Figura 13).
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Figura 13. Curva dose-resposta do efeito do extrato metandlico de Ilpomoea pes-caprae
incubado isolado (A e D) ou simultaneamente a fitohemaglutinina a 5 pug/mL (B) e ao
pokeweed mitogen a 5 pg/mL (C e E) no ensaio de proliferagdo com células mononucleares
humanas a 37 °C e 5% CO, durante 72 horas (A, B e C) e 144 horas (D e E).

Estudos fitoquimicos da Ipomoea pes-caprae tém identificado a presenca de
esterdides, terpendides, alcaldides e flavondides (SOUZA et al., 2000), de B-
damascenona, E-fitol, acido betulinico, triterpenos a e [(-amirina, acetatos,
isoquerticinas (PONGAPRAYOON et al., 1992; SOUZA et al., 2000) e isoprendides
(KROGH et al., 1999).

Os triterpenos e os flavondides tém sido descritos na literatura como
inibidores da proliferacdo de linfécitos. O triterpeno friedelina isolado tanto da casca
de Quercus suber (MOITEIRO et al., 2001) quanto das folhas de Justicia gendarussa



50

(AROKIYARAJ et al., 2007), apresentou inibigdo da proliferagdo de linfocitos
humanos. Igualmente, os flavondides extraidos da Alternanthera brasiliana
mostraram esta mesma atividade anti-proliferativa (BROCHADO et al., 2003).

Embora flavonédides e triterpenos estejam presentes na Ilpomoea pes-caprae,
a acao destes compostos parece estar sobreposta a atividade de outros, uma vez
que os resultados aqui obtidos mostraram aumento da proliferacdo celular com
ativacao dos linfécitos T. Esta hip6tese é suportada pela observacédo do estimulo da
proliferacao de leucdcitos na medula éssea de camundongos promovido pelo extrato
desta planta (BREHMER, 2005), bem como pela inducdo dose-dependente na
proliferacdo de células esplénicas murinas (COELHO et al.,, 2007; COELHO;
FERREIRA, 2007; ZANDONAI, 2007).

Considerando ainda que a literatura descreve o acido betulinico, também
presente nesta espécie, como promissor agente anti-cancer contra melanoma ao
inibir o crescimento das células cancerosas e induzir apoptose (PETTIT, 1996),
somado ao achado estimulador sobre a resposta linfocitaria, a continuidade dos
estudos com fragdes e compostos isolados desta espécie podem contribuir com os

avancos na area da imunoterapia.

5.3 Matayba elaeagnoides

As Figuras 14 e 15 apresentam os resultados obtidos com o extrato
metandlico de Matayba elaeagnoides nas concentracdoes de 10, 50, 100 e 200
Hg/mL, em incubagdo isolada ou simultdnea aos mitégenos, representando a
percentagem média de crescimento de quatro experimentos realizados em
triplicatas. As células mononucleares humanas incubadas isoladamente com o
extrato por periodo de 72 horas mostraram percentagem de crescimento média de
29 a 95,6%, com maior crescimento a 200 pg/mL (Figura 14A). Quando o extrato foi
incubado simultaneamente aos mitégenos, a percentagem de crescimento foi de 71
a 153,5% para PHA (Figura 14B) e de 63,9 a 111,7% para PWM (Figura 14C),
ambos com maior crescimento a 200 pg/mL.

A inducédo do crescimento celular foi significativamente superior aos controles
positivos quando o extrato foi incubado isoladamente no cultivo celular nas
concentracdes de 100 e 200 pg/mL frente aos controles positivos PHA (15,4%)
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(p=0,029) e PWM (14,6%) (p= 0,029) (Figura 14A), mostrando que o extrato tem por
si s6 atividade imunoestimuladora sobre a proliferacdo celular. Quando incubado
simultdneamente aos mitdgenos somente houve significancia frente a PHA nas
concentragbes de 10, 100 e 200 pg/mL (p=0,029), enquanto que comparado ao
PWM n&o houve significancia estatistica nestas condi¢cées de ensaio devido ao

elevado desvio padréo obtido (p= 0,343).
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Figura 14. Avaliacdo da proliferagcdo de células mononucleares humanas, em percentagem
de crescimento, na presenga e na auséncia de estimulo mitogénico fitohemaglutinina (PHA,
5 pug/mL) e pokeweed mitogen (PWM, 5 ug/mL) em incubacao de 72 horas a 37 °C e 5% de
CO:; frente a extrato metandlico Matayba elaeagnoides.
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A avaliacao do efeito do extrato metandlico de Matayba elaeagnoides sobre a
proliferacao celular quando o periodo de incubacao foi aumentado para 144 horas
revelou percentagem de crescimento de -10,1 a 29,7% quando incubado isolado no
cultivo celular, e de 31,3 a 60,2% quando incubado junto ao PWM (Figura 15).
Considerando a percentagem de crescimento do controle positivo (25,9%), apenas o
extrato isolado e na concentracao de 10 pg/mL mostrou significancia, cujo resultado
observado foi o efeito inibidor da proliferacdo celular (p=0,029). Portanto, a
combinacdo dos resultados obtidos em 72 e 144 horas sugere que o extrato
metandlico de Matayba elaeagnoides atua apenas sobre a proliferacao dos linfocitos
T.
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Figura 15. Avaliacdo da proliferagdo de células mononucleares humanas, em percentagem
de crescimento, na presenca e na auséncia de estimulo mitogénico pokeweed mitogen
(PWM, 5 pg/mL) em incubagdo de 144 horas a 37 °C e 5% de CO, frente a extrato
metandlico Matayba elaeagnoides.

O extrato metandlico de Matayba elaeagnoides demonstrou tendéncia ao

efeito dose-resposta em concentragdes inferiores a 100 pg/mL (Figura 16).
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Figura 16. Curva dose-resposta do efeito do extrato metandlico de Matayba elaeagnoides
incubado isolado (A e D) ou simultaneamente a fitohemaglutinina a 5 pug/mL (B) e ao
pokeweed mitogen a 5 pg/mL (C e E) no ensaio de proliferagdo com células mononucleares
humanas a 37 °C e 5% CO, durante 72 horas (A, B e C) e 144 horas (D e E).

De forma semelhante a Calophyllum brasiliensis e a lpomoea pes-caprae, 0S
resultados obtidos mostraram aumento da proliferacao celular com ativagdo dos
linfécitos T, atividade esta ainda sem relatos na literatura até o presente momento.

A partir do extrato metandlico das cascas de Matayba elaeagnoides foram
isoladas diversas substancias, como compostos esteroidal, cumarinas, triterpenos
(lupeol, a e B amirina, betulina, etc), sitosterol, escopoletina, flavonédides, entre
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outros (SOUZA, 2006). As cumarinas extraidas de outras plantas medicinais tém
sido relacionadas a atividade estimuladora sobre os linfocitos (SHIMODA et al.,
1998). A transposicdo desta atividade das cumarinas ao estudo aqui apresentado
pode justificar parcialmente o achado estimulador do extrato metandlico de Matayba
elaeagnoides sobre a populacao de linfécitos T. Ainda, outros compostos presentes
no extrato metandlico de Matayba elaeagnoides podem estar se sobrepondo a
atividade inibitéria sobre a proliferacdo de células mononucleares humanas induzida
pelos flavonoides e triterpenos (MOITEIRO et al., 2001; AROKIYARAJ et al., 2007).

5.4 Maytenus robusta

Os resultados obtidos com o extrato metanélico de Maytenus robusta nas
concentracbes de 10, 50, 100 e 200 pg/mL, em incubagcdo isolada ou
simultaneamente aos mitégenos PHA e PWM, estao apresentados nas Figuras 17
e18, representando a percentagem média de crescimento de quatro experimentos
realizados em triplicatas.

O extrato incubado isoladamente com as células durante 72 horas
(Figura17A) mostrou percentagem de crescimento média de -32,9 a 66,2%, com
maior crescimento a 200 pg/mL. Quando o extrato foi incubado simultaneamente aos
mitdgenos a percentagem de crescimento variou entre 6,1 a 30,8% para PHA
(22,8%) e 18,2 a 43,6% para PWM (9,1%), com maior crescimento a 100 ug/mL para
ambos (Figuras 17B e 17C).

Considerando a percentagem de crescimento obtida nos controles positivos, a
andlise estatistica mostrou ndo haver inducao significativa da proliferagao celular,
independentemente da concentragédo utilizada e uso da PHA ou do PWM junto ao
extrato. Por meio destes resultados é possivel concluir que o extrato metandlico de

Maytenus robusta nao influencia a proliferacao de linfécitos T.
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mitogen (PWM). Resultados apresentados como média e desvio-padrédo de quatro experimentos
realizados em triplicata.

Figura 17. Avaliagcao da proliferagcdo de células mononucleares humanas, em percentagem
de crescimento, na presenga e na auséncia de estimulo mitogénico fitohemaglutinina (PHA,
5 pug/mL) e pokeweed mitogen (PWM, 5 ug/mL) em incubacao de 72 horas a 37 °C e 5% de
CO, frente a extrato metandlico Maytenus robusta.

Quando o periodo de incubacéao foi aumentado para 144 horas (Figura 18), o
extrato revelou crescimento variando de -12,6 a -2,5% isoladamente, e -3,6 a 13,5
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concomitantemente com o mitégeno. O controle positivo apresentou percentagem de
crescimento de 22,8% e, em comparacao a este, todas as concentracdées do extrato
incubado isoladamente (p=0,029) e as concentragcbes de 50 e 200 pg/mL
simultaneamente ao mitégeno (p=0,049), mostraram inibicdo significativa da
proliferacdo celular. Esta inibicdo da proliferacdo celular poderia ser interpretada
como citotoxicidade, contudo os demais achados em 72 horas ndo condizem com

esta interpretacao.

50 -
40 -
30 - }
20 -

10

Percentagem de crescimento (%)

* * * * * *
D10 D100 C+PWIM D10 DRO D100 D200
10 o/ PWIM o/PWM o/PWM o/ PWM

Concentragdo do extrato metandlico de Maytenus robusta em ug/mlL

C+ PWM: controle positivo com pokeweed mitogen (PWM); *p<0,05 em comparagao ao C+ PWM.
Resultados apresentados como média e desvio-padrédo de quatro experimentos realizados em
triplicata.

Figura 18. Avaliacao da proliferagcdo de células mononucleares humanas, em percentagem
de crescimento, na presenca € na auséncia de estimulo mitogénico pokeweed mitogen
(PWM, 5 pg/mL) em incubacdo de 144 horas a 37 °C e 5% de CO, frente a extrato
metandlico Maytenus robusta.

O extrato metandlico de Maytenus robusta demonstrou nao ter efeito dose-
resposta (Figura 19), mesmo com diferenca significativa em 144 horas para o extrato
isolado, a atividade inibitéria observada néo foi dose dependente.
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Figura 19. Curva dose-resposta do efeito do extrato metandlico de Maytenus robusta
incubado isolado (A e D) ou simultaneamente a fitohemaglutinina a 5 pg/mL (B) e ao
pokeweed mitogen a 5 pg/mL (C e E) no ensaio de proliferacao com células mononucleares
humanas a 37 °C e 5% CO, durante 72 horas (A, B e C) e 144 horas (D e E).

A Maytenus robusta possui triterpenos e compostos fenélicos semelhantes a
Maytenus ilicifolia, conhecida como “espinheira-santa” e usada popularmente no
tratamento de ulceras (NIERO et al., 2001; JORGE et al., 2004), e com importantes
propriedades biolégicas, como atividade citotoxica, antibaceriana e anti-ulcerogénica
(OLIVEIRA et al.,, 1991; CARLINI, 1988; SOUZA-FORMIGONI et al., 1991; ZHU,
1998). O triterpeno friedelina parece ser o principal componente responsavel pela
acao anti-ulcerogénica e contra gastrite desta planta (PEREIRA et al., 1992).
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Este triterpeno friedelina, obtido da casca de Quercus suber (MOITEIRO et
al., 2001) e das folhas da Justicia gendarussa (AROKIYARAJ et al., 2007), provou
inibicdo da proliferacao de linfécitos humanos. Como este triterpeno sabidamente
esta presente na Maytenus robusta, pode ser aqui inferido que este composto €
predominante sobre os demais na acao sobre as células mononuclereas mantidas

em cultivo durante o teste de linfoproliferacéao.

5.5 Rubus imperialis

O extrato metandlico de Rubus imperialis nas concentracdes de 10, 50, 100 e
200 pg/mL avaliado pelo teste de proliferagao linfocitaria, isoladamente ou frente ao
mitégenos PHA e PWM, tem os resultados apresentados nas Figuras 20 e 21
representando a percentagem média de crescimento de quatro experimentos
realizados em triplicatas. O extrato incubado isoladamente com as células durante
72 horas (Figura 20A) mostrou percentagem de crescimento média de 0,7 a 27,3%,
com maior crescimento a 100 pg/mL. Quando incubado simultaneamente com
estimulo da PHA (Figura 20B) a percentagem de crescimento variou de 4,0 a
100,8% com maior crescimento a 200 ug/mL e com estimulo do PWM (Figura 20C)
apresentou crescimento variando de 11,8 a 66,8% com maior crescimento a 100
pg/mL.

Considerando a percentagem de crescimento obtida no controle positivo
PWM (13,7%) e PHA (21,9%), a analise estatistica ndo mostrou indugéo significativa
da proliferacdo celular, tanto para extrato incubado isolado quanto para o extrato
incubado junto aos mitégenos PHA (p=0,057) e PWM (p=0,143). O elevado desvio
padrao obtido na avaliagdo do extrato simultaneo a PHA impossibilitou a deteccao
do estimulo na proliferacdo dos linfécitos T, que graficamente representa uma

potencializacao do efeito da PHA.
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C+ PHA: controle positivo com fitohemaglutinina (PHA); C+ PWM: controle positivo com pokeweed
mitogen (PWM). Resultados apresentados como média e desvio-padrédo de quatro experimentos
realizados em triplicata.

Figura 20. Avaliacdo da proliferagdo de células mononucleares humanas, em percentagem
de crescimento, na presenga e na auséncia de estimulo mitogénico fitohemaglutinina (PHA,
5 pug/mL) e pokeweed mitogen (PWM, 5 ug/mL) em incubacao de 72 horas a 37 °C e 5% de
CO. frente a extrato metandlico Rubus imperialis.
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O cultivo celular em incubacao de 144 horas (Figura 21) mostrou inducdo na
proliferacao celular de -14,3 a 8,5% quando incubado extrato isoladamente, e de
12,8 a 80,4% quando incubado junto ao PWM. Considerando estes crescimentos
celulares e o crescimento obtido no controle positivo (20,2%), a andlise estatistica
mostrou haver significAncia somente quando incubado isoladamente na
concentragcdo de 50 pg/mL, neste caso com inibicdo do crescimento celular
(p=0,008).
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C+ PWM: controle positivo com pokeweed mitogen (PWM); **p<0,01 em comparagédo ao C+ PWM.
Resultados apresentados como média e desvio-padrdo de quatro experimentos realizados em
triplicata.

Figura 21. Avaliacao da proliferagcdo de células mononucleares humanas, em percentagem
de crescimento, na presenca € na auséncia de estimulo mitogénico pokeweed mitogen
(PWM, 5 pg/mL) em incubacdo de 144 horas a 37 °C e 5% de CO, frente a extrato
metandlico Rubus imperialis.

O extrato metandlico de Rubus imperialis demonstrou ndo ter efeito dose-
resposta (Figura 22), apenas sugere tendéncia a ter efeito dose-resposta em
concentragdes inferiores a 100 ug/mL. Outro achado importante e que nao pode ser
confirmado devido ao elevado desvio padrao foi a potencializacdo do efeito da PHA
em 72 horas, cujo efeito mostra ser dose-dependente (Figura 22B).
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Figura 22. Curva dose-resposta do efeito do extrato metandlico de Rubus imperialis
incubado isolado (A e D) ou simultaneamente a fitohemaglutinina a 5 pug/mL (B) e ao
pokeweed mitogen a 5 pg/mL (C e E) no ensaio de proliferagdo com células mononucleares
humanas a 37 °C e 5% CO, durante 72 horas (A, B e C) e 144 horas (D e E).

A planta Rubus imperialis apresenta constituintes como o triterpeno niga-
ichigosideo F-1, &cido torméntico e acido 23-hidroxi-tormentico (NIERO et al., 1999).
Embora n&o tenham sido encontrados resultados significativos para o extrato
metandlico de Rubus imperialis e nao tenham sido avaliados os triterpenos enquanto
compostos isolados no cultivo celular, os resultados indicam que pode haver
presenca de outros compostos com atividade sobre as células estudadas.
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Um exemplo da diversidade de resultados passiveis de serem obtidos em
modelos de estudos de atividade biologica foi a identificacdo da atividade citotoxica
da fracado acetato de etila das raizes desta espécie frente a Artemia salina e que, ao
estudar o triterpeno Niga-ichigosideo F1 desta fracdo nao apresentou a mesma
acado. Como sugerido pelos autores, pode haver a existéncia de outros compostos
responsaveis pela atividade observada, ou ainda, haver sinergismo entre mais de
um principio ativo (KANEGUSUKU, 2001).

5.6 Vernonia scorpioides

Figuras 23 e 24 apresentam os resultados obtidos com o extrato metandlico
de nas concentracées de 10, 50, 100 e 200 pg/mL, em incubacdo isolada ou
simultanea aos mitégenos, representando a percentagem média de crescimento de
quatro experimentos realizados em triplicatas. As células mononucleares humanas
incubadas isoladamente com o extrato por periodo de 72 horas mostraram
percentagem de crescimento média de 3,7 a 17,9%, com maior crescimento a 100
ug/mL (Figura 23A). Quando o extrato foi incubado simultaneamente aos mitdgenos,
a percentagem de crescimento foi de 0,5 a 30,1% para PHA (Figura 23B) e de 17,5 a
26,8% para PWM (Figura 23C), ambos com maior crescimento a 50 pg/mL.

A inducdo do crescimento celular ndo foi significativamente superior aos
controles positivos em nenhuma das condigbes de cultivo frente aos controles
positivos PHA (14,4%) e PWM (9,6%), ambos com valores de p=0,247. Ainda, a
representacdo grafica demonstra que mesmo uma menor variabilidade nos
resultados, refletida no desvio padrdao, ndao mostraria significancia nos resultados
obtidos.
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C+ PHA: controle positivo com fitohemaglutinina (PHA); C+ PWM: controle positivo com pokeweed
mitogen (PWM). Resultados apresentados como média e desvio-padrédo de quatro experimentos
realizados em triplicata.

Figura 23. Avaliacdo da proliferagdo de células mononucleares humanas, em percentagem
de crescimento, na presenga e na auséncia de estimulo mitogénico fitohemaglutinina (PHA,
5 pug/mL) e pokeweed mitogen (PWM, 5 ug/mL) em incubacao de 72 horas a 37 °C e 5% de
CO. frente a extrato metandlico Vernonia scorpioides.
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A percentagem de crescimento obtida no teste de linfoproliferacdo em periodo
de incubacgéo de 144 horas foi de -12,3 a 1,5% quando incubado extrato isolado no
cultivo celular, e de 10,8 a 18,1% quando incubado junto ao mitbgeno PWM (Figura
24). A andlise estatistica mostrou nao haver diferenca significativa em nenhuma das
condicbes apresentadas frente ao controle positvo PWM (10,7%), embora as
concentracdes do extrato isolado a 10, 100 e 200 pug/mL tenham mostrado inibicao
da proliferagdo celular quando o extrato foi incubado isoladamente no cultivo celular
(p=0,100).
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C+ PWM: controle positivo com pokeweed mitogen (PWM). Resultados apresentados como média e
desvio-padrdo de quatro experimentos realizados em triplicata.

Figura 24. Avaliacdo da proliferagdo de células mononucleares humanas, em percentagem
de crescimento, na presenca e na auséncia de estimulo mitogénico pokeweed mitogen
(PWM, 5 pg/mL) em incubacdo de 144 horas a 37 °C e 5% de CO, frente a extrato
metandlico Vernonia scorpioides.

A Figura 25 apresenta as curvas de crescimento obtidas a partir da linha de
tendéncia polinomial na ordem 3, com valor R?=1,0, demonstrando que o extrato
metandlico de Vernonia scorpioides demonstrou que nao apresenta efeito dose-
resposta.
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Figura 25. Curva dose-resposta do efeito do extrato metandlico de Vernonia scorpioides
incubado isolado (A e D) ou simultaneamente a fitohemaglutinina a 5 pg/mL (B) e ao
pokeweed mitogen a 5 pg/mL (C e E) no ensaio de proliferacao com células mononucleares
humanas a 37 °C e 5% CO, durante 72 horas (A, B e C) e 144 horas (D e E).

Recentemente, Buskihl (2007) isolou a partir da fracdo diclorometano de
Vernonia scorpioides, as lactonas sesquiterpénicas poliacetileno, hirsutinolideo e
cafeato de etila, além de uma mistura de lactonas sesquiterpénicas do tipo
hirsutinolideo e glaucolideo.

A fracdo diclorometano desta espécie de planta aumentou o influxo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal em camundongos portadores do tumor



67

ascitico de Ehrlich, inibindo totalmente o desenvolvimento de tumor (PAGNO et al.,
2006). Recentemente foi relatada a atividade citotdxica das lactonas
sesquiterpénicas e do poliacetileno obtido a partir da fragdo diclorometano da
Vernonia scorpioides sobre células tumorais Hela, com inducdo de apoptose e
aumento na expressao de caspase 3 deste Ultimo composto (BUSKUHL, 2007).

O fato do teste de linfoproliferacdo nao apresentar significancia nos resultados
obtidos no presente estudo, somado a importancia da atividade antitumoral e
indutora de apoptose dos compostos desta planta, sugerem a necessidade de
continuidade nos estudos, para verificar se em células de cultivo primario e do
sistema imune adaptativo estes compostos apresentam esta mesma atividade

citotoxica.

O presente trabalho representa um estudo pioneiro quanto a acédo dos
extratos metandlicos obtidos de seis plantas medicinais da flora catarinense, na
proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico humano estimuladas
com PHA e PWM. Por conta disto, foram observados varios efeitos sobre a
linfoproliferacdo dependendo da planta estudada, variacdo esta que pode ser
atribuida a diversos fatores, tais como, composicao quimica dos extratos, sinergismo
de moléculas presentes no extrato metandlico, cultivo primario de células obtidas de
individuos diferentes, entre outros.

Estudos avaliando as fracbes, a fim de identificar os possiveis compostos
responsaveis pelo efeito inibidor ou estimulante na proliferagdo celular devem ter
continuidade, para que as ferramentas que combatem as patologias que acometem
o sistema imune possam ser ampliadas. Dentre as plantas aqui estudadas, a
Calophyllum  brasiliensis, Ipomoea pes-caprae e Matayba elaeagnoides
apresentaram resultados que justificam a continuidade dos estudos, devido a
ativacao dos linfocitos T.
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6 CONCLUSOES

A combinagéo dos resultados obtidos no teste de linfoproliferacdo em 72 e 144
horas sugerem indugao na proliferacao linfécitos T, sem interferéncia na ativagao
dos linfocitos B para os extratos metandlicos de Calophyllum brasiliensis,
Ipomoea pes-caprae e Matayba elaeagnoides.

O extrato metandlico de Maytenus robusta mostrou resultados relevantes
somente quando incubado por 144 horas, com inibicdo da proliferacao celular.

O teste de linfoproliferacao sugere ainda que os extratos metandlicos de Rubus
imperialis € Vernonia scorpioides nao tem acao sobre a proliferacdo dos linfocitos
T e B, pois em nenhuma das condigdes de cultivo foram obtidos resultados com

significancia estatistica.

O extrato metandlico de Ipomoea pes-caprae demonstrou maior atividade
imunoestimulatéria, 3 vezes maior que o extrato de Calophyllum brasiliensis
quando incubado isolado e 3,6 vezes maior quando incubado simultaneo a PHA.
Comparado ao extrato de Matayba elaeagnoides, o estimulo foi 1,5 vezes maior
quando incubado isolado, mas praticamente sem diferenca quando incubado junto
a PHA.

O extrato metandlico de Matayba elaeagnoides mostrou atividade
imunoestimulatéria intermediaria sobre a proliferacdo das células mononucleares
humanas, com estimulo 2 vezes maior que o extrato de Calophyllum brasiliensis

guando incubado isolado e 3,3 vezes maior quando incubado simultaneo a PHA.

A Calophyllum brasiliensis, Ipomoea pes-caprae e Matayba elaeagnoides
apresentaram resultados imunoestimulatérios que justificam a continuidade dos

estudos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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