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A utilizagdo dos recursos naturais como forma de tratamento e cura de doengas € tdo
antiga quanto a espécie humana. Contudo, a maioria das espécies de plantas ndo foi investigada
quimica ou biologicamente. Varias plantas utilizadas na medicina tradicional demonstraram
modular a resposta imunologica. O sistema imunologico € um notavel sistema de defesa que
evoluiu nos vertebrados para protegé-los de microorganismos patogénicos invasores € do cancer.
Macrofagos tém um papel central nesse sistema, pois sdo células capazes de secretar mais de cem
produtos biologicamente ativos, entre esses, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e
citocinas. Neste trabalho, o extrato metanolico e a fracdo acetato de etila das plantas Alchornea
triplinervia e Alchornea glandulosa foram estudados. Seus efeitos foram avaliados no sistema
imunoldgico murino, utilizando-se culturas de macréfagos peritoneais de camundongos Swiss.
Testes de viabilidade celular foram realizados para assegurar o desenvolvimento experimental. A
pesquisa de peroxido de hidrogénio (H,O,) e oxido nitrico (NO) foi realizada através de
metodologias espectrofotométricas e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) foi determinado
através do teste imunoenzimatico ELISA de captura. Foram avaliadas as capacidades dos extratos
e fragdes estimularem ou inibirem o sistema imunoldgico murino. As plantas ndo mostraram
propriedades imunoestimulantes, uma vez que nao foram observadas liberagoes de H,O,, NO e
TNF-a. Entretanto, a produgao de H,O, e NO pelos macrofagos estimulados por PMA ou LPS,
respectivamente, foi fortemente inibida tanto pelos extratos quanto pelas fragdes das duas plantas
testadas. Neste trabalho, ainda foi observado que a produ¢dao de TNF-a por macrofagos ativados
por LPS, pode ser parcialmente inibida. A concentragdo de 15,62ug/mL do extrato metanolico de
A. triplinervia (com viabilidade celular superior a 95%), mostrou inibir 88,35% da producdo de
H,0,, 52,54% de NO e 10,41% de TNF-a. Enquanto que a fracdo acetato de etila, da mesma

planta e na mesma concentracdo (com viabilidade celular superior a 90%), inibiu 72,25% da
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producao de H,O,, 47,80% de NO e 16,41% de TNF-a.. Com relagdo ao extrato metandlico de A.
glandulosa na concentracao de 15,62ug/mL (com viabilidade celular superior a 91%), houve
inibi¢do de 88,62% da producao de H,O,, 32,40% de NO e 11,61% de TNF-a. A fracdo acetato
de etila, da mesma planta e na mesma concentragdo (com viabilidade celular superior a 92%),
inibiu 70,56% da producdo de H,O,, 21,67% de NO e 12,21% de TNF-a. Nas determinacdes de
NO e TNF-a, a porcentagem de inibi¢do aumentou conforme a utilizacdo de concentracdes mais
elevadas, enquanto que na determinagdo de H,O; esse fato ndo foi observado. Através da analise
dos resultados obtidos, pode-se sugerir que os extratos metanolicos e as fragcdes acetato de etila
obtidos da A. triplinervia e A. glandulosa podem apresentar atividade antiinflamatoria,

confirmando dessa maneira seu uso popular.

m PALAVRAS-CHAVE: Alchornea triplinervia; Alchornea glandulosa; extrato metandlico;
fracdo acetato de etila; macrofagos; peroxido de hidrogénio; 6xido nitrico; fator de necrose

tumoral-a; acdo antiinflamatoria.
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The use of natural resources as treatment and healing for diseases is as old as the human
species. However, most of all plant species were not investigated chemistry or biologically. Many
plants used in the traditional medicine modulate the immunological response. The immune
system is a remarkably adaptive defense system that has evolved in vertebrates to protect them
from invading pathogenic microorganisms and cancer. Macrophages play an important role in
this system because they are cells capable to secrete many biological active products such as
reactive nitrogen and oxygen species and cytokines. In this work, methanolic extract and ethyl
acetate fraction obtained from Alchornea triplinervia and Alchornea glandulosa were studied in
the murine immune system using peritoneal macrophages cultures from Swiss mice. Cell viability
assays were realized to assure the experimental development. Hydrogen peroxide (H,O;) and
nitric oxide (NO) were determined by espectrophotometric procedures and enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) was used to detect tumor necrosis factor (TNF-o). The ability of
methanolic extract and ethyl acetate fraction to stimulate or inhibit the murine immune system
was evaluated. These plants didn't show immunostimulating properties, once liberation of H,O,,
NO and TNF-a were not observed. However, extracts and fractions from both plants, strongly
inhibited NO and H,0, production induced by LPS and PMA, respectively. Production of TNF-a
by LPS-stimulated macrophages was partially inhibited. The concentration of 15,62ug/mL from
A. triplinervia methanolic extract (cellular viability > 95%) showed to inhibit 88,35% of H,0,,
52,54% of NO and 10,41% of TNF-a production. The ethyl acetate fraction of the same plant and
concentration (cellular viability > 90%), inhibited 72,25% of H,O,, 47,80% of NO and 16,41% of
TNF-a production. Regarding the 4. glandulosa methanolic extract in the concentration of
15,62pg/mL (cellular viability > 91%), there was a production inhibition of 88,62% of H,O,,

32,40% of NO and 11,61% of TNF-a. The ethyl acetate fraction of the same plant and
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concentration (cellular viability > 92%), inhibited 70,56% of H,O,, 21,67% of NO and 12,21% of
TNF -a production. In the NO and TNF-a assays, the inhibition percentage grows according to
increasing concentrations, but this fact was not noticed in H,O, determination. According to these
results, it is suggested that methanolic extracts and ethyl acetate fractions from A. triplinervia and

A. glandulosa can present anti-inflammatory activity, confirming their traditional use.

m KEY WORDS: Alchornea triplinervia; Alchornea glandulosa; methanolic extract; ethyl
acetate fraction; macrophages; hydrogen peroxide; nitric oxide; tumor necrosis factor-a; anti-

inflammatory activity
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1.1. Plantas medicinais: importancia através dos tempos

Thomas Carlyle certa vez disse: “o que ¢ todo o conhecimento a ndo ser uma experiéncia
recordada, ou um produto da histéria?”’(PHILLIPSON, 2003).

A partir de uma perspectiva historica, a produgdo de medicamentos e o tratamento
farmacologico de doengas comecaram com o uso de plantas medicinais (SCHULZ et al., 2002).
Na origem da historia, quando o saber popular emerge das trevas, a utilizagdo de vegetais como
forma de curar ou evitar doengas passa a ser um objeto de interesse (CARVALHO, 2004).

O emprego dos recursos naturais como forma de tratamento e cura de doengas ¢ tdo antigo
quanto a espécie humana (DI STASI, 1995). Por um longo tempo, produtos minerais, vegetais e
animais foram fontes principais de medicamentos (RATES, 2001). Na verdade, a utilizagdo de
recursos naturais provavelmente antecede o Homo sapiens moderno. Evidéncias encontradas em
escavagdes do Paleolitico mostram que o conhecimento das plantas medicinais existe ha pelo
menos 60.000 anos (SUMNER, 2000). Arquedlogos encontraram poélen e fragmentos de flores de
diversas plantas medicinais no sitio arqueologico do homem de Neanderthal no Iraque. Ephedra,
Centaurea, Senecio, Althea e Achillea estavam entre as espécies identificadas, comprovando o
uso comum de varias plantas no passado (TYLER, 2000).

O uso das espécies vegetais, com a finalidade de curar doengas, remonta ao inicio da
civilizagdo, a partir do momento em que o homem despertou sua consciéncia € comegou um
longo percurso de manuseio, adaptagdo e modificagdo dos recursos naturais para seu proprio
beneficio (DI STASI, 1995).

Os primeiros bons médicos que existiram eram sabios colecionadores de plantas. Eram
seres humanos antigos, mas ndo necessariamente primitivos, que possuiam um conhecimento

superior da pratica botanica. Curandeiros tinham o conhecimento especifico das plantas locais e
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sabiam como utiliza-las para curas efetivas. O conhecimento antigo das plantas medicinais fez
parte de uma tradi¢do oral, passada de curandeiro para curandeiro através das geragdes, na pré-
historia. Esse conhecimento preciso era adquirido por meio da observacao cuidadosa e também
pela experimentagao (SUMNER, 2000).

Investigagdes cientificas demonstram que, entre os anos de 5.000 e 2.800a.C., o homem
domesticava animais, cultivava cereais e utilizava algumas plantas medicinais. Por instinto,
observando péssaros e outros animais, o homem selecionou e experimentou vegetais com
finalidade terapéutica. O homem, dotado de inteligéncia, desde cedo observou o gesto dos
animais e verificou o poder curativo das ervas (CARVALHO, 2004).

No desenvolvimento da cultura humana, o uso dos produtos naturais tem tido um
significado magico-religioso. Diferentes pontos de vista podem ser observados, levando-se em
consideragdo os conceitos de saide ou doenga existentes em cada cultura (RATES, 2001). Povos
inteiros dominavam os segredos das plantas medicinais, associando-os, muitas vezes, 8 magia ¢ a
rituais religiosos (YAMADA, 1998).

O conhecimento escrito da medicina botanica data de cerca de 6.000 anos atrés. Blocos de
argila sumérios encontrados em Nippur eram listas cuneiformes de medicamentos contendo
plantas medicinais. Apesar do conhecimento da matematica e da ciéncia, os Sumérios, Assirios e
Babilonios atribuiam as doengas a agentes sobrenaturais ¢ enfatizavam o papel dos sacerdotes nas
curas divinas. A pratica da medicina, utilizando ervas medicinais, foi deixada para especialistas e
sabios, como ¢ o caso do rei assirio Assurbanipal, que deixou blocos relacionando trezentas
plantas medicinais, como o 6pio ¢ a mirra (SUMNER, 2000). Nesses blocos, encontram-se
diversas receitas e referéncias a varios medicamentos de que dispunham os médicos da época:
heléboro, meimendro, mandragora, papoula, cinhamo, canela, assa-fétida, mirta, timo, salgueiro,

figo, tamara, leite, peles de serpentes, carapacas de tartarugas, cloreto de sodio e salitre entre
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cerca de 250 plantas medicinais, 120 substancias minerais ¢ 180 de origem animal
(CARVALHO, 2004).

As mais antigas obras sobre medicina e plantas medicinais surgiram na China e no Egito.
No livro do Pen Tsao Ching e nos Papiros, bem como na Biblia escrita pelos Hebreus, sdao
encontradas milhares de citacdes sobre o emprego de plantas medicinais e preparagdes a base de
produtos do reino vegetal (CARVALHO, 2004).

A China antiga ¢ uma fonte importante de informacdes sobre o uso primitivo de
medicamentos a base de plantas (KONG et al., 2003). Em uma época conhecida pelos chineses
como periodo Sheng Nung (2800 a.C.), apds o desenvolvimento de uma sociedade agraria, foi
descoberto que a ingestdo de plantas poderia ser 1Util na cura de certas doencas. Nesse periodo,
centenas de plantas foram experimentadas e o povo da época aprendeu como utiliza-las, evitando
as substancias venenosas. Existem relatos citando pessoas que utilizaram essas plantas e viveram
mais de 70 anos (HUANG, 1999).

Acredita-se que o imperador chinés Shen Nung tenha escrito o primeiro livro ilustrado
sobre plantas. O Pen Tsao, foi a primeira farmacopéia que reuniu o modo de preparo e uso de 365
plantas medicinais (SUMNER, 2000). Entre as 365 plantas mais utilizadas estavam o ginseng ¢ a
efedra NATURAL HEALTH, 2004; NATURALEZA EDUCATIVA, 2004).

Na época das civilizagdes egipcias, ja existiam numerosas informagdes sobre plantas
medicinais (KONG et al., 2003). Alguns papiros oferecem grande quantidade de ensinamentos
sobre o conhecimento empirico e os conhecimentos praticos dos cirurgides desse periodo
(CARVALHO, 2004). Os antigos egipcios listaram mais de 850 plantas e medicamentos no
Papiro de Ebers, um pergaminho médico com mais de 70 metros de comprimento vendido a
George Ebers por um arabe em 1870. O pergaminho data de aproximadamente 1500 a.C.

(SUMNER, 2000). Nesse célebre papiro, sdo encontradas indicagdes sobre plantas locais e
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exoticas (papoula, ginseng, ricino, romd, mandragora, mirra, incenso, aipo, coentro, azeite)
utilizadas no tratamento de doengas internas, afec¢des oculares, ginecolodgicas e dermatoldgicas
(CARVALHO, 2004).

Os egipcios acreditavam que o alho repelia cobras e impedia as ténias. Os escravos que
construiam as piramides eram alimentados com alho e cebola com o intuito de prevenir infecgdes,
enquanto que os membros da realeza eram sepultados com cole¢des de plantas medicinais,
perfumes e cosméticos na tentativa de suprir suas necessidades na jornada rumo a imortalidade
(SUMNER, 2000).

Entre os primeiros escritos sanscritos de aproximadamente 1500 a.C., estd o poema Rig
Veda que detalha informag¢des médicas. O Rig Veda foi a base do sistema de medicina
Ayurvédica, que ainda ¢ praticado nas comunidades hindus e inclui mais de 1500 medicamentos
derivados de plantas em sua farmacopéia. Esses versos hindus mencionam a planta Rauwolfia
serpentina, utilizada na India por milhares de anos no tratamento de mordidas de cobras, doengas
mentais ¢ na indu¢do da sedagdo. Essa planta se tornou conhecida na medicina ocidental na
metade do século XX, sendo a reserpina seu principal constituinte ativo, deprimindo a atividade
do sistema nervoso central e ¢ utilizada também no tratamento da hipertensdo e esquizofrenia
(SUMNER, 2000).

Em todas as partes do mundo, povos indigenas descobriram e desenvolveram o uso
medicinal de plantas nativas, mas foram com as plantas utilizadas na medicina da Grécia antiga
que as bases da medicina ocidental se estabeleceram (KONG et al., 2003).

A medicina tradicional ocidental teve a influéncia do médico grego Hipocrates (460-377
a.C.), que acreditava que as doengas eram o resultado de um desequilibrio dos humores corporais
(SUMNER, 2000). Desse modo, Hipocrates desmistifica a crenga de que as doengas e as curas

eram responsabilidade dos Deuses. Ele afirmava que se tratavam, na verdade, de fendmenos
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naturais, passiveis de serem observados e estudados (YAMADA, 1998). Hipodcrates catalogou e
empregou centenas de drogas de origem vegetal (CARVALHO, 2004).

Theophrastus (371-287 a.C.), considerado “o pai da botanica”, foi estudante de Platdo e
Aristoteles e escreveu extensivamente sobre plantas. Ele determinou as peculiaridades e
qualidades médicas das ervas, observando cuidadosamente os aspectos farmacéuticos e
farmacologicos da mirra, do incenso, da cassia, mentrasto, da beladona, do timo, etc. Seu trabalho
Historia Plantarum englobava a coleta e o preparo de plantas medicinais, condimentos e
perfumes e foi utilizado como uma confiavel fonte de referéncia durante 2000 anos (SUMNER,
2000). Na verdade, seus trabalhos, independentes de consideragdes metafisicas, até hoje,
influenciam na atividade farmacéutica (CARVALHO, 2004).

Com o declinio da cultura grega, durante o Império Romano, os tratamentos voltaram
mais uma vez a ser uma mistura temeraria de magia e religido. Mas as escrituras romanas
também influenciaram o desenvolvimento da medicina ocidental (KONG et al., 2003).

Com a ascensdao de Roma, muitos médicos gregos migraram para o império romano.
Muitos dos conhecimentos de Hipdcrates foram esquecidos, contudo quando Julio César decretou
que os médicos gregos seriam reconhecidos como cidaddos romanos (46a.C.), as plantas
adquiriram grande respeito (SUMNER, 2000).

Foi somente com os estudos de Pedanios Dioscoérides (40-90dC), durante o reinado de
Nero, que foi observado um avango no estudo das plantas medicinais (YAMADA, 1998). As
propriedades, usos e cultivos de 600 plantas medicinais foram reunidos no De Materia Medica no
primeiro século depois de Cristo. Apesar de ter nascido na Grécia, Dioscorides foi um médico
militar romano e nas suas viagens com o exército teve a oportunidade de entrar em contato com
muitas plantas medicinais (KONG et al., 2003). Viajando como cirurgido junto com o exército de

Nero, ele pode espalhar suas experi€éncias com as plantas medicinais européias. Dioscorides
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defendeu o uso do salgueiro no tratamento da gota, pratica que seria utilizada para o tratamento
da dor nos proximos séculos, prenunciando o uso da aspirina que seria lancada em 1899 pela
companhia alema Bayer. De Materia Medica foi usado como fonte de referéncia nos préximos 15
séculos, sendo considerado uma referéncia-padrao na Idade Média, época em que os médicos
adquiriram pouco conhecimento adicional sobre plantas medicinais (SUMNER, 2000). Essa obra
¢ considerada a fonte mais importante de ensinamentos de que dispomos sobre os vegetais
utilizados na Antigiiidade (TOUWAIDE, 1995).

Logo depois, surge Galeno (130 - 201 d.C.), que iniciou sua carreira como médico em
uma escola de gladiadores. Ele conhecia um grande niumero de plantas medicinais, a partir das
quais preparava seus remédios (PLANTAS MEDICINAIS, 2004). Ele encorajava técnicos
romanos a verificarem os remédios e confirmarem se continham realmente o que estava indicado,
iniciando o conceito de controle de qualidade (YAMADA, 1998). Para Galeno, a doenga ¢
resultado de uma perturbagdo que afeta o funcionamento dos diversos componentes do corpo. As
doencas provém do desequilibrio dos seus elementos liquidos, isto €, os humores: sangue, linfa,
bile e atrabile. Esses humores eram associados aos quatro elementos da natureza: fogo, terra,
agua e ar. Os diversos medicamentos eram utilizados em fun¢do do temperamento dos doentes
que, assim, teriam necessidade de substancias quentes ou frias (CARVALHO, 2004). Nessa
época, também surgiram complicadas misturas de ervas, conhecidas como galénicas, que nada
mais eram do que reprodugdes das primitivas misturas gregas e egipcias. Acredita-se que muitos
documentos antigos foram perdidos durante o incéndio da Biblioteca de Alexandria (391 d.C.)
(YAMADA, 1998).

Durante a Idade Média, quando o progresso da ciéncia empirica foi minimo, as escolas
arabes conseguiram preservar parte dos antigos textos, possibilitando que seus conteudos fossem

passados para o ocidente. No século VII, os arabes dominavam grande parte do mundo civilizado
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e se interessavam pelas culturas dos povos derrotados por eles. Fundaram hospitais e bibliotecas,
dominavam o comércio e assim, muitas drogas novas como o ruibarbo, a canfora, o sene, o
sandalo, a noz moscada, o tamarindo, o cravo da India e o &mbar foram importadas, enriquecendo
o arsenal terapéutico existente (CARVALHO, 2004).

O desenvolvimento da medicina restringia-se aos persas e arabes, mas os pensamentos de
Galeno e Hipocrates foram mantidos. O resultado da medicina greco-islamica foi entdo descrito
na Canon Medicinae, enciclopédia escrita no século XI por Ibn Sina, médico conhecido por
Avicena. Essa obra foi repassada ao Ocidente e tornou-se a base fundamental do tratamento
médico no final da Idade Média (YAMADA, 1998).

Além disso, os manuscritos que continham informagdes sobre plantas medicinais foram
copiados e preservados nos monastérios durante toda a Idade Meédia (HISTORY OF
BOTANICAL, 2003). Os monges conheciam muitas obras herdadas da Antigiiidade, contudo o
seu saber tinha muito de empirismo. Havia numerosos mosteiros, sobretudo os dos monges
beneditinos, que trouxeram da Itdlia a horticultura romana e a difundiram por toda a Europa.
Muitos medicamentos, nessa época, eram preparados por cozimento ou por maceragao
(CARVALHO, 2004).

Contudo, mais de seis séculos foram necessarios para que a pesquisa cientifica e os
escritos médicos fossem restabelecidos. Durante todo esse tempo, a maioria da populagdo ainda
dependia de rituais e magia. Com o Renascimento, houve um estimulo ao pensamento cientifico.
A prensa permitiu que o conhecimento fosse retirado dos confins das clausuras e divulgado
(YAMADA, 1998).

Apds a chegada de Cristovao Colombo a América, muitas plantas do Novo Mundo
tornaram-se disponiveis aos europeus (KONG et al., 2003). Durante esse periodo, comegou a

chegar a Europa uma quantidade de drogas até¢ entdo desconhecidas: balsamo do Peru, elemi,
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ipeca, salsaparrilha, coca, hamamelis, tabaco, guaiaco, sassafras, condurango, quina, capsico e
baunilha. A madeira do guaiaco, também conhecida como “pau-santo”, era considerada um
remédio eficaz contra a sifilis, doenga que se espalhava na época (CARVALHO, 2004).

No reinado de Henrique VIII na Inglaterra (1491-1547), foi desenvolvido um sistema
medicinal europeu ou ocidental que misturava o uso de plantas e astrologia. Por séculos, a
medicina no Ocidente significou medicina baseada em plantas (KONG et al., 2003).

Ao redor de 1545, surgia na Europa o primeiro jardim destinado exclusivamente ao estudo
e a producdo de plantas medicinais, na Escola Médica de Padua, na Itdlia. No final do século
XVI, esses jardins encontravam-se distribuidos por toda a Europa (YAMADA, 1998).

No século XVII, o botanico inglés Robert Tumer escreveu: "Deus imprimiu nas plantas,
ervas e flores hierdglifos que sao de certa forma a propria assinatura de suas virtudes". Segundo a
Teoria das Assinaturas, que se manteve durante muito tempo, as formas das raizes, caules, folhas,
flores, frutos e sementes correspondem, de algum modo, a doenga que sdo capazes de curar
(CARVALHO, 2004).

E importante ressaltar que em outras partes do mundo as plantas medicinais também eram
consideradas elementos fundamentais, principalmente nos sistemas médicos indigenas. Por
exemplo, no noroeste da Amazodnia, povos indigenas utilizavam pelo menos 1300 espécies de
plantas (KONG et al., 2003).

William Withering foi a primeira pessoa da drea médica a investigar cientificamente um
remédio popular. Seus estudos (1775-1785) sobre o uso da dedaleira (Digitalis purpurea) no
tratamento da faléncia cardiaca congestiva, fixaram um padrdo para a quimica farmacéutica

(KONG et al., 2003).
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Finalmente, no final do século XVIII, o progresso rdpido das ciéncias modernas veio
enriquecer ¢ diversificar em proporgdes extraordinarias os conhecimentos sobre as plantas
(CARVALHO, 2004).

A Revolugdo Industrial e o desenvolvimento da quimica organica contribuiram para a
preferéncia de uso de produtos sintéticos no tratamento farmacoldgico. As razdes para tal
preferéncia podiam ser explicadas devido a trés motivos principais: compostos puros sao
facilmente obtidos, modificagdes estruturais produziam medicamentos mais ativos € seguros € o
poder econdmico das companhias farmacéuticas estava aumentando (HAMBURGER e
HOSTETTMANN, 1991).

Com o progresso do conhecimento cientifico ocorre uma divisdo entre a medicina baseada
no uso de plantas medicinais e os médicos regulares. No século dezenove, cientistas comegaram a
purificar os extratos ativos das plantas medicinais. Friedrich Serturner isolou a morfina da
Papaver somniferum em 1806. Devido ao aumento do conhecimento das substdncias quimicas
ativas, a primeira droga sintética baseada em um produto natural foi formulada em meados do
século dezenove. Em 1839, o acido salicilico foi identificado como substincia ativa em varias
plantas conhecidas por suas agdes analgésicas, ¢ foi pela primeira vez sintetizado em 1853,
levando ao desenvolvimento da aspirina, que ainda ¢ o medicamento sintético mais utilizado
atualmente (KONG et al., 2003).

Na sociedade industrializada ocidental, os medicamentos de origem vegetal foram
considerados uma opg¢ao para pessoas com pouca educagdo, com baixo poder econdmico ou
ainda simplesmente uma superstic¢ao religiosa (RATES, 2001).

Desse modo, pode-se concluir que o uso de medicamentos tem inicio em tempos
imemoraveis. Ocorre desde a época em que o homem primitivo recorria a0 mundo ao seu redor

na tentativa de obter medicamentos que poderiam aliviar a dor e curar doengas. Portanto, o
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estudo dos medicamentos se desenvolve conjuntamente com a evolugdo cientifica e o progresso
social (DE PASQUALE, 1984).

O conhecimento de que as plantas vém sendo utilizadas como medicamentos hé tanto
tempo ndo ¢ uma surpresa, pois as doengas sdo tdo antigas quanto a humanidade e ¢ sabido que
primatas ndo humanos como chimpanzés consomem plantas com propriedades medicinais
(SUMNER, 2000).

A arte dos benzedores, curandeiros e xamas, herdada dos magos e feiticeiras do passado,
pode ser vista hoje, sendo testada cientificamente. Os laboratorios passaram a avaliar
experimentalmente a veracidade dessas informagdes, tendo o objetivo de descobrir novos
medicamentos, com base justamente nos conhecimentos que foram adquiridos durante milhares
de anos e repassados de geragdo em geracdo por aqueles que sdo os ancestrais da ciéncia moderna
(DI STASI, 1995).

Atualmente, sabe-se que o poder das plantas é, na verdade, proveniente da sua
composicdo e das caracteristicas das substancias que sintetizam. Entretanto, muito tempo se
passou até que se reconhecesse a verdadeira origem do poder das plantas (YAMADA, 1998).

A pratica milenar de utilizagdo de plantas medicinais ultrapassou todas as barreiras e
obstaculos durante o processo evolutivo e chegou até os dias atuais, sendo amplamente utilizada
por grande parte da populagdo mundial como fonte de recurso terapéutico eficaz (DI STASI,
1995). Na Tabela 1 pode ser observada a forma de utilizagcdo das plantas medicinais através dos

tempos.
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FINALIDADE VEGETAIS

Exorcismos/conjuros Alho, tabaco, coca, ginseng, mandragora

Defumadores Goma, mirra, incenso, resina-de-cedro
Embalsamento Laudano

Juizos divinos Fava-de-calabar

De alerta Mate

Oleo sacro Azeite de oliva

Especiarias Canela, cravo, cebola, alho, agafrao, pimenta
Mastigatorios Coca, tabaco

Para fumar Tabaco, maconha, 6pio

Veneno para flecha  Curare

Tabela 1: Uso dos vegetais através dos tempos (CARVALHO et al., 2004).

Recentemente, tem havido um crescente interesse por terapias alternativas e pelo uso
terapéutico de produtos naturais, especialmente os derivados de plantas. Esse interesse por
medicamentos de origem vegetal pode ser explicado por varios motivos, entre eles, a ineficiéncia
da medicina convencional, devido aos efeitos colaterais dos medicamentos ou a terapia ineficaz.
O uso abusivo e/ou incorreto dos medicamentos sintéticos, resultando novamente em efeitos
colaterais ou outros problemas, também pode ser considerado outro motivo. Além disso, uma
grande porcentagem da populagdo mundial ndo tem acesso ao tratamento farmacologico
convencional. Atualmente, ndo se pode deixar de mencionar que a medicina popular e a
consciéncia ecoldgica sugerem que produtos naturais sdo menos prejudiciais. Contudo, € preciso
dizer que o uso dessas substancias ndo ¢ sempre autorizado pelas autoridades legais devido a falta
de comprovagoes de eficacia e seguranga, de qualidade na produgao, no comércio e na prescricao
(RATES, 2001).

Nos dias atuais, nota-se um crescente retorno a vida natural. Aumenta o nimero de
individuos que passam a adotar uma alimentagdo integral. Cresce a pratica de antigas filosofias

orientais, além da utilizagdo da homeopatia, acupuntura e aromaterapia. Além disso, cada vez
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mais as pessoas procuram tratamentos alternativos a fim de manter ou recuperar a saude. E
importante ressaltar que esses tratamentos ndo visam substituir a medicina académica, mas sim
complementa-la, possibilitando uma ampliagao dos recursos terapéuticos (YAMADA, 1998).

Existe hoje um interesse renovado na investigagdo de plantas medicinais. A procura de
compostos medicinais Uteis ¢ o objetivo de companhias farmacéuticas e institui¢des de pesquisa
(KONG et al., 2003).

As plantas sempre supriram a humanidade com as curas para as enfermidades, desde o
alivio de dores de cabega até o tratamento de doengas cardiacas. O impacto dos medicamentos a
base de plantas na historia humana tem sido notdvel. As plantas medicinais sdo o alicerce e o

futuro da medicina humana (SUMNER, 2000).

1.2. O potencial das plantas medicinais e da fitoterapia

Segundo a Organizacdo Mundial de Satide (OMS), o termo “planta medicinal” ¢ definido
como sendo toda planta, cultivada ou ndo, que ¢ utilizada para propdsitos médicos (WHO, 2004).

Contudo, uma descricdo mais detalhada diz que o termo plantas medicinais refere-se
unica e exclusivamente as espécies vegetais que, durante séculos, foram sendo incorporadas a
cultura de todos os povos gracas a suas potencialidades terapéuticas. Apds estudos criteriosos,
representam uma fonte inesgotavel de medicamentos aprovados e comumente utilizados, bem
como uma rica fonte de novas substancias com atividade biologica potencial (DI STASI, 1995).

O potencial das plantas como fonte de medicamentos é pouco explorado. E estimada a
existéncia de 250.000 a 500.000 espécies de plantas no mundo, sendo que o estudo fitoquimico

foi realizado em apenas uma mintiscula parcela. A analise fitoquimica de uma planta pode revelar
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apenas uma pequena porcentagem de seus constituintes, uma vez que as plantas contém centenas
ou milhares de metabolitos (HAMBURGER e HOSTETTMANN, 1991).

As plantas produzem mais de 100.000 produtos naturais de baixo peso molecular, também
conhecidos como metabolitos secundarios. Os produtos do metabolismo secundario sdao
diferentes daqueles do metabolismo primario, uma vez que eles geralmente ndo sdo essenciais
para os processos metabolicos basicos das plantas. Essa rica diversidade é em parte o resultado de
um processo evolutivo que buscou a conquista ou a melhoria do sistema de defesa contra ataques
microbianos ou destruicdo por insetos e animais (DIXON, 2001). Geralmente esses metabolitos
secundarios estdo confinados a um grupo particular de organismos, ou a uma unica espécie, ou
ainda a uma simples variedade que cresce sob certas condi¢des. Na maioria dos casos, ndo ¢
conhecido exatamente o papel bioldgico que esses compostos possuem, exceto que eles
representam um tesouro quimico interessante, o qual devidamente estudado, pode ser benéfico
para a humanidade (CANNELL, 1998).

Atualmente, existem duas opinides opostas sobre a maneira adequada de escolher plantas
medicinais a serem pesquisadas. Uma admite que a resposta sera obtida preferencialmente através
do conhecimento popular, por meio do acimulo do conhecimento transmitido por geragdes. A
outra, indica que resultados definitivos vao depender do progresso dos procedimentos técnicos de
extracdo, identificacdo e bioensaios dos compostos naturais. Apenas uma base cientifica ¢ capaz
de integrar essas duas visdes, isto ¢, o conhecimento popular e o técnico. O grande desafio ¢ unir
conhecimento etnobotanico e cientifico ao nivel da linguagem quimico-bioldgica na procura dos
padroes de funcionamento da natureza (GOTTLIEB e BORIN, 2002).

Nos Estados Unidos da América (EUA), aproximadamente 25% das prescrigdes contém
compostos originados de substincias vegetais. E possivel ainda dizer que mais de 74% das

denominadas drogas vegetais ou fitoterapicas foram descobertas baseadas em seu histdrico uso
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tradicional (YAMADA, 1998). O conhecimento sobre as plantas medicinais representou e ainda
representa o unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos (DI STASI,
1995).

A populacdo, de maneira geral, acredita que medicamentos fitoterapicos ndo possuem
efeitos colaterais importantes por serem obtidos de fontes naturais. Contudo, estudos clinicos
recentes mostram que essa ¢ uma falsa premissa. Muitas plantas possuem constituintes
extremamente toxicos, como por exemplo, os glicosideos digitdlicos (YUNES e CALIXTO,
2001).

Relatos revelam que cerca de 80% da populagdo mundial utiliza plantas para fins
medicinais (FETROW e AVILA, 2000). Contudo, a maioria das espécies de plantas ndo foi
investigada tanto quimica quanto biologicamente com grandes detalhes, apesar de todas as
poderosas técnicas analiticas disponiveis. Mesmo as plantas bem analisadas requerem estudos
clinicos adicionais (PHILLIPSON, 2003). Como exemplo, pode ser citado um estudo feito pelo
Instituto Nacional do Cancer dos EUA, entre os anos de 1957 e 1981. Nesse estudo foram
analisadas cerca de 20.000 espécies de plantas da América Latina e Asia na procura de plantas
com atividade anti-tumoral, porém nao foi pesquisado se tais plantas possuiam qualquer outra
atividade farmacologica (HAMBURGER e HOSTETTMANN, 1991).

Apesar de muitas substancias sintéticas terem sido produzidas, ainda existe um ntimero
relativamente grande de produtos naturais e seus derivados na lista dos medicamentos mais
vendidos (SEIDL, 1999). Cerca de 25% dos medicamentos prescritos ao redor do mundo vém das
plantas, sendo que 121 compostos ativos estdo em uso atualmente. Dos 252 medicamentos
considerados basicos e essenciais pela OMS, 11% sd@o exclusivamente originados de plantas e um
numero significativo sdo medicamentos sintéticos obtidos de precursores naturais. Estima-se que

60% dos medicamentos anti-tumorais e antiinfecciosos que estdo no mercado ou estdo passando
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por triagem clinica sdo de origem natural (SHU, 1998). Exemplos de importantes medicamentos

obtidos de plantas podem ser observados na Tabela 2.

MEDICAMENTOS DESENVOLVIDOS A PARTIR DE PLANTAS

MEDICAMENTO USO MEDICO PLANTA
aspiri.na analgésico, antiinflamatorio | Filipendula ulmaria
atropina dilatador de pupila Atropa belladona
benzroma desinfetante oral Styrax tonkinensis
cafeina estimulante Camellia sinensis
cgdeir}a analgésico, antitussigeno Papaver somniferum
digoxina fibrilacdo atrial Digitalis purpura
eggepol _ dor de dente Syzygium aromaticum
hiosciamina anticolinérgico Hyoscyamus niger
morﬁna. analgésico Papaver somniferum
papaverina antiespasmodico Papaver somniferum
pllpgarplna glaucoma Pilocarpus jaborandi
quinina profilaxia da malaria Cinchona pubescens
reserpmna anti-hipertensivo Rauwolfia serpentia
escgpo}amlna distarbios do movimento Datura stramonium
t0x1fer1n§1 relaxante em cirurgias Strychnos guianensis
xantotoxina

vitiligo

Ammi majus

Tabela 2: Exemplos de alguns medicamentos obtidos a partir de plantas (MANS et al., 2000).

Por volta de 1970, a OMS reconhece o valor das plantas medicinais, considerando os

promissores e consagrados resultados da medicina tradicional chinesa (YUNES e CALIXTO,

2001).

O uso de terapias complementares e alternativas tornou-se um fenomeno muito difundido

atualmente, ndo podendo ser ignorado. Dentre todas as terapias complementares ou alternativas

disponiveis, a Fitoterapia - pratica do uso de plantas ou suas partes com finalidade terapéutica —

vem-se impondo e ja ndo pode mais ser considerada um simples modismo. Entre os pacientes que

procuram profissionais de satde da escola convencional, um tergo utiliza fitoterapicos, embora

muitos deixem de revelar esse dado a seu médico (FETROW e AVILA, 2000).
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O principio da Fitoterapia estd baseado na alopatia, diferenciando-se apenas pelo uso de
preparados tradicionais padronizados, eficazes, com inocuidade e qualidade controladas,
elaborados de plantas medicinais ¢ ndao de substancias quimicamente definidas, isoladas,
purificadas e de estrutura molecular determinada. Em contra partida, a Fitoterapia acaba se
aproximando da homeopatia, devido ao aspecto de utilizar produtos de origem natural e muitas
vezes de tinturas padronizadas de plantas medicinais (DI STASI, 1995).

A Fitoterapia vem sendo utilizada ha muito tempo e seu uso generalizou-se em todos os
quadrantes do mundo. Em 1997, a industria de produtos fitoterapicos vendeu 3,2 bilhdes de
ddlares e continua tendo um crescimento anual de 25% (FETROW e AVILA, 2000).

Enquanto a descoberta e o desenvolvimento de um novo firmaco envolve investimentos
muito altos, cujo custo de pesquisa varia entre 300 a 500 milhdes de ddlares, o desenvolvimento
de um novo fitoterapico pode ser obtido com custos muito menores (YUNES et al., 2001).

A Fitoterapia, em especial, ganha destaque valorizando o fitocomplexo, um conjunto de
varios principios ativos que atuam sinergicamente. O mecanismo de acgdo terap€utica ¢ mais
lento, e chega a ser considerado por alguns autores como mais fisioldgico e natural (YAMADA,
1998).

Apesar de a Fitoterapia ser utilizada em todas as partes do mundo, sem duvida, a
Alemanha ¢ reconhecidamente a nacdo que mais incentivou o seu uso. De acordo com
estimativas recentes, esse pais liberou 700 produtos fitoterapicos para comercializacdo em seu
territorio. Atualmente, 70% dos profissionais de satide alemaes prescrevem fitoterapicos a seus
pacientes, € a0 mesmo tempo, mantém um dos maiores mercados mundiais desses produtos

(FETROW e AVILA, 2000).
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1.3. As plantas medicinais e a Fitoterapia no Brasil

O Brasil possui cerca de 22% das plantas superiores existentes no planeta
(ELIZABETSKY e COSTA-CAMPOS, 1996). Cerca de 20% da nossa populagdo consome 63%
dos medicamentos disponiveis e o restante encontra nos produtos de origem natural,
especialmente nas plantas medicinais, a unica fonte de recurso terapéutico (DI STASI, 1995).
Essa ndo ¢ uma situagdo que ocorre apenas no Brasil, pois aproximadamente 70 a 80% da
populacdao dos paises em desenvolvimento dependem parcial ou totalmente de medicamentos a
base de plantas (WIJESEKERA, 1991).

O uso de plantas medicinais na América do Sul contribui significativamente nos
tratamento de saude e no Brasil, muitas plantas sdo utilizadas na forma de extratos, emplastros e
infusdes, sem qualquer evidéncia cientifica que comprove a eficacia desses tratamentos
(HOLETZ et al., 2002).

A Fitoterapia vem crescendo muito nos ultimos anos. Dentro dessa perspectiva,
poderiamos esperar que o Brasil fosse um pais privilegiado, considerando sua extensa e
diversificada flora, que detém aproximadamente um terco da flora mundial. Além disso, existe no
pais um grande numero de grupos de pesquisa que tem contribuido significativamente para o
desenvolvimento da quimica de produtos naturais de plantas, da quimiotaxonomia, da
farmacologia de produtos naturais e de outras areas relacionadas. No entanto, nosso pais ndo tem
uma atuacdo destacada no mercado mundial de fitoterapicos, ficando inclusive atras de paises
menos desenvolvidos tecnologicamente (YUNES et al., 2001).

Quinto maior consumidor mundial de remédios, o Brasil nunca desenvolveu um

medicamento. O mercado brasileiro ¢ dominado por companhias farmacéuticas multinacionais
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que investem em pesquisa € tecnologia, competindo fortemente num mercado biliondrio, cujas
cifras sdo da ordem de US$ 200 bilhdes ao ano (CALIXTO, 1996).

Infelizmente, a situacdo da maioria dos fitoterapicos fabricados atualmente pela industria
brasileira esta fundamentada somente no uso popular das plantas sem nenhuma comprovacgao pré-
clinica nem clinica. Nao podendo, portanto, ser competitivos nacional e muito menos
internacionalmente. Deve ser somado a essa situagdo, o fato de que existe a falta de uma politica
definida, permanente e comprometida com o desenvolvimento da industria farmacéutica,
especialmente a fitofarmacéutica nacional, por parte das autoridades responsdveis no Brasil. Essa
situagdo podera levar ao desaparecimento das industrias nacionais de fitoterapicos (YUNES et
al., 2001).

Contudo, a industria farmacéutica ainda tem uma oportunidade no Brasil. Os fitofarmacos
fazem parte de um mercado em expansdo e exibem cifras igualmente consideraveis: US$ 40
bilhdes ao ano. O Brasil tem condigdes de participar de forma consideravel desse mercado,
principalmente devido a sua vasta biodiversidade e a tradicdo no uso de plantas medicinais. O
nosso pais € capaz de aliar tecnologia e competéncia e, desse modo, criar uma excelente
oportunidade de impulsionar a indastria farmacéutica nacional. O desenvolvimento de
medicamentos proveniente de plantas medicinais ¢ geralmente mais rapido e envolve custos
menores se comparados com os obtidos por sintese. Além disso, no caso brasileiro, a matéria-
prima ja existe. So falta dar ao produto a garantia da ciéncia (CALIXTO, 1996).

E importante dizer também que o Brasil é dotado de outra riqueza além da natural. Trata-
se de nosso patrimdnio étnico-cultural. Além das nagdes indigenas, nosso povo ¢ formado por
imigrantes europeus, asidticos e africanos numa miscigena¢do impar que somente encontra
paralelo nos Estados Unidos da América. O Brasil possui uma grande diversidade cultural de

onde pode derivar uma maior quantidade de informagdes etnofarmacoldgicas. A sabedoria dos
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povos indigenas, somada aquela trazida pelos imigrantes e ao saber desenvolvido aqui pelo
homem amazonico, pantaneiro, do cerrado, do pampa, litoraneo e até mesmo urbano fornece
indicagdes e pistas que podem abreviar enormemente a distdncia entre a planta e o0 medicamento.
Os medicamentos podem entdo ser desenvolvidos no Brasil, com industrias brasileiras
patrocinando cientistas e investigadores clinicos brasileiros e apresentando resultados bastante
competitivos no mercado farmacéutico mundial (FITOMEDICAMENTOS..., 2004).

Nao podemos esquecer ainda que das 350 mil espécies de plantas que existem catalogadas
em todo o mundo, cerca de 60 mil estdo no Brasil. Certamente, devido a esse fato, o Brasil é um

alvo de interesse internacional para o proximo século (CALIXTO, 1996).

1.4. O sistema imunolégico

O sistema imunologico evoluiu nos vertebrados para protegé-los de microorganismos
patogénicos invasores e do cancer. E capaz de gerar um grande numero de células e moléculas
que podem especificamente reconhecer e eliminar uma variedade aparentemente ilimitada de
agentes invasores. Estas células e moléculas agem conjuntamente em uma rede dinadmica
primorosamente adaptavel, cuja complexidade somente se assemelha a do sistema nervoso
(GOLDSBY et al., 2000).

Os macrofagos sao células que participam de diferentes processos no organismo, como
por exemplo, remodelagem tecidual durante a embriogénese, reparacao de ferimentos, remogao
de células velhas e danificadas, hematopoiese e homeostase (KLIMP et al., 2002). Essas células
tém um papel central no sistema imunoldgico, defendendo o hospedeiro contra microorganismos.
A seqiiéncia classica de diferenciacdo do sistema mononuclear fagocitario segue de

promonoblasto para monoblasto, promonocito, mondcito e macrofago maduro. Todos estes tipos
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morfologicos sao encontrados na medula 6ssea, sendo que os mondcitos sao liberados na corrente
sangliinea e, entdo, se disseminam para todos os tecidos (ZWILLING e EISENSTEIN, 1994).

Além disso, os macréfagos estdo envolvidos em todas as fases da resposta imune (ROITT
et al., 1999). Possuem mecanismos para reconhecer e reagir a patdgenos, o que os torna células
importantes da imunidade inata. Eles também cooperam com os linfocitos para desenvolver
respostas imunes adaptativas (PARHAM, 2001).

Toda vez que se deparam com certos estimulos, os macrofagos sofrem um processo de
ativagdo, caracterizado por um rdpido aumento no metabolismo, motilidade e atividade
fagocitica. Os macrofagos ativados, porém, nao funcionam apenas como fagocitos. Essas células
também secretam mais de cem produtos, dentre eles enzimas, componentes do complemento,
fatores de coagulagdo, espécies reativas de oxigénio, citocinas, etc (PARSLOW et al., 2000). Sao
importantes como células inflamatorias, tumoricidas e microbicidas, pois a destruicdo de muitos
parasitas intracelulares e de algumas células tumorais requer a ativagdo de macrofagos (ROITT et
al., 1999).

Os radicais derivados do oxigénio liberados pelos macrofagos sdo capazes de oxidar
membranas celulares e também de formar pontes dissulfeto entre os aminoacidos cisteina de
diversas proteinas estruturais, levando a morte da bactéria IMUNOHEMATOLOGIA, 2002).

Muitos aspectos da fisiologia dos macrofagos sdo influenciados de alguma forma pelo
lipopolissacarideo (LPS), um produto das bactérias Gram-negativas. O LPS induz um aumento
do consumo de glicose e oxigénio e a célula adquire a capacidade de matar microorganismos e
células tumorais. Os macrofagos também desenvolveram um mecanismo refinado para
reconhecer LPS no ambiente e, portanto ele ¢ um dos mais potentes estimuladores de
macréfagos. Em muitos casos, apenas 1pg/mL produz resposta mensuravel (ZWILLING e

EISENSTEIN, 1994).
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Em 1983, Mosmann desenvolveu a técnica colorimétrica utilizando o 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazolio (MTT). Essa técnica tem sido muito empregada atualmente
para avaliar a viabilidade celular, inclusive de macrofagos colocados em contato com extratos,
fragdes e substancias puras obtidos de espécies vegetais (AUTORE et al., 2001; DIRSCH et al.,
1998; KOBUCHI et al., 1997; OH et al., 2002; PAE et al., 2003; SHIN et. al., 2004; TEZUKA et
al., 2001,WANG et al., 2002). A metodologia ¢ baseada na redugdo de um sal de tetrazolio
amarelo soluvel por enzimas microssomais e também pela enzima succinato desidrogenase
mitocondrial das células vidveis. Essa redu¢do gera a formazana, um produto insolivel de cor
purpura que se acumula nas células devido a sua incapacidade de atravessar a membrana celular.
A adicdo do dlcool isopropilico solubiliza e libera a formazana produzida, possibilitando a
quantificagdo colorimétrica. A capacidade das células reduzirem o MTT indica atividade e
integridade mitocondrial e ¢ interpretada como uma medida da viabilidade celular (BARILE,
1994; FRESHNEY, 1994; KORTING et al., 1994).

Fagocitos como neutréfilos e macréfagos produzem espécies reativas de oxigénio (ERO)
durante a fagocitose ou devido a estimulacdo com varios agentes, através da ativacdo do
complexo NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida) oxidase (FORMAN e
TORRES, 2002). O forbol miristato acetato (PMA) ¢ um desses agentes capazes de induzir a
liberagao de perdxido de hidrogénio (H,O;) pelos macrofagos (PICK e KEISARI, 1980).

A geragao fisiologica de ERO esta relacionada com diversas respostas fisiologicas, desde
a ativagdo transcricional até a proliferagcdo celular e apoptose (FORMAN e TORRES, 2002). Em
resposta a ativacao de neutrdfilos e macrofagos por mediadores inflamatérios soliveis especificos
e/ou particulados, ¢ observada a ocorréncia do burst oxidativo, que esta associado com um
aumento de 2-20 vezes no consumo de oxigénio e aumento do metabolismo da glicose,

dependendo da célula e da natureza do estimulo (BABIOR, 1978; BEUTLER et al., 1985;
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DRATH e KARNOUSKY, 1975). A producdo estimulada de ERO foi nomeada de burst
oxidativo devido ao consumo transitorio de oxigénio e € considerada um evento critico para a
acao bactericida dos fagocitos (FORMAN e TORRES, 2002).

Durante o burst oxidativo, ocorre a redugdo do oxigénio (O,) a anion superoxido (Oy"). O
NADPH ¢ utilizado como doador de elétrons e a enzima flavocitocromo oxidase b558
(componente do complexo NADPH oxidase) participa da reagdo. O O, gerado ¢
subseqiientemente convertido a H,O, com ajuda da enzima superdxido dismutase (SOD) (PICK e
KEISARI, 1980; PICK e MIZEL, 1981; ROITT et al., 1999; ROITT e DELVES, 2001). Um

esquema da produgdo dos intermedidrios reativos do oxigénio pode ser observado na Figura 1.

Citosol Processo
fagocitico

NADPH

NADP* ey

Flavo-
Citocromo
b558

GCloraminas

Figura 1: Produgdo dos intermediarios reativos do oxigénio, adaptado de Roitt e Delves, 2001.
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O peroxido de hidrogénio possui uma variedade de papéis no corpo humano. Atua como
molécula sinalizadora, ¢ um agente citotoxico no sistema de defesa e também pode causar
doencas (ABE e BRADFORD, 1999; CLEMENT et al., 1998; FORMAN e TORRES, 2001;
HALLIWELL et al., 2000).

O ¢6xido nitrico (NO) ¢ formado através da oxida¢do do atomo de nitrogénio do
aminoacido L-arginina pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) e, logo em seguida, se transforma
em nitrito (NO;"). Trés isoformas de o0xido nitrico sintase (Figura 2) foram descritas baseadas nos
trés diferentes genes que foram clonados e seqlienciados, na localizacdo e na sensibilidade a
estimulacao pelo célcio: duas isoformas de 6xido nitrico sintase constitutivas (cNOS), a 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS) e a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) e uma 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) (KIECHLE e MALINSKI, 1993). Clonagem molecular revelou que
essas isoformas compartilham 50-60% de homologia, sendo que cada isoforma de NOS ¢
codificada por um gene distinto contendo 26 éxons (iNOS e eNOS) ou 29 éxons (nNOS). Sabe-se
ainda que a por¢do C terminal da proteina NOS ¢ semelhante a citocromo P450 redutase

(HOBBS et al., 1999).
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| Oxido nitrico sintase {NOS) I

Constitutiva

A
-

e-NOS n-NOS i-NOS

Figura 2: Isoformas da 6xido nitrico sintase (NOS) (DUSSE et al., 2003).

A ¢-NOS (peso molecular de 133 kDa) produz pequenas quantidades de NO, nano ou
picomols, e sua ativagdo depende da interacdo com a calmodulina, que ¢ controlada pelos niveis
de Ca®® (KUO e SCHROEDER, 1995; MARLETTA, 1994; MONCADA, 1991;). Em
macréfagos, a iNOS (peso molecular de 130 kDa) ¢ célcio independente e sua atividade ¢
induzida por citocinas, como o fator de necrose tumoral - alfa (TNF-a), a interleucina - 1 (IL-1) e
o interferon-gama (IFN-y) e também por estimulos microbianos, como o LPS (DRAPIER et al.,
1988; HIBBS et al., 1992; KUO e SCHROEDER, 1995; SCHINDLER ¢ BOGDAN, 2001). A i-
NOS requer algumas horas para ser expressa, mas uma vez sintetizada, libera quantidades
maiores de NO que a c-NOS e a producao deste mediador continua indefinidamente até que a L-

arginina ou os co-fatores necessarios para sua sintese sejam depletados ou até ocorrer a morte

celular (DUSTING e MacDONALD, 1995).
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O NO ¢ formado enzimaticamente a partir da L-arginina na presenga da NOS (ACHIKE e
KWAN, 2003). A sintese de NO, esquematizada na Figura 3, envolve duas etapas. Na primeira,
ocorre a hidroxilacdo de um dos nitrogénios guanidinos da L-arginina para gerar N°-hidroxi-L-
arginina (NHA). Esta reacao utiliza NADPH e O; e, provavelmente, envolve o complexo heme
da NOS. Na segunda etapa, ocorre a conversdo da NHA em NO e L-citrulina. Flavina adenina
dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e a tetraidrobiopterina (BH4) sao

utilizados como co-fatores na reagdo (MARLETTA et al., 1988; MARLETTA, 1994).

L-arginina
NADPH

Oz

---------------

NOS

NADP*
H-0

AV,

NHA

0.5 NADPH
Oo

NOS

0.5 NADP+
Hp0

RV

L-citrulina NO---"= NO,

Figura 3: Reacdo bioquimica que mostra a sintese de NO em células de mamiferos, adaptado de

MacMicking et al., 1997.



INTRODUCAO 27

O NO ¢ uma molécula que possui uma grande variedade de fungdes (Tabela 3) e atua em
muitos processos fisiologicos, entre eles na regulagdo do sistema imune (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1984; KIECHLE e MALINSKI, 1993). Além disso, essa molécula também faz
parte do arsenal de primeira defesa do organismo com poder microbicida. Assim, esta
demonstrada sua a¢do antibacteriana, antiviral e antiparasitaria. Nesses casos, o0 NO atua em altas
concentracgdes e ¢ toxico aos microorganismos invasores. Existe um ténue limite de concentragdo
tissular entre a nao-toxicidade as células do hospedeiro e a toxicidade necessaria para a acao

microbicida (FLORA FILHO e ZILBERSTEIN, 2000).
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VISAO GERAL DAS FUNCOES DO OXIDO NiTRICO NO SISTEMA IMUNOLOGICO

Categorias

Produtores de

Efeitos

fenotipicos

do

Exemplos de  mecanismos

NO (exemBlos) NO moleculares

Atividade
antimicrobiana

Atividade
antitumoral

Efeitos danosos aos
tecidos
(Imunopatologia)

Efeitos
antiinflamatorios e
imunossupressores

Modulacao da
producio e funcio

de citocinas,
quimiocinas e
fatores de
crescimento

(efeitos pré e
antiinflamatérios)

Desvio de células T
helper

macrofagos
microglia
neutrofilos
eosinofilos,
fibroblastos

células endoteliais
e epiteliais
astroglia

macrofagos,
eosinoéfilos
macréfagos,
microglia,
queratinocitos,
células mesangiais,
astroglia

Macrofagos

macrofagos,
linfocitos T células
endoteliais
fibroblastos

macréfagos

funcio efetora

morte ou redugdo da replicagdo
dos agentes infecciosos (virus,
bactérias, protozodarios, fungos

e helmintos.

Morte ou inibigdo do
crescimento das células
tumorais.

Necrose ou  fibrose do

parénquima

Funcdes imunoregulatérias

- inibigdo da:

proliferagdo de linfocitos Be T,
producdo de anticorpos pelas
células B CD5+, diversificagdao

das células B ¢ T auto-

reativas

-inibi¢do do recrutamento de

leucdcitos

(adesdo,

extravasamento, quimiotaxia)

Upregulation e downregulation

de:

o IL-1, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12, IL-18, IFN-y, TNF

*TGEF-B,
CSF,VEGF

G-CSF,

M-

eMIP-1a, MIP-2, MCP-1

Inducdo e diferenciacdo de

células Thl
Supressdo de
celulares Thl (e Th2)
Supressdo das
célula T tolerogénicas

respostas

respostas de

- efeito direto do NO sobre o patdgeno

- efeitos indiretos da via da NOS (por
exemplo, reagdo do NO com outras
moléculas efetoras, deplecdo da arginina,
etc.)

- inibi¢ao de enzimas essenciais para o
crescimento tumoral (por exemplo,
enzimas da cadeia respiratdria, cis-
aconitase, ornitina descarboxilase, etc.)

- inibi¢do do crescimento através da
deplecdo da arginina via iNOS

- parada do ciclo celular -
downregulation da ciclina D1

- indugdo da apoptose por ativagdo das
caspases e acumulo de p53

- sensibilizagdo das células tumorais a
citotoxicidade mediada por TNF-a

- apoptose das células do parénquima

- degradacgdo da matriz extracelular

- deposicdo da matriz proliferacdo das
células mesenquimais

- influxo de células inflamatorias através
da regulag@o de quimiocinas

- apoptose das células T ou células
apresentadoras de antigeno

- downregulation do MHC classe II,
moléculas coestimulatérias e citocinas

- quebra de cascatas de sinalizagdo e
fatores de transcricao.

- inibi¢do da sintese de DNA

- downregulation de moléculas de
adesdo e quimiocinas

Modulagao de:

- cascatas de sinalizacdo (ex.: proteina
G, MAP quinases, caspases)

- fatores de transcricdo (NFKB, Sp-1,
AP-1)

- proteinas que regulam a estabilidade do
mRNA ou a tradugdo do mRNA

- enzimas que processam precursores de
citocinas

- possivel estimulagdo da sinalizagdo
mediada pela IL-12
- supressdo da produgao de IL-12

Tabela 3: Funcdes do 6xido nitrico no sistema imune (BOGDAN, 2001).
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Atualmente, ja estd bem estabelecido que o NO tem um duplo papel no processo
inflamatdrio. O NO secretado em altos niveis por macrofagos ativados € importante na defesa
contra microorganismos e cé¢lulas tumorais (McMICKING et al., 1997). Por outro lado, os efeitos
pré-inflamatdrios do NO parecem ser mediados pela sua producao exagerada e estdo relacionados
a varias doencas como o choque séptico, doengas auto-imunes e cardiovasculares (DINERMAN
et al., 1993; IALENTI et al., 1993; KILBOUM e GRIFFITH, 1992; MONCADA et al.,1991).

Tanto espécies reativas de oxigénio quanto espécies reativas de nitrogénio (ERN)
contribuem para a fisiopatologia das doengas inflamatérias (MOILANEN e VAPAATALO,
1995). E preciso ainda lembrar que o NO pode sofrer um processo oxidativo com espécies
reativas de oxigénio, formando mais intermedidrios ativos, como o peroxinitrito, que € capaz de
reagir com a tirosina e cisteina das proteinas. A exposi¢ao prolongada a grandes quantidades de
NO (como na ativagao da iNOS) inibe a atividade de varias enzimas, como a aconitase,
citocromo C oxidase e ribonucleotideo redutase. Como resultado, o NO pode se tornar citotoxico
ou citostatico. Esta €, em parte, a base das fungdes fisiopatoldgicas do NO. Contudo, um controle
apropriado da homeostase do NO faz com que esse mediador seja um sinal ttil em um certo
evento fisioldgico ou, por outro lado, seja citotoxico devido a uma geracgao excessiva (ACHIKE e
KWAN, 2003).

Produgdo de grandes quantidades de NO por macréfagos ativados contribui para a
capacidade dos macrofagos suprimirem a proliferagdo linfocitaria. Citocinas secretadas por
linfécitos ativados regulam a sintese de NO pelos macrofagos. O NO tem diversos efeitos na
funcdo dos neutrofilos. Essa molécula parece mediar algumas das agdes indesejaveis das
citocinas pro-inflamatorias como a IL-1. Concluindo, o NO regula respostas humorais e celulares
na inflamagdo, possuindo tanto propriedades antiinflamatoérias quanto pro-inflamatorias,

dependendo do tipo e da fase da reagdo inflamatoria (MOILANEN e VAPAATALO, 1995).
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As citocinas sdo mediadores soluveis liberados por linfocitos e células do sistema
fagocitario, essenciais na comunicagdo intercelular e em muitos processos fisiologicos e
patofisioldgicos. Elas também modulam a inflamag¢ao e a imunidade regulando o crescimento ¢ a

diferenciacdo de leucdcitos e também de células nao leucocitarias (OPPENHEIM et al., 1994).
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Dentre as citocinas, encontra-se o0 TNF-a,, que foi purificada, seqiienciada e teve seu gene
clonado em meados dos anos 80. Desde entdo, varias propriedades atribuidas a essa citocina tém
sido demonstradas (EIGLER et al., 1997). E uma citocina multifuncional que possui fungdes
centrais na inflamag¢@o aguda e cronica, na resposta antitumoral e nas infecgdes (PALLADINO et
al., 2003). Exerce um papel essencial na rede de citocinas, especialmente com relacdo a
patogénese de muitas doengas infecciosas e inflamatorias (EIGLER et al., 1997). As fungdes do

TNF-a podem ser visualizadas na Figura 4.
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Figura 4: Atividades biologicas do TNF-a (EIGLER et al., 1997).
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O TNF-a ¢ um potente mediador, com efeitos benéficos e maléficos (PARHAM, 2001).
Essa citocina ¢ certamente responsavel por muitos dos exemplos de destruicdo de células
tumorais pelos macréfagos e, junto com o IFN-y, é poderosamente sinérgica na destruicdo de
tumores suscetiveis (ROITT et al., 1999).

A sintese de TNF-a ¢ estimulada em mondcitos/macréfagos por diferentes substancias
exdgenas como LPS e [-glucanas, ou por mediadores endogenos como a IL-1. Altas
concentragdes de TNF-a no plasma foram demonstradas em diversas doengas inflamatorias e
infecciosas, como sepse, meningite bacteriana, maldria cerebral, sindrome da angustia
respiratoria do adulto, Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e artrite reumatdide
(EIGLER et al., 1997). Varias revisdes sobre essa citocina tém sido descritas nos ultimos anos,
principalmente discutindo o seu papel nas doencas (DINARELLO et al., 1993; GIBSON, 2004;
METHE et al., 2004; SCHACHNA, 2004; TRACEY e CERAMI, 1994).

Apesar de diversos tipos celulares produzirem TNF-a, as principais fontes dessa citocina
sdo os mondcitos/macrofagos. O TNF-a induz numerosas mudangas pré-inflamatdrias nas
células endoteliais, incluindo a producao de outras citocinas, a expressao de moléculas de adesao,
a liberagao de substancias pro-coagulantes e a indugdo da iNOS. Essas altera¢des podem levar ao
choque séptico. Além disso, o TNF-a estimula linfocitos T e B, induz a febre, estimula
hepatocitos a produzirem proteinas de fase aguda e ainda suprime a lipase lipoprotéica,
contribuindo para a caquexia (EIGLER et al., 1997) (Figura 4).

A expressao de TNF-a também ¢ dependente da ativagdo do fator de transcrigdo NFxB
(EIGLER et al., 1997). O NFxB ¢ um fator de transcricdo que possui um papel critico na
expressao de mediadores inflamatorios. Esse fator esta seqiliestrado no citosol formando um

complexo com seu inibidor, o IkB (FORMAN e TORRES, 2002). O NFkB apresenta uma gama
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de acdo maior em comparacdo com outros fatores de transcrigdo até entdo caracterizados. Essa
superioridade ¢ devida a variados estimulos que o ativam, bem como a inumeros genes ¢
fenomenos que ele regula. Entre esses estimulos estdo os neurotransmissores (como o glutamato),
neurotrofinas, proteinas neurotoxicas (como a b-amildide), citocinas (IL-1 e TNF-a),
glicocorticoides, ésteres de forbol, peptideo natriurético atrial, ceramidas, produtos provenientes
de virus e bactérias, irradiacdo ultravioleta, produtos de reagdes de enzimas como a iNOS e a
ciclooxigenase tipo 2 (COX-2). Independente do estimulo, parece haver participacao de espécies
reativas de oxigénio (estresse oxidativo) e o aumento de calcio intracelular para a ativagdo do
NFkB. A implicacdo desse fator de transcrigdo como alvo terapéutico € decorrente da variedade
de genes que sofrem regulacdo pelo fator NF-kB, envolvidos em véarios processos celulares, tais
como desenvolvimento, plasticidade, morte e defesa celular. Entre tais genes, podem ser citados
os envolvidos na producao de enzimas, como a iNOS, a COX-2 e a SOD, e de citocinas, como o

TNF-o (GLEZER et al., 2000).

1.5. As plantas medicinais e a imunologia

O termo imunomodulacdo pode ser definido como uma modificagdo da resposta
imunoldgica ou da fung¢do do sistema imune, através da agdo de agentes estimulantes ou
supressores (IMMUNOMODULATION, 2004; MEDICAL DICTIONARY, 2004).

Sistemas bioldgicos, incluindo o sistema imune, mostram uma clara necessidade de
regulagdo. Uma vez que a resposta imune ¢ iniciada, mecanismos devem existir para controlar a
extensao dos seus efeitos e reguld-la de tempos em tempos. Os chamados "modificadores da

resposta biologica" constituem um grupo de agentes terapéuticos capazes de alterar as respostas
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imunologicas. Apesar dos mecanismos de ac¢do dos imunomoduladores serem supostamente
muito complexos, parte de sua atividade pode ser devida a um efeito direto sobre as células
imunolégicas. Essa ¢ uma possibilidade para a avaliacdo da poténcia desses agentes através de
medidas da resposta celular in vitro. Os diferentes métodos de analise devem ser adequados para
medir a supressdo ou a estimulagdo dos sistemas celulares testados (LAWSON e BAUER, 1998).
Testes in vitro t€m sido muito uteis na avaliagdo da imunomodulagdo (AUTORE et al., 2001;
LAWSON e BAUER, 1998; LU et al., 2004).

As plantas produzem um vasto nimero de substincias naturais com potencial
antimicrobiano e imunomodulador na tentativa de se adaptarem as agressdes do meio ambiente.
Essas substancias podem ser isoflavondides, indois, fitoesterdis, polissacarideos, sesquiterpenos,
alcaldides, glucanas, taninos, vitaminas e minerais que agem como antioxidantes e coenzimas,
além de muitas outras (WILLIAMS, 2001).

Virias plantas utilizadas na medicina tradicional demonstraram modular a resposta
imunolégica (AGARWAL e SINGH, 1999), sendo que os principios ativos dessas plantas foram
isolados e caracterizados (GRAHAM et al., 2000; YAMAGUCHI, 1992).

Atualmente, as propriedades imunomoduladoras e antiproliferativas de muitas plantas
medicinais estdo bem determinadas (AGARWAL e SINGH, 1999; KARKABOUNAS et al.,
2000; OPOKU et al., 2000). Desde muito tempo, o estudo da modulagdo da resposta imune tem
despertado interesse como uma alternativa para o alivio de doencas (MEHROTRA et al., 2003).

Imunomoduladores sdo compostos que predominantemente atuam de forma ndo restrita
no sistema de defesa. Eles tém um potencial de atividade relativamente curto. Como seus efeitos
desaparecem de modo relativamente rapido, eles devem ser administrados continuamente ou em
intervalos regulares. Esse ¢ o caso, por exemplo, do polissacarideo lentinan que estd sendo

utilizado para deter o crescimento de tumores (CHIHARA, 1992; LAWSON e BAUER, 1998).
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Muitas plantas medicinais e medicamentos derivados de plantas mostraram possuir efeitos
na via do 6xido nitrico. A via de sinalizacdo do NO tem se tornado, nesses ultimos anos, um alvo
para o desenvolvimento de novos medicamentos. Acredita-se que o alto teor de flavondides,
catequinas, taninos e outros compostos fenodlicos presentes nos vegetais, frutas, soja, cha e vinho
tinto contribuam para os efeitos benéficos a satide. Alguns desses compostos induzem a formacao
de NO nas células endoteliais, melhorando a circulagdo, enquanto que outros suprimem a indugao
da iNOS nas inflamagdes ¢ infecgcdoes (ACHIKE e KWAN, 2003).

Triterpenos isolados da planta Rubia yunnanensis, conhecida na medicina chinesa como
Xiao Hong Sheng, inibiram a producdao de NO em macrofagos peritoneais murinos estimulados
com LPS (MORIKAWA et al., 2003). O composto curcumina, isolado da planta Curcuma longa,
inibiu a producdo de NO e a expressao da iNOS em macrofagos RAW 264.7 estimulados por
LPS (PAN et al., 2000).

Apesar de uma intervencdo farmacologica na formag¢do do NO servir como alvo
terapéutico em certos estados patologicos, uma dieta apropriada com a intengdo de favorecer uma
homeostase positiva de NO pode também servir como uma medida preventiva para a promog¢ao
da saude, evitando doengas. De fato, frutas, vegetais, ervas medicinais e seus componentes ativos
possuem propriedades antioxidantes e exercem seus efeitos terapéuticos, pelo menos em parte,
influenciando o metabolismo do NO (ACHIKE ¢ KWAN, 2003).

Os efeitos de um polissacarideo isolado do Panax ginseng foram examinados com a
utilizagdo de macrofagos peritoneais murinos. A atividade citotoxica contra células de melanoma
B16 foi significativamente induzida. Os niveis de TNF-a, IL-1p, IL-6, IFN-y, 6xido nitrico (NO)
e peroxido de hidrogénio (H,O,) foram aumentados. A atividade fagocitica e a expressdo de

CD14 nos macrofagos foram potencializadas. Os autores sugerem que o ginseng possui efeitos
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imunoestimulantes em macrofagos e essa capacidade poderia ser utilizada clinicamente no
tratamento de doengas, como o cancer (SHIN et al., 2002).

Componentes polissacaridicos da Echinacea purpurea mostraram aumentar a producao in
vitro de IL-1, interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10) e TNF-a por macrofagos (BURGER
et al., 1997; LEUTTIG et al., 1989). Os efeitos das alquilamidas isoladas e purificadas dessa
planta também foram estudados. A atividade fagocitica foi aumentada, bem como houve aumento
na producgdo de TNF-a e NO apos a estimulagdo in vitro com LPS (GOEL et al., 2002).

Mehrotra et al. (2003) demonstraram o potencial antiproliferativo e imunossupressor in
vitro do extrato etandlico do rizoma de Acorus calamus. Neste trabalho, houve inibicdo da
producao de NO, interleucina-2 (IL-2) e TNF-a, mas o IFN-y ndo sofreu alteracao.

No Brasil, Santos et al. (1999) estudaram a atividade imunomodulatéria do extrato aquoso
da marcela (Achyrocline satureioides). Nesses estudos, foi observado que o extrato possui uma

leve atividade imunossupressora.

1.6. O género Alchornea

O género Alchornea (pertencente a familia Euphorbiaceae) contém cerca de 50 espécies,
cuja distribuigdo geografica abrange a regido tropical da América, Africa e Asia. Dentre essas
espécies, cerca de dez ocorrem na América Central ¢ América do Sul. A Alchornea triplinervia
(Spreng.) Miill. Arg. ¢ a espécie de maior distribuicdo geografica. Na Floresta Estacional
Semidecidual e, com menor intensidade na Floresta Ombrofila Densa (Floresta Atlantica), ha

duas outras espécies simpatricas de ocorréncia comum, sendo uma delas a Alchornea glandulosa
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Poepp. Essa espécie se diferencia da A. triplinervia por possuir uma copa mais densa, de cor
verde-clara, muito caracteristica (CARVALHO, 1994).

A Alchornea triplinervia ¢ uma arvore semicaducifolia, de 15 a 30m de altura com folhas
simples, basicamente elipticas ou arredondadas de 3 a 6cm de comprimento. Possui flores de cor
creme e seus frutos sdo arredondados, tendo de 5 a 11 mm de didmetro. Essa espécie floresce nos
meses de outubro e novembro. E conhecida também como tapia, alcornea, caixeta-branca, canela-
samambaia, malacaxeta, tamanqueira, tapiazeiro e tapid-guacu-branco (CARVALHO, 1994;
LORENZI, 1992). No Brasil, a 4. triplinervia esta presente em varios estados como Amazonas,
Babhia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo, etc (CARVALHO, 1994) (Figura
5).

A Alchornea glandulosa ¢ uma espécie didica, com cerca de 10 a 20m de altura, e que no
Brasil estd distribuida do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul. E perenifélia, heli6fila,
pioneira, freqiiente em beiras de rios e em planicies aluviais da Floresta Pluvial Atlantica. Possui
folhas simples, recurvadas nos bordos com 8-16cm de comprimento. Os frutos amadurecem de
setembro a outubro e de dezembro a janeiro (LORENZI, 1992). Essa espécie também ¢
conhecida como tapid, tanheiro-de-folha-longa, maria-mole, tamanqueiro (LISTA ..., 2004)

(Figura 6).
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Figura S: Alchornea triplinervia. (A) arvore, (B) folhas, (C) frutos, (D) sementes, (E) casca e (F)
madeira (Lorenzi, 1992).
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Figura 6: Alchornea glandulosa. (A) arvore, (B) folhas, (C) frutos, (D) sementes, (E) casca e (F)
madeira (Lorenzi, 1992).
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Além das cidades onde foram feitas as coletas, Piracicaba e Botucatu, existem no estado
de Sao Paulo registros da ocorréncia da A. triplinervia em Assis e da A. glandulosa em Taruma
(ESPECIES ARBOREAS ..., 2003).

Estudos etnofarmacologicos ja foram realizados com as plantas 4. triplinervia e A.
glandulosa. Algumas informagdes foram coletadas junto a populagdes locais no Brasil
(Tocantins), confirmando o uso tradicional dessas espécies principalmente no tratamento de
moléstias estomacais (HIRUMA-LIMA, 2002)*.

Alcaloides, flavonodides e outros compostos fendlicos foram isolados de espécies do
género Alchornea (BRACA et al., 2002).

Outras espécies do género, como a A. castaneifolia, a A. cordifolia, A. laxiflora e a A.
latifolia possuem efeitos biologicos relatados (AYISI e NYADEDZOR, 2003; DUNSTAN et al.,
1997; OGUNGBAMILA e SAMUELSSON, 1990; OLATUNDE FAROMBI et al., 2003).

Conegero et al. (2003) fizeram uma analise de algumas das propriedades biologicas
relatadas, utilizando extratos brutos e compostos isolados de espécies do género Alchornea. Entre
as atividades encontradas estdo: antibacteriana, antiinflamatéria, antiespasmddica,
antitripanossomica, antidiarréica, citotoxica contra células cancerosas Hep-G2 (carcinoma
hepatocelular), MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario) e A-431 (carcinoma epidermoide).

A Alchornea castaneifolia também ¢é conhecida como iporuru. As folhas e a casca dessa
arvore sao utilizadas pelos indios da Amazodnia no tratamento de reumatismo, artrite, osteoartrite,
resfriado, diabetes, dor muscular, aumento da fertilidade feminina e também como afrodisiaco
(TAYLOR, 1998). Essa planta demonstrou moderada atividade inibitoria da biossintese de

prostaglandina catalisada pela ciclooxigenase-1 (COX-1) e também forte inibicdo do edema

* HIRUMA-LIMA, C. A. Uso popular do género Alchornea. 2002.
(Comunicacgao pessoal)
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induzido por etilfenilpropiolato em orelha de rato (DUNSTAN et al, 1997). Uma analise
fitoquimica inicial revelou a presenca de esterdides, saponinas, fendis, flavonoides, flavonas,
taninos, xantonas e alcaldides (TAYLOR, 1998). As propriedades antiinflamatorias da iporuru
sao atribuidas a um grupo de alcaloides, incluindo um chamado alcorneina, que ¢ encontrado na
casca dessa arvore e também em outras espécies de Alchornea (OGUNGBAMILA e
SAMUELSSON, 1990).

A Alchornea cordifolia é uma planta utilizada em muitos paises da Africa no tratamento
de doencas bacterianas, fungicas, parasitarias e inflamatorias (MANGA et al., 2004). Estudo feito
em 2003 demonstrou que o extrato aquoso da Alchornea cordifolia ¢ um efetivo inibidor da
replicacdo do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) e do virus da imunodeficiéncia
humana tipo 2 (HIV-2). Na tentativa de delinear o potencial terapéutico desse extrato nas
infec¢des causadas pelo HIV, testes serdo realizado com outras cepas, incluindo aquelas
resistentes a azatioprina (AZT) (AYISI e NYADEDZOR, 2003). Além disso, o extrato
metandlico dessa planta também mostrou intensa atividade antiinflamatéria de maneira dose-
dependente apds a aplicagdo topica. Os autores explicam essa atividade, pelo menos
parcialmente, devido a presenca de compostos lipofilicos ndo identificados e flavonoides como
hiperosideo e quercetrina. Contudo, os autores sugerem que outros compostos provavelmente
possam contribuir para essa atividade (MANGA et al., 2004). Esses resultados sdo similares aos
obtidos por Osadebe e Okoye que, em 2003, ja haviam demonstrado em estudos com modelo de
edema de pata, as atividades antiinflamatorias dessa planta com a utilizagdo de extrato e fragdes.

Pesquisas feitas com a Alchornea laxiflora, planta utilizada na Nigéria para a preservagao
de alimentos, sugerem que essa planta contém potentes antioxidantes naturais que teriam um
importante papel na preservagao de produtos com alto teor lipidico propensos a oxidagdo e

rancidificagdo (OLATUNDE FAROMBI et al., 2003).
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Substancias isoladas da Alchornea latifolia mostraram atividade citotoxica in vitro contra
linhagens tumorais Hep-G2 (carcinoma hepatocelular) e A-431 (carcinoma epidermoide) e

também potentes inibidores da topoisomerase II (SETZER et al., 2000).



II - OBJETIVOS
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O objetivo deste trabalho foi estudar as agdes dos extratos e fragdes de Alchornea
triplinervia e Alchornea glandulosa sobre o sistema imunologico. Para tanto, foram realizados
ensaios para a determinagdo de um possivel efeito imunomodulador sobre células murinas. Desse
modo, investigou-se a acao dessas plantas com relagdo a:

- ativacdo de macrofagos murinos através da determinagdo de H,O,, NO e TNF-a..

- inibicdo da liberacdo de H,O, em cultura de macréfagos peritoneais estimulados por
PMA.

- inibi¢ao da liberacao de NO e TNF-a em cultura de macrofagos peritoneais estimulados
por LPS.

- comparacdo dessas duas espécies do género Alchornea com base nos testes acima

citados.



III - MATERIAIS E METODOS
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3.1. Etapa botanica

As plantas medicinais A. triplinervia e A. glandulosa fazem parte do Projeto Tematico
Biota - FAPESP (Uso sustentavel da biodiversidade brasileira. Prospeccdo quimico-
farmacoldgica em plantas superiores. Processo n° 02/05503-6).

A etapa botanica envolveu a escolha de espécies vidveis para o estudo imunoldgico, isto &,
aquelas que apresentaram crescimento ¢ quantidade de material suficiente para a continuidade
dos estudos. Além disso, as espécies investigadas neste projeto sdo encontradas no Estado de Sao
Paulo e possuem informagdes etnofarmacologicas.

As folhas de A. triplinervia foram coletadas no Jardim Botanico do Instituto de
Biociéncias - UNESP, municipio de Botucatu, Sdo Paulo, pelos doutorandos Tamara Regina
Calvo (Instituto de Quimica - UNESP — Araraquara/SP) e Luis Fernando Rolim (Instituto de
Biociéncias - UNESP - Botucatu/SP). A planta estd sendo identificada pelo Prof. Jorge
Tamashiro (Instituto de Biologia - UNICAMP/SP). As folhas da A. glandulosa também foram
coletadas por eles na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ-USP),
municipio de Piracicaba, Sdo Paulo. A identificacdo foi realizada pelo Prof. Jorge Tamashiro.
Uma exsicata de nimero 132828 foi depositada no Herbario da Universidade de Campinas -

UNICAMP-SP.

3.2. Etapa quimica
Esta etapa foi realizada no Departamento de Quimica Orgénica do Instituto de Quimica da
UNESP de Araraquara pela pos-graduanda Tamara Regina Calvo sob orientagdo do Prof. Dr.

Wagner Vilegas.
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3.2.1. Obtencao do extrato metanoélico das plantas A. triplinervia e A. glandulosa

As folhas de ambas espécies foram secas em estufa a 40°C e trituradas em moinho de
facas. Em seguida, 500g foram submetidas a extracdes por maceragdo em metanol (MeOH) (2L,
3 vezes-48h, cada). Apds a evaporacao do solvente em rotaevaporador foram obtidos os extratos
metanolicos (4lchornea triplinervia: 74,7g; Alchornea glandulosa: 59,1g). O extrato metanolico

possui todos os constituintes polares da planta.

3.2.2. Obtencao da fracao acetato de etila das plantas A. triplinervia e A. glandulosa

O extrato metanodlico da planta 4. triplinervia (28,3g) foi particionado em uma mistura de
acetato de etila/agua (AcOEt/H,0, 1:1, v/v) resultando em 7,8g de por¢ao acetato de etila.

Semelhantemente, o extrato metanolico da planta A. glandulosa (15,0g) foi particionado
em uma mistura de acetato de etila/dgua (AcOEt/H,0, 1:1, v/v) resultando em 3,0g de porcao
acetato de etila.

A particdo foi realizada para separar os compostos polares em duas classes e facilitar o
isolamento. Na fragdo aquosa ficam as substincias mais polares do extrato metanolico e na fragao
acetato de etila, que foi estudada nesse trabalho, estdo os compostos menos polares do extrato
metanolico.

No caso especifico da A. triplinervia e A. glandulosa, também foi realizada a parti¢ao
devido a presenca de tanino nessas plantas. Apds a parti¢ao, os taninos ficam retidos na fragao

aquosa. Portanto, a fracdo acetato de etila esta isenta desses compostos.

3.2.3. Estudos fitoquimicos
Inicialmente, foi realizada uma triagem quimica dos extratos metanolico da 4. triplinervia

e da A. glandulosa através de cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) (Silicagel,
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acetato de etila/n-propanol/agua 140:8:80, v/v/v), juntamente com padrdes. As placas foram
reveladas com vapores de iodo e solu¢do de cloreto férrico (FeCls) (compostos fendlicos),
Natural product/polyethylenoglicol (NP/PEG) (flavonoides), lodoplatinato e Dragendorff
(alcaldides), anisaldeido/acido sulfurico (saponinas, terpenos e esterdides). A presenca de
saponinas foi confirmada pela formac¢do de espuma persistente quando da agitacdo de uma
aliquota do extrato em um tubo de ensaio com dgua (SIMOES et al., 2001). Foi preparada uma
infusdo com lg do extrato metandlico em 20mL de 4gua destilada e, apos filtragdo, foram
adicionadas gotas de solugdo de FeCl; 1% (em metanol). A formagao de precipitado escuro de
tonalidade azul indica a presenga de taninos hidrolisaveis (MATOS, 1997).

Na parte fitoquimica foram utilizadas as técnicas cromatograficas usuais, principalmente
aquelas para substancias polares: cromatografia de permeacdo em gel (GPC), poliestireno-
divinilbenzeno (XAD2), cromatografia de contra-corrente de gotejamento (DCCC),
cromatografia de contra-corrente de alta velocidade (HSCCC), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). A determinacdo estrutural foi realizada por métodos espectroscopicos:
espectrometria de massas (EM), ultravioleta (UV), infravermelho(IV) e ressoniancia magnética

nuclear (RMN).

3.2.4. Extratos e fracdes para ensaios biologicos

Os extratos e fragdes acetato de etila foram obtidos de acordo com a metodologia
anteriormente descrita (item 3.2.1. € 3.2.2.), sendo o processo repetido tantas vezes quantas foram
necessarias até a obten¢do de quantidades suficientes para a execugdo dos ensaios biologicos.

Os extratos metandlicos e as fragdes acetato de etila foram primeiramente diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO) para a realizacdo dos testes. Foram preparadas solu¢des-mde na

concentracao de 100mg/mL para todos os extratos e fragdes testados. A partir da solucdo-mae
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foram feitas diluigées seriadas em meio de cultura (RPMI-1640) e assim, foram obtidas as
concentracdes de 7,81pg/mL, 15,62ug/mL, 31,25ng/mL, 62,50pg/mL, 125ug/mL, 250pg/mL e
500pg/mL. No maximo, 0,5% de DMSO foi utilizado.

Nos ensaios de determinagdo da produgdo ou inibi¢ao da citocina TNF-a foram utilizadas
somente as concentracdes de 15,62ug/mL, 62,50pg/mL e 250pg/mL. Visando a otimizacao dos

ensaios, foram escolhidas concentra¢des baseadas na citotoxicidade.

3.3. Etapa imunolégica

3.3.1. Animais

Em cada experimento foram utilizados 05 camundongos Swiss machos de 6 semanas,
pesando entre 18 e 25 gramas, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP, situado na cidade de Araraquara. Os animais foram mantidos em
gaiolas de policarbonato, com agua e ragdo (Purina) ad libitum em local climatizado (23° + 2°C,

56 + 2% de umidade relativa do ar), com controle de claro e escuro a cada periodo de 12 horas.

3.3.2. Obtencao dos macréfagos peritoneais
Os animais foram previamente inoculados intraperitonealmente, com 3,0mL de
tioglicolato de sodio (Difco) a 3%, trés a quatro dias antes da coleta de células. Apos esse
periodo, os animais foram eutanasiados em camara contendo cloroférmio. O periténeo foi
exposto em fluxo laminar horizontal classe 100 (Veco) para a retirada do exsudato peritoneal.
Na por¢ao mediana superior do abdomen foi injetado 5,0mL de solugdo salina tamponada com

fosfato (PBS) estéril em pH 7,2 e a 4°C, com auxilio de seringa e agulha também estéreis.
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Uma leve massagem manual foi realizada e as células do exsudato peritoneal foram coletadas
com a mesma seringa e dispensadas em tubo conico estéril (Corning, Inc.) para preparo da
suspensao celular. As células do exsudato peritoneal foram lavadas trés vezes com SmL de
PBS (pH 7,2) e centrifugadas a 400 x g por 5 minutos em centrifuga (Fanem) a temperatura
ambiente. As células sedimentadas foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI-1640
(Sigma) contendo 5% de soro fetal bovino, 2-mercaptoetanol (2x10°M), penicilina
(100U/mL), estreptomicina (100U/mL) e L-glutamina (2mM) e assim designado como meio
completo (RPMI-1640-C). O niimero de células foi determinado pela contagem em camara
hemocitométrica de Neubauer (Boeco, Germany) com a utilizagdo de 10uL da suspensdo
celular diluida em 90uL do Liquido de Lazarus. As células foram ajustadas a concentracao
ideal para cada ensaio em meio RPMI-1640-C. Posteriormente, as células do exsudato
peritoneal foram colocadas em placas e incubadas a 37°C por 60 minutos em estufa contendo
tensdo constante de 7,5% de CO, (Forma Scientific) para a aderéncia de macrofagos. As

c¢lulas nao aderentes foram retiradas por lavagens com o meio de cultura RPMI-1640.

3.3.3. Obtencao dos sobrenadantes das culturas de macrofagos peritoneais

Sobrenadantes das culturas de macréfagos foram utilizados na determinagdo da citocina
TNF-o. As células peritoneais foram ajustadas & concentragio de 5x10°células/mL em meio
RPMI-1640-C e distribuidas em placas de cultura de tecidos de 24 cavidades (Corning, Inc.). A
cada cavidade foi adicionado 1,0mL da suspensao celular e as placas foram incubadas a 37°C por
60 minutos em estufa contendo tensao constante de 7,5% de CO,. Apods esta incubagdo, as células
nao aderentes foram retiradas por lavagens com o meio de cultura RPMI-1640. Na avaliagcdo da

producao TNF-a (item 3.3.5.3.) foi adicionado 1mL de RPMI-1640-C e 1mL dos extratos das



MATERIAIS E METODOS 50

plantas A. triplinervia e A. glandulosa aos macrofagos que ficaram aderidos a placa. Além disso,
foram adicionados aos macrofagos de alguns orificios da placa, LPS (lipopolissacarideo de E.
coli sorotipo O111:B4 - Difco) a 1 ug/mL (ImL) e meio de cultura RPMI-1640-C (ImL),
utilizados como controle positivo ¢ negativo, respectivamente. Na avaliacdo da inibi¢do da
produc¢do de TNF-a (item 3.3.6.3.) foram adicionados conjuntamente 1mL de RPMI-1640-C,
ImL dos extratos ou fragdes das plantas e ImL de LPS a 1 ug/mL aos macréfagos que ficaram
aderidos a placa. Da mesma forma, LPS a 1 pg/mL (ImL) foi utilizado como controle positivo e
somente RPMI-1640-C (ImL) como controle de negativo. Estas placas foram novamente
incubadas a 37°C em estufa com tensdo constante de 7,5% de CO, por mais 24 h. Apos esta
incubacdo, o conteido das placas foi transferido para ependorffs que foram, em seguida,
centrifugados a 7800 x g durante 10 minutos em centrifuga refrigerada (Hettich, Inc.) a 4°C.
Ap6s a centrifugacao, os sobrenadantes das culturas foram coletados, aliquotados em ependorffs
e estocados em freezer a -80° C até o momento da determinagido da citocina através do teste

imunoenzimatico ELISA de captura.

3.3.4. Avaliacao da citotoxicidade

A avaliagdo da citotoxicidade foi realizada em fases distintas. Em uma primeira fase, os
macrofagos peritoneais de camundongos foram incubados separadamente com DMSO (item
3.3.4.1.) e com as preparagdes obtidas a partir dos extratos metandlicos das plantas A. triplinervia
e A. glandulosa (item 3.3.4.2.). Em uma segunda fase, macrofagos foram estimulados por PMA a
0,2uM e incubados com essas mesmas preparagdes obtidas a partir dos extratos e fragdes (item
3.3.4.3.). Por fim, na terceira fase, macroéfagos foram estimulados por LPS a 1pg/mL e também

incubados com as preparagdes obtidas dos extratos e fragdes (item 3.3.4.4.).
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Os experimentos foram realizados utilizando a técnica de MTT (MOSMANN, 1983). Em
uma placa de microtitulagao de 96 cavidades, foram incubadas suspensdes de células do exsudato
peritoneal (100uL por cavidade), na concentracdo de 5x10°células/mL ou 2x10°células/mL, por
60 minutos para a aderéncia das células (item 3.3.2.). Os macrofagos aderentes, estimulados ou
nao com PMA ou LPS, foram incubados novamente junto com as preparagdes obtidas a partir dos
extratos metandlicos e/ou fragdes acetato de etila das plantas. O tempo de incubagdo foi de 1 hora
ou 24 horas, variando de acordo com o experimento. Apos o tempo de incubagdo, o conteudo da
placa foi vertido e 100puL de solugdo de MTT (Sigma) a Img/mL foi adicionado a cada orificio.
A placa foi entdo incubada por mais 3 h nas mesmas condi¢des anteriores. Apds esse periodo, o
contetido da placa foi novamente vertido e 100uL de élcool isopropilico (Mallinckrodt) foram
adicionados a cada orificio para solubilizar os cristais de formazana formados. Somente células e
meio de cultura RPMI-1640 foram utilizados como controle, equivalendo a 100% de viabilidade
dos macrofagos. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro UV/Visivel
(Multiskan Ascent, Labsystems), em comprimento de onda de 540 nm e filtro de referéncia 620

nm.

3.3.4.1. Viabilidade celular na presenca de dimetilsulféxido (DMSO)

Foram feitos experimentos para avaliar a citotoxicidade do DMSO uma vez que todas os
extratos e fragdes foram primeiramente diluidos nesse reagente. Nessa etapa, foram utilizadas
suspensdes de células do exsudato peritoneal ajustadas na concentracdo de 5x10°células/mL.
Posteriormente, os macrofagos aderentes foram incubados com diferentes concentragdes de

DMSO (100uL) por 24h. A partir dos resultados encontrados foi definida a quantidade maxima
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permitida de DMSO que poderia estar contida em cada amostra para que ndao houvesse

interferéncia nos experimentos.

3.3.4.2. Viabilidade celular na presenca dos extratos metandlicos das plantas A. triplinervia
e A. glandulosa

Suspensdes de células do exsudato peritoneal foram ajustadas na concentragdo de
5x10°células/mL. Apds a aderéncia das células, os macrdfagos foram incubados com 100pL das
preparagdes obtidas dos extratos das plantas por 24h. O objetivo desse experimento foi avaliar a

viabilidade dos macrofagos na presenca de diferentes concentragdes dos extratos.

3.3.4.3. Viabilidade dos macrofagos estimulados por PMA na presenca dos extratos e
fracoes das plantas A. triplinervia e A. glandulosa

Suspensdes de células do exsudato peritoneal foram ajustadas na concentragdo de
2x10°células/mL. Entdo, os macrofagos aderentes foram incubados concomitantemente com
50uL de PMA (0,2uM) e com 50uL das preparagdes obtidas a partir dos extratos metanolicos e
fracdes das plantas por 1h. O objetivo desse experimento foi avaliar a viabilidade dos macréfagos
na presenca simultinea de PMA e das preparacdes dos extratos e fracdes em diferentes
concentracoes. A viabilidade dos macrofagos somente na presenga de PMA (0,2uM) também foi

avaliada.

3.3.4.4. Viabilidade dos macrofagos estimulados por LPS na presenca dos extratos

metandlicos e das fracoes acetato de etila das plantas A. triplinervia e A. glandulosa
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Nessa ultima fase, suspensdes de células do exsudato peritoneal foram ajustadas na
concentracdo de 5x10°células/mL. Posteriormente, os macréfagos aderentes foram incubados
concomitantemente com 100uL de LPS (1pg/mL) e com 100uL das preparagdes obtidas a partir
dos extratos metandlicos e fragdes das plantas por 24h. O objetivo desse experimento foi avaliar a
viabilidade dos macrofagos na presenca simultanea de LPS e das preparagdes dos extratos e
fragdes em diferentes concentracdes. A viabilidade dos macrofagos na presenga somente de LPS

a lug/mL também foi avaliada.

3.3.5. Avaliacao da estimulacio de macrofagos

3.3.5.1. Determinac¢ido da liberacao de agua oxigenada (H,O;) por macrofagos peritoneais
de camundongos

A produgdo de H,O, foi determinada segundo o método descrito por Pick e Keisari
(1980) e adaptado por Pick e Mizel (1981). Foram preparadas suspensdes de células peritoneais
ajustadas na concentragdo de 2x10°células/mL. Apos a aderéncia, as células foram incubadas em
solucdo de vermelho de fenol, contendo: 140mM de NaCl, 10mM de tampao fosfato de potéssio
(pH 7,0), 5,5mM de dextrose, 0,56mM de vermelho de fenol e peroxidase de raiz forte tipo II
(0,0lmg/mL, Sigma), juntamente com 50ul das preparacdes obtidas a partir dos extratos
metanolicos, por 1h a 37° C em estufa com tensio constante de 7,5% de CO,. Somente células em
solucdo completa de vermelho de fenol foram utilizadas como controle negativo. Além disso,
foram adicionados em algumas cavidades da placa 50uL de uma solugdo de PMA a 0,2uM
(Sigma). Essas cavidades foram utilizadas como controle positivo. Decorrido o prazo de

incubagdo, a reacao foi interrompida pela adi¢do de SO0uL de NaOH 5N, e a seguir foram feitas
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leituras em espectrofotometro UV/Visivel de microplacas (Multiskan Ascent, Labsystem
Research Tech. Div., Helsinki, Finland) a 620nm. As amostras foram ensaiadas em triplicata. Os
resultados foram expressos em nanomols de H,0,/2x10°células peritoneais, a partir de curva
padrao previamente estabelecida, constituida de concentragdes molares conhecidas de H,O, em

tampao vermelho de fenol.

3.3.5.2. Determinacio de 6xido nitrico (NO) por macrofagos peritoneais de camundongos

O o6xido nitrico, quantificado pelo acimulo de nitrito em meio de cultura, foi medido
espectrofotometricamente usando reagente de Griess com nitrito de sédio (NaNO,) como padrao
(GREEN et al., 1982).

Em cada orificio de uma placa de 96 cavidades foram adicionados 100puL de uma
suspensdo celular ajustada na concentragio de 5x10°células/mL. Ap6s a aderéncia das células, a
placa foi incubada com 100uL das preparacdes obtidas a partir dos extratos metanolicos ou
somente meio de cultura RPMI-1640 (controle negativo), por 24 h a 37°C em estufa com tensio
constante de 7,5% de CO,. Como controle positivo, foi utilizado 100uL de uma solugao de LPS a
1 pg/mL. Apés a incubagdo, aliquotas de 100pL do sobrenadante da cultura foram misturadas
com 100uL do reagente de Griess (sulfanilamida 0,1%; N-naftil-etilenodiamino 0,1% e acido
fosforico a 3%). Apos 10 minutos a temperatura ambiente, a absorbancia foi lida a 540 nm em
leitor de ELISA (Multiskan, Labsystem, Finlandia). Os dados foram expressos como
;,Lmols/leOScélulas peritoneais/orificio através de curva-padrdo obtida anteriormente com

concentragdes molares conhecidas de NaNO, (Merck) em meio RPMI-1640.
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3.3.5.3. Determinacido da liberacio da citocina TNF-a por macréfagos peritoneais de
camundongos

A citocina TNF-o foi quantificada nos sobrenadantes das culturas de macréfagos
peritoneais, obtidos como descrito no item 3.3.3. através do teste imunoenzimatico ELISA de
captura. O kit Mouse TNF ELISA Set (Mono/Poli) da BD Biosciences Pharmingen foi utilizado
de acordo com as instru¢oes do fabricante.

As placas de 96 orificios (Corning Inc.) foram adsorvidas com anticorpo de captura
monoclonal anti-TNF-a. As placas foram incubadas overnight a 4°C. Apo6s a incubag@o, as placas
foram lavadas 3 vezes com solu¢do salina tamponada com fosfato, pH 7,0. contendo 0,05% de
Tween-20 (PBS-T) e posteriormente bloqueadas com 300uL/cavidade com solucdo salina
tamponada com fosfatos, pH 7,0. contendo 10% de soro fetal bovino (PBS-S) a temperatura
ambiente por 60 minutos. Entdo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T. Apos a ultima
lavagem foram adicionados a cada cavidade 100uL do padrao de citocinas ou dos sobrenadantes
das culturas de células a serem testados. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por
120 minutos, e lavadas 5 vezes com PBS-T. Em seguida, foram adicionados 100uL/cavidade do
anticorpo de deteccdo (anticorpo anticitocina de camundongo marcado com biotina) diluido em
PBS-S. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 60 minutos e lavadas 5 vezes com
PBS-T, sendo entdo adicionados 100uL/cavidade do conjugado avidina-peroxidase diluido 1/250
em PBS-S. As placas foram incubadas novamente a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds
este periodo de incubagdo, as placas foram lavadas 7 vezes com PBS-T e em seguida foi
adicionado a cada cavidade 100uL do substrato [10mM de tampado citrato-fosfato, contendo
0,4mM de tetrametilbenzidina (SIGMA) e 1,2mM de H,0, (Malinckrodt)]. A reacdo foi

interrompida adicionando-se 50pL de H,SO4 2N a cada cavidade. A absorbancia foi lida a 450nm
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em espectrofotometro UV/visivel para microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems) e as
concentracdes da citocina foram quantificadas utilizando-se curva padrdo previamente

estabelecida com quantidades conhecidas dos padrdes. Os resultados foram expressos em pg/mL.

3.3.6. Determinacio da atividade inibitoria dos extratos e fracoes de A. triplinervia e A.
glandulosa em culturas de macrofagos peritoneais de camundongos quanto a producao de

HzOz, NO e TNF-a.

3.3.6.1. Quanto a producao de H,O;

Células do exsudato peritoneal na concentragdo de 2 x 10° células/mL foram utilizadas.
Apos a aderéncia, os macrofagos foram incubados na presenca de S0uL de PMA (0,2uM) e 50uL
das preparagdes obtidas a partir dos extratos e fracdes das plantas durante 1 hora em estufa a
37°C com tensdo constante de 7,5% de CO,. A produgio de H,O, foi medida
espectrofotometricamente através do método de Pick e Keisari (1980) de acordo com o item

3.3.5.1.

3.3.6.2. Quanto a producao de NO

Células do exsudato peritoneal, na concentragdo de 5 x 10° células/mL, foram utilizadas.
Apbs a aderéncia, os macrofagos foram incubados em presenga de 100puL de solugdo de LPS
(1pg/mL) e 100uL das preparagdes obtidas a partir dos extratos e fragdes das plantas. A
incubag¢do foi feita por 24 horas em estufa a 37°C com tensdo constante de 7,5% de CO,. A
producao de NO foi medida espectrofotometricamente através do acimulo de nitrito no meio de

cultura com a utilizagdo do reagente de Griess de acordo com o item 3.3.5.2.
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3.3.6.3. Quanto a producio TNF-a
Conforme anteriormente descrito, a citocina TNF-a foi quantificada nos sobrenadantes
das culturas de macrdofagos peritoneais (item 3.3.3) através do teste imunoenzimatico ELISA de

captura (item 3.3.5.3.).

3.3.6.4. Calculo da porcentagem de inibicao

Foram calculadas as porcentagens de inibigdo, através de comparagdo com os controles,
nos experimentos onde as preparagdes obtidas a partir dos extratos e fracdes apresentaram efeitos
inibitorios sobre a produgdo de H,O,, NO e TNF-a. A equagdo abaixo foi utilizada para o

calculo.

Inibi¢do (%) =A-B X 100

A-C

Onde A, B e C correspondem a:

A= PMA (+), extrato ou fragao (-)
B=PMA (+), extrato ou fragdo (+) Nos testes de H,O,.

C=PMA (-), extrato ou fragdo (-)

A= LPS (+), extrato ou fragdo (-)
B=LPS (+), extrato ou fracio (+) Nos testes de NO e TNF-a..

C=LPS (-), extrato ou fragao (-)
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3.3.7. ANALISE ESTATISTICA
A analise estatistica foi realizada através de analise de variancia (ANOVA) utilizando o
pos-teste de Dunnet de acordo com o programa Graphpad Instat versdo 3.05. O nivel de

significancia foi de 5%, ou seja, as diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.



IV - RESULTADOS
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4.1. Estudos fitoquimicos

Esta etapa foi realizada pela pds-graduanda Tamara Regina Calvo sob orientagdo do Prof.
Dr. Wagner Vilegas. Um resumo do estudo fitoquimico realizado até o momento esta descrito a
seguir.

A triagem quimica realizada através de CCDC indicou que os extratos metandlicos das
plantas A. glandulosa e A. triplinervia possuem perfis quimicos semelhantes. Os principais
constituintes encontrados nos extratos metanolicos das plantas estdo descritos na Tabela 4. Além
da CCDC, foi realizada a andlise dos extratos metanolicos das duas plantas por HPLC e os
resultados novamente demonstraram a presenga de perfis quimicos semelhantes. Por esse motivo,
inicialmente, foi dada énfase ao estudo do extrato metandlico da Alchornea glandulosa.

Desse modo, foi realizada a particdo do extrato metandlico da 4. glandulosa em acetato
de etila/agua (AcOEt/H,O - 1:1, v/v), seguida de fracionamento da por¢cado AcOEt em Sephadex
LH-20. Apds andlise por CCDC, as fragdes com poucas manchas e quantidade de massa
suficiente foram purificadas por cromatografia em coluna (CC) (polivinil-polipirrolidona (PVPP),
silica gel, HPLC) resultando no isolamento e/ou identificacdo de acido galico (Ag5), galato de
metila (Ag6), um alcaldide (Ag7), quercetina (Ag8), quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosideo
(Ag9) e amentoflavona (Ag10).

Na analise do perfil quimico da 4. glandulosa por HPLC, a metodologia que mostrou ser
a mais adequada foi o gradiente linear de acetonitrila/dgua com 0,05% de acido trifluoracético
(TFA) em 60min, monitorado a 210nm. A identificagdo dos picos cromatograficos majoritarios
foi realizada por co-injecdo e comparacao dos tempos de retencdo de substincias isoladas da
planta e padrdes comerciais. Além disso, foi feita a comparacao dos espectros de UV obtidos com

os espectros tipicos de classes de metabolitos descritos na literatura. Sendo possivel a
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identificagdo das substancias e/ou classes de compostos dos picos majoritarios. Picos 1 e 2:
derivados do acido galico (Ag5 -6); pico 4: derivado do kaempferol; picos 5, 6, 8,9, 11 ¢ 17:
derivados da quercetina, sendo 5, 6, 9 e 17: miricetina 3-O-o-L-raminopiranosideo (Agl2),
quercetina 3-0-a-L-galactopiranosideo (Agll), quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosideo (Ag9) e
quercetina (Ag8), respectivamente. Picos 18 e 3: amentoflavona (Agl0) e um derivado,
respectivamente; pico 14: alcaloide tetraidroimidazo [1,2-a] imidazdlico (a confirmar); pico 15:
alcaléide tetraidroimidazo [1,2-a] pirimidinico; e picos 16 e 19: alcaldides guanidinicos.

Portanto, a maioria dos compostos encontrados na 4. glandulosa sdo compostos
fendlicos, como derivados do 4cido géalico e majoritariamente flavonoides com uma unidade de
agucar, além da presenca de alcaldides guanidinicos.

Até o momento, o extrato metandlico da A4. triplinervia foi particionado e fracionado
(Sephadex LH-20) de modo andlogo ao descrito para extrato metandlico da A. glandulosa. A
comparacao das fragdes obtidas por Sephadex LH-20 das duas plantas demonstrou que ambas
apresentam substancias semelhantes, corroborando os perfis obtidos por HPLC.

Diante destes resultados, estd sendo dada continuidade ao estudo de espécies de
Alchornea, com isolamento e identificacdo dos constituintes quimicos. Bem como otimizacao dos
métodos de obtencao de substancias, visando quantidades suficientes para realizagao dos ensaios

farmacologicos.

Tabela 4: Principais constituintes da 4. triplinervia e A. glandulosa observados em CCDC.

Alchornea triplinervia Alchornea glandulosa
alcaldides alcaloides
flavonoides flavonoides
saponinas terpenodides

taninos saponinas




RESULTADOS 62

4.2. Avaliacao da citotoxicidade

4.2.1. Viabilidade celular na presenca de dimetilsulf6xido (DMSO)

A capacidade dos macrofagos reduzirem o MTT pode ser interpretada como uma medida
da viabilidade celular. Pode ser observado (Figura 7) que o DMSO ¢ citotoxico para os
macréfagos. Houve grande variagdo na viabilidade das células conforme o aumento da
porcentagem de DMSO. A viabilidade dos macrofagos em contato com uma solucdao de 2% de
DMSO foi de 99,89%, enquanto que apenas 21,92% dos macréfagos permaneceram viaveis na
presenca de uma amostra com 10% de DMSO. Desse modo, todas a preparagdes obtidas a partir

dos extratos das plantas testadas nesse trabalho possuiram no maximo 0,5% de DMSO.
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Figura 7: Viabilidade de macrofagos peritoneais de camundongos Swiss na presenca de
dimetilsulféxido (DMSO). Foram utilizadas suspensoes de células do exsudato peritoneal
ajustadas a concentragdo de 5x10°células/mL. Solu¢do de MTT foi adicionada aos macréfagos
aderentes previamente incubados com diferentes concentragdes de DMSO durante 24h de
incubacdo. As células em meio de cultura (RPMI-1640) foram utilizadas como controle,
equivalendo a 100% de viabilidade. Cada ponto e barra representam a média = desvio padrdo de
determinagdes de cinco animais realizadas em triplicata. A andlise estatistica foi realizada através
de analise de variancia (ANOVA) utilizando o pos-teste de Dunnet.

* p<0,01, ** p<0,05 quando comparados ao controle.

4.2.2. Viabilidade celular na presenca dos extratos metandlicos das plantas A. triplinervia e
A. glandulosa

O objetivo deste teste de viabilidade foi observar o potencial citotoxico dos extratos. Na
Figura 8 ¢ possivel observar que o extrato metandlico da A. triplinervia e o extrato metandlico da
A. glandulosa sdo téxicos para os macréfagos quando utilizados em altas concentragdes. Nas
concentracdes de 7,81 ug/mL até 62,50pg/mL de ambos os extratos, a viabilidade dos macrofagos
foi superior a 83%. Nas amostras menos concentradas (7,8 1pug/mL e 15,62ug/mL) a viabilidade
foi superior a 95%.

Os resultados dos testes de viabilidade do extrato metandlico da A. triplinervia e da A.

glandulosa foram semelhantes (Tabela 5).
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Figura 8: Viabilidade de macrofagos peritoneais na presenca de diferentes concentracoes
do extrato metandlico de Alchornea triplinervia e Alchornea glandulosa. Foram utilizadas
suspensdes de células do exsudato peritoneal ajustadas a concentragio de 5x10°células/mL.
Solu¢do de MTT foi adicionada aos macrofagos aderentes previamente incubados com as
preparagdes obtidas dos extratos durante 24h de incubagdo. As células em meio de cultura
(RPMI-1640) foram utilizadas como controle, equivalendo a 100% de viabilidade. Cada ponto e
barra representam a média + desvio padrdo de cinco experimentos independentes realizados em
triplicata. A analise estatistica foi realizada através de analise de variancia (ANOVA) utilizando o
pos-teste de Dunnet.

* p<0,01 quando comparados ao controle.
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4.2.3. Viabilidade dos macroéfagos estimulados por PMA na presenca dos extratos e fragoes
das plantas A. triplinervia e A. glandulosa.

Nas Figuras 9 e 10, podem ser observadas as viabilidades dos macrofagos quando
incubados, respectivamente, com PMA e extratos metanolicos e com PMA e fracdes acetato de
etila de ambas as plantas. A viabilidade da cultura de macrofagos, somente na presenca de PMA,
foi de 99,92 + 0,15% (Tabela 6).

Nos experimentos de inibicdo de H,O,, os macrofagos ficam em contato com o PMA,
extratos ou fragdes somente por 1 hora de incubagdo. Através desses experimentos, foi analisada
a influéncia da adi¢do conjunta de PMA e extratos, ou PMA e fracdes, na viabilidade dos
macrdofagos mesmo durante reduzido tempo de incubagdo (1h).

Pode ser observado que a viabilidade dos macrofagos foi alta, sempre maior que 88%,
quando eles foram estimulados simultanecamente com PMA e os extratos de ambas as plantas. Os
valores de viabilidade também foram altos na presenca de PMA e das fragdes, sempre maior do
que 78%. Contudo, as fragcdes se mostraram mais citotoxicas que os extratos.

As plantas A. triplinervia e A. glandulosa novamente apresentaram resultados muito

semelhantes (Tabela 6).
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Figura 9: Viabilidade de macréfagos peritoneais estimulados por PMA na presenca de
diferentes concentracdes do extrato metandlico de Alchornea triplinervia e Alchornea
glandulosa. Foram utilizadas suspensdes de células do exsudato peritoneal ajustadas a
concentracdo de 2x10%células/mL. Solu¢do de MTT foi adicionada aos macréfagos aderentes
previamente incubados na presenga de PMA a 0,2uM e das preparagdes obtidas do extrato
metanolicos durante 1 hora de incubagdo. As células em meio de cultura (RPMI-1640) foram
utilizadas como controle, equivalendo a 100% de viabilidade. Cada ponto e barra representam a
média + desvio padrao de cinco experimentos independentes realizados em triplicata. A analise
estatistica foi realizada através de andlise de varidncia (ANOVA) utilizando o pos-teste de

Dunnet.

* p<0,01, ** p<0,05 quando comparado ao controle.
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Figura 10: Viabilidade de macrofagos peritoneais estimulados por PMA na presenca de
diferentes concentracdes da fracdo acetato de etila de Alchornea triplinervia e Alchornea
glandulosa. Foram utilizadas suspensdes de células do exsudato peritoneal ajustadas a
concentracdo de 2x10%células/mL. Solug¢do de MTT foi adicionada aos macréfagos aderentes
previamente incubados na presenga de PMA a 0,2uM e das preparagdes obtidas das fragdes
durante 1 hora de incubag@o. Apenas células em meio de cultura (RPMI-1640) foram utilizadas
como controle, equivalendo a 100% de viabilidade. Cada ponto e barra representam a média +
desvio padrdo de cinco experimentos independentes realizados em triplicata. A andlise estatistica
foi realizada através de analise de variancia (ANOVA) utilizando o pos-teste de Dunnet.

* p<0,01 quando comparado ao controle.
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4.2.4. Viabilidade dos macrofagos estimulados por LPS na presenca dos extratos
metanolicos e das fracdes acetato de etila das plantas A. triplinervia e A. glandulosa

Estes experimentos, de modo anédlogo aqueles utilizando PMA no item 4.2.3., foram
realizados com o objetivo de observar se a presenca simultanea de LPS e extratos, e LPS e
fragdes, alteraria a viabilidade dos macrofagos. A viabilidade da cultura de macréfagos somente
na presenga de LPS foi de 97,61 £+ 3,21% (Tabela 7).

Analisando-se os extratos metandlicos, foram observados resultados semelhantes aos dos
experimentos de viabilidade previamente realizados na auséncia de LPS (item 4.2.2.). A
viabilidade das células, somente na presenca das preparagdes obtidas a partir dos extratos (4.2.2.),
variou aproximadamente de 43% a 98% (Figura 8; Tabela 5). Contudo, na presenga simultdnea
de LPS (1pug/mL) e das mesmas preparacdes, a variacao foi de 41% a 96% (Figura 11; Tabela 7).
Desse modo, foi verificado que a estimulagdo dos macrofagos por LPS ndo alterou
significativamente a viabilidade celular.

Outro resultado importante observado foi o de que as fragdes de acetato de etila, tanto da
A. triplinervia e quanto da A. glandulosa, sao mais citotoxicas para os macroéfagos do que os
extratos metanolicos das respectivas plantas. Conforme a concentragao das fragdes aumenta, a
queda da viabilidade ¢ mais intensa. Contudo, de modo analogo aos extratos, a viabilidade dos
macrdofagos na presenca das fragdes de ambas as plantas ¢ semelhante, variando de 28,66 -

96,69% para a A. triplinervia e de 27,13 - 97,97% para a A. glandulosa (Tabela 7).
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Figura 11: Viabilidade de macrofagos peritoneais estimulados por LPS na presenca de
diferentes concentracdes do extrato metandlico de Alchornea triplinervia e Alchornea
glandulosa. Foram utilizadas suspensdes de células do exsudato peritoneal ajustadas a
concentracdo de 5x10°células/mL. Solug¢do de MTT foi adicionada aos macréfagos aderentes
previamente incubados na presenca de meio de cultura (RPMI-1640C) contendo 1ug/mL de
solucdo de lipopolisacarideo de E. coli — LPS (Difco) e as preparagdes obtidas dos extratos por 24
horas. As células em meio de cultura (RPMI-1640) foram utilizadas como controle, equivalendo
a 100% de viabilidade. Cada ponto e barra representam a média + desvio padrdo de cinco
experimentos independentes realizados em triplicata. A analise estatistica foi realizada através de
analise de variancia (ANOVA) utilizando o pos-teste de Dunnet.

* p<0,01, ** p<0,05 quando comparado ao controle.
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Figura 12: Viabilidade de macrofagos peritoneais estimulados por LPS na presenca de
diferentes concentracdes da fracdo acetato de etila de Alchornea triplinervia e Alchornea
glandulosa. Foram utilizadas suspensdes de células do exsudato peritoneal ajustadas a
concentracdo de 5x10°células/mL. Solu¢do de MTT foi adicionada aos macréfagos aderentes
previamente incubados na presenca de meio de cultura (RPMI-1640C) contendo 1ug/mL de
solucdo de lipopolisacarideo de E. coli — LPS (Difco) e as preparagdes obtidas das fragdes por 24
horas. As células em meio de cultura (RPMI-1640) foram utilizadas como controle, equivalendo
a 100% de viabilidade. Cada ponto e barra representam a média + desvio padrdo de cinco
experimentos independentes realizados em triplicata. A analise estatistica foi realizada através de
analise de variancia (ANOVA) utilizando o pds-teste de Dunnet.

* p<0,01 quando comparado ao controle.
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4.3. Avaliacao da estimulacio de macroéfagos

4.3.1. Determinacao da liberacao de peroxido de hidrogénio (H,0>)
Os extratos metanolicos das plantas, em todas as concentragdes testadas, ndo induziram a

producao de H,O; (Figura 13).
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Figura 13: Producio de Peroxido de Hidrogénio (H;O;) em cultura de macroéfagos
peritoneais de camundongos na presenca de diferentes concentrac¢oes do extrato metanoélico
de A. triplinervia e A. glandulosa. Foram utilizadas suspensdes de células do exsudato peritoneal
ajustadas a concentracio de 2x10°élulas/mL. Apos a aderéncia, os macréfagos foram incubados
em solucdo de vermelho de fenol juntamente com as preparacdes obtidas dos extratos por 1h.
PMA (0,2uM) foi utilizado como controle positivo e apenas células em tampao como controle
negativo (C). Cada barra representa a média + desvio padrio de cinco experimentos
independentes realizados em triplicata. A andlise estatistica foi realizada através de analise de
variancia (ANOVA) utilizando o pés-teste de Dunnet.

* p<0,01 quando comparado ao controle negativo (C).
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4.3.2. Determinacio de 6xido nitrico (NO)
Os extratos metandlicos das plantas, em todas as concentragdes testadas, ndo induziram a

producao de NO (Figura 14).
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Figura 14: Produciao de Oxido Nitrico (NO) em cultura de macrofagos peritoneais de
camundongos na presenca de diferentes concentracdes do extrato metandlico de A.
triplinervia e A. glandulosa. Foram utilizadas suspensdes de células do exsudato peritoneal
ajustadas a concentragdo de 5x10°células/mL. Apos a aderéncia, os macrofagos foram incubados
por 24h na presenga das preparagdes obtidas dos extratos. Aliquotas dos sobrenadantes das
culturas foram misturadas com mesmo volume do reagente de Griess. Solugdo de
lipopolissacarideo de E. coli (LPS) foi utilizada como controle positivo e apenas células em meio
de cultura (RPMI-1640) como controle negativo (C). Cada barra representa a média = desvio
padrao de cinco experimentos independentes realizados em triplicata. A analise estatistica foi
realizada através de analise de variancia (ANOVA) utilizando o pos-teste de Dunnet.

* p<0,01 quando comparado ao controle negativo (C).
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4.3.3. Determinaciao do TNF-a
Os extratos metanolicos das plantas, em todas as concentragdes testadas, ndo induziram a

producao de TNF-a (Figura 15).
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Figura 15: Producido de TNF-a em cultura de macréfagos peritoneais de camundongos na
presenca de diferentes concentracdes do extrato metanolico de A. triplinervia e A.
glandulosa. As células peritoneais foram ajustadas a concentragdo de 5 x 10°células/mL. RPMI-
1640-C e os extratos das plantas foram adicionados aos macrofagos que ficaram aderidos a placa.
Apb6s incubagdo de 24h, os sobrenadantes das culturas foram coletados e testados quanto a
presenga de TNF-a utilizando teste imunoenzimatico ELISA. Sobrenadantes coletados de
macrofagos incubados somente na presenga de solucao de LPS (1pug/mL) ou de meio de cultura
(RPMI-1640) foram utilizados, respectivamente, como controle positivo (LPS) e negativo (C).
Cada barra representa a média = desvio padrdo de cinco experimentos independentes realizados
em triplicata. A analise estatistica foi realizada através de andlise de varidncia (ANOVA)
utilizando o pos-teste de Dunnet.

* p<0,01 quando comparado ao controle negativo (C).



RESULTADOS 80

.....

glandulosa em culturas de macrofagos peritoneais de camundongos quanto a producao de

HzOz, NO e TNF-a.

4.4.1. Quanto a producio de H,O;

Nas Figuras 16 e 17, pode ser observado que tanto os extratos metanolicos quanto as
fragdes acetato de etila de ambas as plantas sdo fortes inibidores da producdo de H,O, em
macrofagos estimulados por PMA.

Uma inibigdo mais acentuada ocorre quando os extratos sdo utilizados. A porcentagem de
inibicdo dos extratos varia de 81,93% a 95,67%, enquanto que a das fragdes varia de 63,83% a
77,23% (Tabela 8).

Analisando-se cada figura, ¢ possivel notar que os valores de produgdao de H,O, sdo
semelhantes em todas as concentragdes testadas, ndo variando com o aumento da concentracgio.

Novamente, as duas plantas apresentaram resultados similares.
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Figura 16: Efeito das diferentes concentracdes do extrato metanoélico de A. triplinervia e A.
glandulosa na producio de H>O; em cultura de macrofagos peritoneais estimulados por
PMA. Foram utilizadas suspensdes de células do exsudato peritoneal ajustadas a concentracao de
2x10°células/mL. Apés a aderéncia, os macréfagos foram incubados em solucio de vermelho de
fenol juntamente com PMA a 0,2uM e as preparagdes obtidas dos extratos por 1h. Solugdo de
PMA, sem a presenca de extrato, foi utilizada como controle positivo. Como controle negativo
(C), foram utilizadas apenas células em tampao. Cada barra representa a média + desvio padrao
de cinco experimentos independentes realizados em triplicata. A analise estatistica foi realizada
através de analise de variancia (ANOVA) utilizando o pos-teste de Dunnet.

* p<0,01 quando comparado ao controle positivo (PMA).
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Figura 17: Efeito das diferentes concentracoes da fracio acetato de etila de A. triplinervia e
A. glandulosa na produc¢ao de H,O, em cultura de macrofagos peritoneais estimulados por
PMA. Foram utilizadas suspensdes de células do exsudato peritoneal ajustadas a concentracao de
2x10°células/mL. Ap6s a aderéncia, os macréfagos foram incubados em solucio de vermelho de
fenol juntamente com PMA a 0,2uM e as preparagdes obtidas das fracdes por 1h. Solugdo de
PMA, sem a presenga das fracdes, foi utilizada como controle positivo. Como controle negativo
(C), foram utilizadas apenas células em tampao. Cada barra representa a média + desvio padrao
de cinco experimentos independentes realizados em triplicata. A analise estatistica foi realizada
através de analise de variancia (ANOVA) utilizando o pos-teste de Dunnet.

* p<0,01 quando comparado ao controle positivo (PMA).
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4.4.2. Quanto a producio de NO

As Figuras 18 e 19 mostram que ocorre alta producdo de NO pelos macréfagos
estimulados por LPS quando o extrato ou a fracdo ndo esta presente, contudo essa producao ¢
reduzida na presenca dos extratos e fragdes de ambas as plantas. Esses resultados demonstram
que tanto os extratos quanto as fragcdes das plantas sdo potentes inibidores da producdo de NO em
macréfagos ativados por LPS.

Pode ser observado também que a inibicdo da producdo de NO ¢ dependente da
concentracao, pois quanto maior a concentracao de extrato ou fragdo presente no meio, maior a
inibicdo do NO. Através deste experimento, ¢ possivel notar que a A. triplinervia, tanto na forma
de extrato quanto na forma de fracdo, possui maior capacidade de inibir a produ¢dao de NO do que

a A. glandulosa (Tabela 9).
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Figura 18: Efeito das diferentes concentracdes do extrato metanolico de A. triplinervia e A.
glandulosa na producio de NO em cultura de macrofagos peritoneais estimulados por LPS.
Foram utilizadas suspensdes de células do exsudato peritoneal ajustadas a concentragcdo de
5x10°células/mL. Apos a aderéncia, os macréfagos foram incubados na presenca de meio de
cultura (RPMI-1640C) contendo Iug/mL de solucdo de lipopolisacarideo de E. coli — LPS
(Difco) e as preparagdes obtidas dos extratos por 24 horas. Solugdo de LPS, sem a presenga de
extrato, foi utilizada como controle positivo. Como controle negativo (C), foram utilizadas
apenas células em meio de cultura (RPMI-1640-C). Cada barra representa a média + desvio
padriao de cinco experimentos independentes realizados em triplicata. A analise estatistica foi
realizada através de analise de varidncia (ANOVA) utilizando o pos-teste de Dunnet.

* p<0,01 quando comparado ao controle positivo (LPS).
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Figura 19: Efeito das diferentes concentracoes da fracdo acetato de etila de A. triplinervia e
A. glandulosa na produgiao de NO em cultura de macrofagos peritoneais estimulados por
LPS. Foram utilizadas suspensodes de células do exsudato peritoneal ajustadas a concentragdo de
5x10°células/mL. Apos a aderéncia, os macréfagos foram incubados na presenca de meio de
cultura (RPMI-1640C) contendo Iug/mL de solucdo de lipopolisacarideo de E. coli — LPS
(Difco) e as preparagdes obtidas das fragdes por 24 horas. Solugdo de LPS, sem a presenca das
fracdes, foi utilizada como controle positivo. Como controle negativo (C), foram utilizadas
apenas células em meio de cultura (RPMI-1640-C). Cada barra representa a média + desvio
padriao de cinco experimentos independentes realizados em triplicata. A analise estatistica foi
realizada através de analise de varidncia (ANOVA) utilizando o pos-teste de Dunnet.

* p<0,01 quando comparado ao controle positivo (LPS).



87

‘e1eo1[dL) Wwo sopezi[eal SOJuaWLIdAXd ¢ 9p 0rIped-0IASOp F BIPW B IUdsaIdal JOJeA BpR)

D12 2p 02OV

9C'TFT6'86  96°TFECH6  9L°6F19°S9 06°€ F €L°8¢ T0'8 FLY0E  €V'9FLIIT S9‘€ F9091  wsonpuv3 ‘p

via ap 03ppaIn

YLTF9E°66  86°CTF6806 9V T HE 88 [1°8FLL9L €S°LF09°€S 96°8 T 08°LY 9v'S FS08E  prasaundLy p

021]0UvjIU

ISTF098  LESTFSST9 T8 TFTO0S LEY F 88°9¢ €1°9 F TSHeE 0LV FOVCE S9‘6 FOLLT vsompuvi3 y
021]0uvIW

€OCFOI86  6TETF6676 96 F 1508 €C'SFTOEL VLEFY6'S9  80°S FHSTS 889 F0C'Ly  pradoundiy p
(quuy/3r)

00S 0ST SZ1 0S‘79 ST'I€ 79°S1 18°L SOLVILXA

(%) ODIMLIN OdIX0O Od 0Y)NAO0dd VA OVIIIINI

‘'SdT 1od sope[nwnsa sogejoroew wd ON p oednpoid eu

psojnpup]3 ‘  piaiduljdiy 7 9P B[1}O 9P 0IB}AO SOQIBIJ O SOII[QUBJOUW SOJBI)Xd SOP sepnqo sooderedord sep o1103IqIUT 0319)H *6 B[OQRL



RESULTADOS 88

4.4.3. Quanto a producio de TNF-a.

Nas Figuras 20 e 21, observa-se que os extrato e fracdes das plantas A. trilinervia e A.
glandulosa sdo capazes de inibir a producao de TNF-a.

A inibi¢do da produg@o de TNF-a ndo € tdo intensa quanto a inibi¢ao da producao de NO,
entretanto a porcentagem de inibi¢do varia de 10,41% a 25,30%. Os valores encontrados sao
estatisticamente significativos quando comparados ao LPS (Tabela 10).

Da mesma maneira que na inibi¢do do NO, a inibicdo do TNF-a € concentragdo
dependente, isto €, a porcentagem de inibigdo aumenta com o aumento da concentragdo dos
extratos e fracoes.

Os valores encontrados nesse teste de inibicdo mostram que os extratos e as fragdes das

duas plantas possuem capacidades inibitorias semelhantes com relagao a citocina TNF-a..
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Figura 20: Efeito das diferentes concentracées do extrato metanolico de A. triplinervia e A.
glandulosa na producio de TNF-o em cultura de macrdéfagos peritoneais estimulados por
LPS. As células peritoneais foram ajustadas a concentragio de 5 x 10°células/mL. RPMI-1640-C,
extratos ¢ LPS (1 pg/mL) foram adicionados simultaneamente aos macrofagos que ficaram
aderidos a placa. Apos incubagdo de 24h, os sobrenadantes das culturas foram coletados e
testados quanto a presenga de TNF-a utilizando teste imunoenzimatico ELISA. Sobrenadantes
coletados de macrofagos incubados somente na presenga de solugdo de LPS (1pg/mL) ou de
meio de cultura (RPMI-1640) foram utilizados, respectivamente, como controle positivo (LPS) e
negativo (C). Cada barra representa a média + desvio padrdo de cinco experimentos
independentes realizados em triplicata. A andlise estatistica foi realizada através de analise de
variancia (ANOVA) utilizando o p6s-teste de Dunnet.

* p<0,01, ** p<0,05 quando comparados ao controle positivo (LPS).
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Figura 21: Efeito das diferentes concentracoes da fracdo acetato de etila de A. triplinervia e
A. glandulosa na produc¢ao de TNF-a em cultura de macrofagos peritoneais estimulados por
LPS. As células peritoneais foram ajustadas & concentragio de 5 x 10°células/mL. RPMI-1640-C,
fragdes e LPS (1 pg/mL) foram adicionados simultancamente aos macréfagos que ficaram
aderidos a placa. Apos incubagdo de 24h, os sobrenadantes das culturas foram coletados e
testados quanto a presenga de TNF-a utilizando teste imunoenzimatico ELISA. Sobrenadantes
coletados de macrofagos incubados somente na presenga de solugdo de LPS (1pg/mL) ou de
meio de cultura (RPMI-1640) foram utilizados, respectivamente, como controle positivo (LPS) e
negativo (C). Cada barra representa a média + desvio padrio de cinco experimentos
independentes realizados em triplicata. A andlise estatistica foi realizada através de analise de
variancia (ANOVA) utilizando o p6s-teste de Dunnet.

* p<0,01, ** p<0,05 quando comparados ao controle positivo (LPS).
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Os produtos naturais t€ém sido considerados uma extraordinaria fonte de medicamentos
(SEIDL, 1999). A quimica organica produz um nimero crescente de compostos sintéticos para
uso medicinal, contudo importantes medicamentos da medicina moderna ainda sdo extraidos de
plantas medicinais (WIJESEKERA, 1991).

Espécies do género Alchornea estdo presentes na Floresta Atlantica do Sul e Sudeste do
Brasil e também na Amazonia (TABARELLI ¢ MANTOVANI, 1999; TAYLOR et al., 1998).
Sabe-se que plantas da floresta tropical representam uma rica fonte de substancias potencialmente
imunomodulatorias (WILLIAMS, 2001).

Neste trabalho, foi realizado estudo bioldgico de plantas do género Alchornea
(Euphorbiaceae), mais especificamente Alchornea triplinervia e Alchornea glandulosa, buscando
a pesquisa de substancias que atuem no sistema imunologico, justificando dessa forma o uso na
medicina popular.

A escolha das plantas A. triplinervia e A. glandulosa para a realizagdo desta pesquisa foi
guiada por andlises etnofarmacolédgicas. Alguns estudos indicam que, se a selegdo das plantas ¢
feita baseada no uso tradicional, as possibilidades de sucesso da pesquisa sdo maiores
(TROTTER et al., 1982; ELISABETSKY ¢ WANNMACHER,1993). Cerca de 75% dos
compostos puros naturais empregados na industria farmacéutica foram isolados seguindo
recomendag¢des da medicina popular (YUNES e CALIXTO, 2001).

O estudo fitoquimico dessas espécies de Alchornea foi realizado no Laboratorio de
Quimica Organica do Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara pela pos-graduanda Tamara
Regina Calvo, sob orientagdo do Prof. Wagner Vilegas. A maioria dos compostos encontrados na
A. glandulosa sdo compostos fendlicos, como derivados do acido géalico e majoritariamente
flavonoides com uma unidade de agucar, além da presenca de alcaldides guanidinicos. A planta

A. triplinervia ainda esta sendo estudada no momento (item 4.1.).
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O fracionamento do extrato metandlico obtido das folhas de A. glandulosa por Conegero
et al. (2003) resultou no isolamento de uma mistura dos esterdides B-sitosterol e estigmasterol, da
loliolida, do alcaldéide guanidinico N-1,N-2,N-3-triisopentenilguanidina e da corilagina. Os
autores citam que embora a loliolida ja tenha sido isolada de outras plantas e organismos
marinhos, esse representa o primeiro relato da ocorréncia dessa substancia no género Alchornea e
na familia Euphorbiaceae. Varias propriedades bioldgicas reportadas para essa substincia sdao
mencionadas pelos autores, incluindo atividades como repelente, inibidora de germinacao,
imunossupressora € citotoxica contra carcinoma humano de nasofaringe (KB) e leucemia linfoide
(P388). Eles ainda ressaltam estudos com cepas modificadas de Saccharomyces cerevisiae onde
foram demonstrados que alcaldides que contém unidades isopentenilicas, como no caso do
alcaloide N-1,N-2,N-3-triisopentenilguanidina, sdo potenciais agentes antitumorais.

Em um artigo recentemente publicado, galato de etila, acido gélico, quercetina,
kaempferol-3-O-L-ramnosideo, quercetina-3-O-L-ramnosideo e miricetina-3-O-L-ramnosideo
foram isolados e identificados da fragdo acetato de isopropila obtida a partir do extrato etanolico
das folhas da 4. glandulosa (URREA-BULLA et al., 2004). Na A. triplinervia, ja foram
encontrados os seguintes compostos: acido gélico, amentoflavona, B-D-glucogalina, galato de
metila e isocorilagina (BRACA et al., 2002).

Na procura por principios ativos, o mais importante nao € encontrar o composto mais facil
de separar, ou aquele que se encontra em maior concentragdo, ou ainda, o que possui a estrutura
de maior complexidade. O que realmente interessa ¢ descobrir compostos que apresentem
atividade biologica. Dai a importancia e necessidade de estudos fitoquimicos guiados pelos
bioensaios, sejam eles in vivo ou in vitro (YUNES e CALIXTO, 2001). Além disso, estudos

fitoquimicos de algumas plantas permitiram um grande avango nas pesquisas de novos farmacos
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ao fornecerem também substancias protdtipo para o desenho de fairmacos mais eficientes em
determinados alvos moleculares (YUNES et al., 2001).

Atualmente, dezenas de milhares de produtos naturais tém sido descritos na literatura, mas
em um mundo tdo diversificado, onde n6és nem sequer estamos perto de documentar todas as
espécies existentes, certamente muitos outros milhares de compostos estdo esperando para serem
descobertos (CANNELL, 1998).

Primeiramente neste trabalho, o extrato metanolico foi analisado. Segundo Yunes e
Calixto (2001), o solvente mais adequado para obten¢do do extrato bruto ¢ o metanol, pois
possibilita a extracdo de um maior nimero de compostos. Um aspecto que deve ser observado ¢
que o estudo quimico-biologico de plantas medicinais deve ser seguido, fundamentalmente, pelos
resultados que indicam uma certa atividade de interesse. As fragdes acetato de etila, obtidas a
partir do extrato metandlico, s6 foram utilizadas em experimentos onde previamente ja haviam
sido obtidos resultados positivos durante os ensaios com o referido extrato.

Os estudos das agoes das plantas A. triplinervia e A. glandulosa, no sistema imunolédgico
murino, foram iniciados com os testes de viabilidade. Uma vez que as células sdo retiradas de seu
ambiente natural in vivo e entram em contato com substancias a serem testadas, a questdo da
viabilidade ¢ fundamental, principalmente durante o desenvolvimento das manipulagdes
experimentais, assegurando dessa forma a capacidade de uma determinada popula¢do celular
responder a varios estimulos, quaisquer que sejam eles (FRESHNEY, 1994). Estudos in vitro sao
importantes quando se dispde de pequenas quantidades do material vegetal. Além disso, nesses
testes as variaveis experimentais podem ser mais facilmente controladas, facilitando a
reprodutibilidade dos ensaios (YUNES e CALIXTO, 2001).

A avaliagdo da toxicidade do DMSO sobre culturas de macrofagos foi realizada uma vez

que os extratos e fragdes foram inicialmente solubilizados nesse solvente (Figura 7). Devido a
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alta toxicidade observada com a utilizagdo do DMSO, apenas uma quantidade minima foi
utilizada, evitando assim que esse solvente interferisse nos experimentos. Pelos resultados
encontrados, foi possivel observar que até 2% de DMSO poderiam ser empregados para a
solubilizacdo dos extratos e fracdes, embora nos experimentos aqui relatados no maximo 0,5% de
DMSO tenha sido utilizado.

A etapa seguinte foi a observagdo do potencial citotoxico dos extratos metanodlicos e/ou
das fragdes acetato de etila das plantas, em macrofagos estimulados ou ndo por LPS ou PMA
(Figuras 8-12 e Tabelas 5-7). Os valores de citotoxicidade encontrados demonstraram que o
potencial citotoxico dos extratos metanolicos e das fragdes acetato de etila em culturas de
macrofagos peritoneais ¢ dependente da concentracdo, ou seja, a viabilidade dos macréfagos
diminui com o aumento da concentracdo. Foi observado ainda que as fragdes acetato de etila sdo
mais citotoxicas do que os extratos metandlicos. Os resultados observados estdo de acordo com
outros trabalhos, nos quais uma citotoxicidade notavel nao foi observada quando foram utilizadas
concentracdes variando de 500 a 15,6pg/mL da fragdo pigmentada de Oryza sativa L. indica (HU
et al., 2003). Concentragdes de 500 e 100pug/mL do extrato etandlico de Boerhaavia diffusa
também obtiveram bons niveis de viabilidade, assim permitindo a avaliagdo das propriedades
imunomodulatérias (MEHROTRA et al., 2002).

O sistema imunologico ¢ um mecanismo complexo de defesa do organismo. A pesquisa
basica das substancias naturais com propriedades imunomodulatorias pode ser feita através de
ensaios de estimulacdo da imunidade inespecifica, como por exemplo, a eficiéncia dos
granulocitos, macrofagos, sistema complemento, células natural killer (NK) e seus efeitos sobre a

fagocitose, proliferagdo linfocitaria, migragao de linfocitos T, ativagao de macréfagos, etc. Outras
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pesquisas mais recentes na area de substancias imunomodulatorias incluem a producdo de
citocinas pelos macréfagos, como por exemplo, o estudo do TNF-a (WILLIAMS, 2001).

Entre os produtos secretados pelos macrofagos, estdo os reativos intermediarios do
oxigénio e nitrogénio (ZWILLING e EISENSTEIN, 1994). Espécies reativas do oxigénio podem
ter papéis diferentes na célula, dependendo de suas concentragdes relativas e também do acesso
aos sitios celulares (RAMASARMA, 1990). Um severo stress oxidativo esta associado a
disfungdes celulares, resultando na ativagdo de mecanismos de reparo, apoptose e até necrose das
cé¢lulas (FORMAN e TORRES, 2001).

O ¢6xido nitrico tem um duplo papel no processo inflamatorio. O NO secretado em altos
niveis por macréfagos ativados € importante na defesa contra virus, bactérias, fungos e células
tumorais (CROEN, 1993; MacMICKING, 1997). Por outro lado, os efeitos pro-inflamatdrios do
NO parecem ser mediados pela sua produgdo exagerada e estdo relacionados a varias doencas
como o choque séptico, doengas auto-imunes, arteriosclerose (MONCADA, 1991). Por esse
motivo, o NO ¢ um mediador atualmente conhecido como “faca de dois gumes”, pois pode
exercer efeitos benéficos ou prejudiciais dependendo do contexto patofisioldgico (CIRINO et al.,
2002).

Na producao de NO pelos macréfagos, o interferon-y (IFN-y) pode ser requerido como um
primeiro sinal, antes que essas células sejam deflagradas por um segundo sinal, como por
exemplo, LPS, ésteres de forbol ou TNF-a (JUN et al., 1994; KIM e MOON, 1996; NATHAN,
1992). O TNF-a ¢ uma citocina multifuncional que possui fungdes centrais na inflamagao aguda
e cronica, na resposta antitumoral e nas infec¢des. Essa molécula ainda tem a capacidade de
induzir a expressao de outras citocinas pro-inflamatérias, como a interleucina-1 (IL-1) e varias

quimiocinas (PALLADINO et al.,, 2003). Dependendo das condi¢des experimentais ou do
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modelo de doenga, o efeito do TNF-a pode ser benéfico ou prejudicial. O TNF-a esta envolvido
em numerosas atividades pro-inflamatérias e também na resisténcia a varias infeccdes
(ZWILLING e EISENSTEIN, 1994).

A avaliagdo da estimulacdo de macrofagos foi realizada através de trés experimentos:
producao de H,O,, NO e TNF-a em cultura de macrofagos peritoneais de camundongos Swiss.
Os experimentos feitos, sem a ativagdo de macrofagos com LPS ou PMA, mostraram que as
plantas ndo induziram a liberacdo de H,O, ou NO (Figuras 13 e 14). Utilizando o método de
ELISA de captura, foi observado também que as plantas ndo liberaram TNF-a (Figura 15).
Portanto, do ponto de vista desses mediadores, as plantas A. triplinervia e A. glandulosa nao
possuem propriedades imunoestimulantes.

Diante desses resultados, restava uma divida. Se as plantas ndo possuiam atividades
imunoestimulantes, poderiam estar promovendo um efeito supressor no sistema imunoldgico
murino, ou nao apresentariam nem atividades estimulantes nem supressivas?

Na segunda etapa deste trabalho, foram avaliadas as capacidades das plantas A.
triplinervia e A. glandulosa inibirem a producdo de H,O,, NO e TNF-a. Para esse estudo os
mesmos testes imunoldgicos foram utilizados, contudo os macrdéfagos foram estimulados com
PMA ou LPS, conforme os testes realizados.

Os macrofagos tém um importante papel tanto na imunidade inata quanto na adquirida.
Eles podem ser estimulados por citocinas e por componentes microbianos como o LPS (ADAMS
e HAMILTON, 1984).

A estrutura do LPS ¢ anfipatica, composta de uma por¢ao polissacaridica covalentemente
ligada a regido hidrofobica do lipideo A. As respostas celulares dos macréfagos ao LPS sdo

numerosas, praticamente cada aspecto da fisiologia dessas células ¢ de algum modo influenciada
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pelo LPS. O LPS induz a um aumento no consumo de glicose e oxigénio e entdo as células
adquirem alta capacidade funcional, como a capacidade de matar microorganismos e células
tumorais. Desse modo, os macrofagos desenvolveram um eficiente mecanismo para o
reconhecimento do LPS no ambiente e, como conseqiiéncia, esse componente das bactérias
Gram-negativas esta entre os mais potentes estimuladores de macréfagos. Em muitos casos, uma
quantidade pequena como 1pg/mL induz resposta mensuravel (ZWILLING e EISENSTEIN,
1994).

As moléculas de LPS sdo liberadas apds a bacteriolise ou durante periodos de rapida
proliferacdo bacteriana. Estdo relacionados a véarias respostas fisiopatologicas em infecgoes
bacterianas severas causadas por Gram-negativos e inflamacdo generalizada. Contudo, o LPS ¢
também um potente imunorregulador. No inicio da resposta de fase aguda, o lipidio A do LPS
interage com a proteina CD14 que estd presente nas células mononucleares e em outras células,
como nos granuldcitos, nas células endoteliais, etc. A ligagdo do LPS ao CD14 e a subseqiiente
resposta celular sdo facilitadas pela proteina ligante do lipopolissacarideo (LBP). O receptor
CD14, liga-se ao complexo LBP-LPS, e ¢ importante para a sinalizacdo induzida pelo LPS.
Contudo, existem vdrias células que ndo expressam CD14, e também sdo capazes de responder ao
LPS. Esse fato pode, talvez, indicar a existéncia de receptores de LPS independente de CD14
(LANGHANS, 1996).

O PMA ¢ um estimulante quimico hidrofobico que pode atravessar a membrana
citoplasmatica do fagdcito independentemente de receptor e ¢ capaz de se ligar e também ativar a
proteina quinase C (PKC), causando uma grande variedade de efeitos nas células (BENDER et
al., 1983; BLUMBERG, 1980). E uma substincia que tem sido extensivamente estudada. O
stress oxidativo induzido pelo PMA ¢ um dos seus mecanismos de promoc¢ao tumoral (LU et al.,

2004).
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Os macrofagos sao células que produzem e liberam espécies reativas de oxigénio (ROS)
em resposta a fagocitose ou a estimulagdo com varios agentes. A enzima responsavel pela
producao de superdxido e peroxido de hidrogénio ¢ a NADPH oxidase (FORMAN e TORRES,
2001). Neste trabalho, o PMA foi utilizado como um indutor do burst oxidativo. A produgdo de
H,0, nos macréfagos estimulados por PMA foi fortemente inibida tanto pelos extratos
metanolicos quanto pelas fragdes acetato de etila de ambas as plantas (Figuras 16 e 17). O perfil
de resposta das duas plantas foi semelhante, contudo os extratos sdo mais potentes que as fragdes,
sugerindo uma acao sinérgica entre os constituintes presentes no extrato. Foi observado também
que todas as concentracdes testadas inibiram a produgao de H,O,, ndo variando a porcentagem de
inibicdo com a concentracao utilizada (Tabela 8).

O H,0, é uma molécula estavel, mas com capacidade de reagir com o ubiquo ion ferroso
(Fe™) dos sistemas bioldgicos, produzindo o radical hidroxila (-OH), através da reacdo de Fenton
(H,0, + Fe** —— Fe’™ +OH + -OH). Por isso, o H,0, deve ser considerado um radical livre
“encoberto” (YUNES e CALIXTO, 2001). Halliwell, em 1987, ja sugeria que espécies reativas
de oxigénio como o H,O, e o -OH estariam relacionadas com algumas patologias humanas, como
a artrite reumatoide, injuria de reperfusdo, trauma cerebral e isquemia.

LU et al. (2004) avaliaram os efeitos inibitorios das procianidinas presentes na Vitis
vinifera no stress oxidativo induzido por carcindgenos. A inibi¢do da liberacio de H,O, em
polimorfonucleares (PMNs) estimulados com PMA foi estudada. Os resultados mostraram que a
liberacdo de H,O, pelos PMNs aumentou apds a estimulagdo com PMA e que diferentes
concentracdes de procianidinas puderam inibir a liberagdo desse mediador. Os autores sugerem

que as procianidinas das sementes de uva poderiam ser benéficas na quimioprevengao do cancer.
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Benencia et al. (1999) observaram uma diminui¢do da capacidade fagocitica e do burst
oxidativo de macréfagos peritoneais murinos tratados com o extrato aquoso das folhas da
Trichilia glabra. O burst oxidativo permite a geracao de espécies reativas de oxigénio que podem
ser detectadas através de um ensaio baseado na reducdo do nitroblue tetrazolium (NBT). O
extrato inibiu significativamente o burst oxidativo quando o PMA foi utilizado como estimulante.
Os autores acreditam que os macréfagos sao muito importantes na eliminagao de patégenos, mas
também podem causar danos teciduais devido a geracao de espécies reativas de oxigénio toxicas.
Esses resultados foram importantes, pois demonstraram que a 7. glabra possui atividades
antiinflamatorias do mesmo modo que outras plantas pertencentes a essa mesma familia.

Ramasarma (1990) mostrou que apesar de producdo de H,O, ser um processo celular
natural, sua geracdo em grandes quantidades induz a quebra da fita de DNA e/ou perturbagdo no
citoesqueleto da membrana, levando a morte celular. Radicais de oxigénio podem ter um
importante papel como iniciadores de processos degenerativos, como dano ao DNA e mutagao,
os quais podem estar relacionados ao cancer, doencas cardiacas e envelhecimento (AMES, 1983).
As espécies reativas de oxigénio demonstraram induzir a ativacdo do NF-kB, contudo os
mecanismos nao estdo claramente compreendidos (FORMAN e TORRES, 2002).

O NO ¢ uma molécula mensageira envolvida na regulacdo de diversos processos
fisiologicos incluindo a contragdo da musculatura lisa, a reatividade plaquetaria, a
neurotransmissdo central e periférica e as agdes citotoxicas de células imunologicas. Essa
molécula ¢ crucial para muitas fungdes fisioldgicas e a sua liberagdo inapropriada estd ligada a
numerosas patologias (HOBBS et al., 1999). Nesta pesquisa realizada com as espécies de
Alchornea, foi possivel observar que a superproducdao de NO, ocasionada pela estimulagdo dos

macréfagos por LPS, foi marcadamente inibida pela a¢do dos extratos metandlicos e fragdes
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acetato de etila das plantas A. triplinervia e A. glandulosa (Figuras 18 e 19). A porcentagem de
inibi¢do ¢ alta (Tabela 9) e, ao contrario dos resultados com H,O,, ¢ dependente da concentragao.
A planta A. triplinervia possui maior capacidade de inibir a produgdo de NO do que a A.
glandulosa.

O NO nao ¢ um oxidante forte, porém essa molécula reage com o anion superoxido (O,),
levando a formagdo de peroxinitrito (ONOQO") e acido peroxinitroso (ONOOH), os quais
dramaticamente aumentam a toxicidade do NO e O, isolados. O peroxinitrito ¢ capaz de oxidar
varias moléculas bioldgicas (ISCHIROPOULOS et al., 1996; LINARES et al., 2001; WANG et
al., 2002).

A célula produtora de NO e sua vizinhanca ndo estdo a salvo da toxicidade dessa
molécula, podendo ser destruidas. Varias evidéncias estdo se acumulando no sentido de admitir
que o NO contribui para algumas condi¢des patoldogicas como asma, artrite reumatdide,
tuberculose, esclerose multipla, doenga de Parkinson, doenga de Alzheimer e gastrite induzida
por Helicobacter pylori (CALABRESE et al., 2004; HAMID, 1993; HOOPER, 1997;
MANNICK, 1996; NICHOLSON, 1996; SAKURAI, 1995; VODOVOTZ, 1996). Além dessas
doengas, a faléncia cardiaca cronica esta relacionada com a produgdo excessiva de NO pela iNOS
e 0 excesso de NO ¢ também um dos primeiros sinais de rejeicdo aos transplantes (DUSTING e
MacDONALD, 1995).

Portanto, agentes que modulem a atividade do NO podem ter consideravel valor
terapéutico. Em particular aqueles capazes de reduzir a formagao de NO, podem ser benéficos em
estados patofisiologicos onde a produgdo excessiva desse mediador € um fator contribuinte, como
¢ o caso das doengas inflamatorias (HOBBS et al., 1999).

O conhecimento existente do papel do NO nos estados fisioldgicos e fisiopatologicos

abriu uma gama de possibilidades, especialmente no entendimento dos mecanismos de acdo de
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medicamentos que modulam a ac¢do desse mediador. A ativacdo da iNOS leva a producdo de
niveis micromolares de NO, quantidade muito maior do que o nivel nanomolar gerado pela
enzima constitutiva eNOS ou nNOS (ACHIKE e KWAN, 2003).

Para os imunologistas, a iNOS apresenta-se tanto como uma molécula benéfica quanto
maléfica. Se por um lado o NO derivado da iNOS confere protecdo contra muitas, mas nao todas,
bactérias intracelulares e parasitas, ele também ajuda a combater varias infecgdes virais e esta
envolvido no controle de tumores. Por outro lado, a iNOS também pode promover a angiogénese
tumoral e metastase, e também destrui¢do tecidual e doengas em varios modelos animais de auto-
imunidade (BOGDAN, 1998).

Contudo, a manipulacdo farmacologica de um mediador tdo onipresente quanto o NO
possui alguns problemas. A distribuicdo das diferentes isoformas de NOS estd relacionada
basicamente as suas respectivas fungdes. Portanto, a possibilidade de manipulacdo das
concentracdes de NO de uma maneira especifica pode ser realizada através de agentes seletivos
que modulem a atividade de uma ou mais isoenzimas. Um entendimento mais detalhado da
sintese do NO deve proporcionar uma grande oportunidade de alcancar seletividade,
particularmente se diferencas na utilizagdo de cofatores, na transferéncia de elétrons e na
expressdo génica puderem ser exploradas (HOBBS et al., 1999).

Portanto, seria de grande valor o desenvolvimento de inibidores potentes e seletivos da
iNOS para potencial uso terapéutico (WANG et al., 2002). Inibidores da NOS utilizados no
tratamento de processos inflamatorios requerem alta especificidade para iNOS. Desse modo,
podem funcionar como moduladores relativamente seguros do NO em vérias condigdes

patologicas (SHIN et al., 2004).
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Compostos obtidos de plantas que interferem com a sintese de oOxido nitrico,
especialmente por inibirem a enzima iNOS, podem ser candidatos importantes para o
desenvolvimento de drogas antiinflamatdrias (YUNES e CALIXTO, 2001).

Grande aten¢do tem sido dada a molécula de 6xido nitrico atualmente, sendo que varios
experimentos utilizando extratos, fragdes ou substancias puras obtidas de plantas mostraram
interferir com a produgdo de 6xido nitrico. O extrato padronizado de Gingko biloba (EGb 761) e
a frag@o acetato de etila da Cudrania tricuspidata inibiram a produ¢do de NO em macrofagos
RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-y. Além disso, o EGb 761 também inibiu a expressao da
iNOS nesses macroéfagos RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-y (KOBUCHI et al., 1997;
SEO et al., 2001). Alicina e ajoeno, dois compostos obtidos do alho (A//ium sativum), inibiram a
producao de NO e a expressdo da iNOS em macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS
(DIRSCH et al., 1998).

Viarios sesquiterpenos e triterpenos isolados do extrato metanolico do rizoma da Alisma
orientale, utilizado na medicina chinesa, mostraram atividade inibitdria na produgdo de NO em
macrofagos ativados por LPS. Além disso, alismol e alisol F, dois constituintes ativos do extrato,
foram capazes de inibir a indugdo da iNOS (MATSUDA, 1999).

Ganju et al. (2003) também estudaram a Emblica officinalis (Euphorbiaceae) e Evolvulus
alsinoides (Convolvulaceae) na tentativa de determinar seus efeitos imunomodulatérios na artrite
induzida em ratos, em um modelo que se assemelha a artrite reumatéide humana. Uma
significante atividade antiinflamatoria foi encontrada. A producdo de NO dos animais tratados
com as plantas foi significativamente menor quando comparada ao controle, sugerindo que um
possivel mecanismo para conter a progressdo da artrite nesses animais pode ser devido a

producdo celular diminuida de NO, através da inibi¢cao da atividade da NOS. Contudo, os autores



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 105

sugerem que a atividade inibitoria dessas plantas também se deva as suas propriedades
antiinflamatorias e a capacidade de neutralizar o dano oxidativo induzido pelo NO, o que
eventualmente auxilia na remodelagem das células.

Esses exemplos mostram o imenso potencial dos compostos isolados de plantas na
descoberta de novos medicamentos. Por outro lado, também ¢ importante a realiza¢do de estudos
complementares, visando ao esclarecimento dos mecanismos de acdo de compostos naturais,
fator essencial que permite avaliar o potencial desses compostos no processo de descoberta de
novos medicamentos (YUNES e CALIXTO, 2001).

Compostos capazes de impedir a atividade biologica do NO podem ser agrupados em seis
categorias principais, de acordo com o mecanismo de acdo. A primeira categoria inclui
substancias que previnem a entrada da L-arginina na célula e, desse modo, restringem a enzima
NOS do seu substrato. Agentes que reduzem o suprimento de co-fatores necessarios para essa
enzima catalizar a oxida¢ao da L-arginina, como seqliestradores de célcio, inibidores da sintese
de tetrahidrobiopterina (BH4) e antagonistas da calmodulina estdo na segunda categoria. Na
terceira categoria, estdo os inibidores do fluxo de elétrons via NADPH/flavina e agentes que
interferem com o heme. Os inibidores da expressdo da NOS estdo na quarta categoria, e as
substancias que previnem a ligagdo do substrato a NOS na quinta. Os seqiiestradores de NO estao
na ultima categoria (HOBBS et al., 1999).

O TNF-a ¢ uma citocina que possui importantes efeitos biologicos em uma variedade de
células, efeitos na maioria relacionados a processos imunomodulatérios e inflamatorios
(CASALE et al., 1996). E também um mediador de varios estados patoldgicos incluindo o
choque séptico, a inflama¢ao aguda e cronica e a caquexia (COHEN et al., 1996). Devido ao fato

observado de que a remog¢do do TNF-a pode prevenir o desenvolvimento de doencgas, essa
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citocina tem sido o foco de intensa pesquisa recentemente (GIBSON, 2004; METHE et al., 2004;
TRACEY e CERAMI, 1994).

Resultados obtidos no presente estudo mostram que houve inibig¢ao parcial da producao de
TNF-a pelos extratos e fragdes das plantas estudadas (Figura 20 e 21). A capacidade inibitoria
dos extratos e fragdes de ambas as plantas sao semelhantes. A inibigao também foi dependente da
concentracao (Tabela 10).

O TNF-a atua em sinergismo com o IFN-y na ativagdo macrofagica, especialmente na
indugdo de NO (JANEWAY et al., 2000). Considerando a pequena inibicdo de TNF-a nos
resultados desse trabalho, provavelmente pode estar ocorrendo uma inibicao do IFN-y, o que de
certa forma contribuiria com a diminui¢do da produgdo de NO observada.

A partir dos anos 80, tornou-se evidente que a regulacdo da citocina TNF-a deveria ser
firmemente controlada. Sabe-se que o funcionamento do sistema imunolédgico € equilibrado pela
atividade de mediadores pro-inflamatorios e antiinflamatorios. A atividade ndo regulada desses
mediadores pode levar ao desenvolvimento de doencgas inflamatdrias sérias. Particularmente, o
aumento da sintese de TNF-a esta associado com o desenvolvimento da artrite reumatoide, artrite
psoriatica e com a doenga inflamatéria intestinal. A inibi¢do da atividade do TNF-o nessas
doengas tem tido grande sucesso (PALLADINO et al., 2003).

Em um estudo feito por Sandoval et al. (2000) observou-se que o extrato aquoso de unha
de gato (Uncaria tomentosa) ¢ um potente inibidor do TNF-a. Os autores acreditam que o
mecanismo primario dessa agdo antiinflamatéria deva ser a imunomodulagdo via supressdao da

sintese de TNF-a..
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A fragdo aquosa padronizada de Phlebodium decumanum (EXPLY-37R) inibiu a
producdao de TNF-a em macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS, IFN-y ou ambos
(PUNZON et al., 2003).

A expressdo do gene de TNF-o. em macréfagos murinos pode ser regulada em fases
distintas. A inibicao da sintese de TNF-a pode ser devida a inibi¢ao da transcri¢ao, a diminuigdo
da meia-vida do RNA mensageiro ou ainda através da inibi¢ao da tradu¢ao (MIJATOVIC et al.,
1997).

A sintese de TNF-o. em mondcitos/macrofagos € ativada por LPS e outros estimulos. O
LPS estimula a liberagdo do IkB do NF-kB citoplasmatico, resultando no deslocamento do NF-
kB do citoplasma para o nicleo (COHEN et al., 1996).

Um grande nimero de compostos naturais parece interferir com a cascata que leva a
ativacdo do NF-kB. O efeito de muitos extratos brutos obtidos de fontes naturais pode ser agora
explicado baseando-se no fato de que essas plantas contém agentes reguladores do NF-kB, como
os diterpenoides e as lactonas sesquiterpénicas. A sinaliza¢do envolvida na inibigdo da sintese de
citocinas ¢ complexa e existem muitas abordagens que podem efetivamente regular a expressao
de TNF-a (PALLADINO et al., 2003).

Virios estimulantes conhecidos da NADPH oxidase também provocam a ativacdo do NF-
kB, como ¢ o caso do PMA (KAUL e FORMAN, 1996). De fato, muitos estudos estdo agora
sugerindo que espécies reativas de oxigénio podem regular a producdo de citocinas em
macrofagos através de mecanismos dependentes de NF-kB. Nas células de Kupffer, macréfagos
residentes no figado, a producao de TNF-a foi regulada pela ativagao do NF-kB por ERO (ROSE

et al., 2000). Agentes que bloqueiam a sintese de TNF-o e a ativagdo resultante do NF-kB
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poderiam ser Uteis como terapia auxiliar no tratamento de varios tipos de cancer (PALLADINO
et al., 2003).

Estudos in vivo e in vitro suportam o conceito de que varios componentes derivados de
plantas com propriedades antiinflamatorias podem exercer seus efeitos através da modulacao do
sistema de citocinas. Por exemplo, os flavondides, pertencem a uma classe de compostos
largamente distribuidos através do reino vegetal. Essa classe possui interessantes acdes
antiinflamatorias (CALIXTO et al., 2004).

O estudo fitoquimico realizado no laboratorio de Quimica Organica, IQ, UNESP (item
4.1.) com A. glandulosa assinala que flavondides com uma unidade de agucar sao os compostos
majoritariamente encontrados. Esse resultado esta de acordo com artigos que relacionam os
flavonoides a radicais de oxigénio, inflamagdo e cancer, sugerindo que os resultados observados
neste trabalho possam ser devidos a ag¢ao dessas substancias.

Os flavonodides sdo compostos fenodlicos que ocorrem naturalmente nas plantas. Além de
suprimirem a inflamagao, atuam também na quimioprevencao do cancer € na prote¢do contra as
doencas vasculares. Vdrios estudos sugerem que os flavonoides quercetina, resveratrol e
miricetina possam atuar inibindo o NF-kB (HOLMES-McNARY ¢ BALDWIN JR, 2000; TSAI
et al., 1999). O resveratrol, encontrado no vinho tinto, pode inibir a atividade NF-kB e induzir a
apoptose das células transformadas, reduzindo a mortalidade nas doencas coronarianas € em
certos tipos de cancer. Esse componente quimiopreventivo atua bloqueando o inicio da
inflamacao e da oncogénese (HOLMES-McNARY ¢ BALDWIN JR, 2000). Essa substancia
também mostrou forte efeito inibitorio na expressdao da iNOS e na geragdo de NO por macréfagos

ativados (TSAI et al., 1999).
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Flavonoides derivados de plantas citricas foram avaliados quanto a sua capacidade de
alterar a resposta inflamatdria, através da supressdo da expressdo de citocinas em monocitos
humanos. Os resultados mostraram que a expressao de TNF-a foi inibida nos mondcitos
estimulados por LPS (MANTHEY et al., 1999).

Middleton Jr. et al. (2000), em uma revisao realizada sobre os efeitos dos flavonoides nas
células mamarias, mencionaram que poucos estudos com relagdo as agdes dos flavonoides sobre
a funcdo dos macrofagos sdo encontrados. Contudo, os autores mostraram que a geracao de
radicais de oxigénio em monoécitos do sangue periférico foi suprimida pela catequina. Além
disso, a quercetina foi capaz de inibir a expressdao do gene de TNF-a..

A capacidade de varios compostos polifendlicos presentes na dieta suprimirem a liberagao
de NO em cultura de astrocitos estimulados com LPS e IFN-y foi estudada em 1998 por Soliman
e Mazzio. Dos 61 compostos testados, 36 mostraram efeitos supressores. A quercetina, morina,
apigenina, catequina, acido elagico, acido cafeico, curcumina foram algumas das substancias que
exibiram efeitos supressores dose-dependente sobre a produgdo de NO. Esses resultados
demonstram que compostos presentes na dieta sdo potencialmente uteis na inibicdo da produgao
excessiva de NO.

Virios artigos também indicam que extratos ou substancias obtidas de plantas medicinais,
inclusive flavonoides, sdo capazes de inibir simultaneamente a produgao de NO e TNF-a..

Manjeet e Ghosh, em 1999, mostraram evidéncias de que a superproducao de NO e TNF-
o por macrofagos ativados por LPS pode ser marcadamente inibida pela agdo da quercetina,
principal componente ativo da planta Rhododendron cinnabarium.

A morina ¢ um flavondide muito encontrado em frutas e ervas chinesas. Os efeitos

bioldgicos desse flavondide e de seus sulfatos/glicuronideos na producdo de 6xido nitrico e
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citocinas por macrofagos estimulados por LPS foram investigados. Os seus efeitos protetores no
choque séptico experimental também foram avaliados. Os resultados indicaram que 50% da
produ¢do de oxido nitrico foi inibida por 1,25mM de morina e 1,25uM de morina
sulfato/glicuronideos. Ocorreu também uma inibi¢do de 30% na producdo de TNF-a e 35% na
producao de IL-12. Os autores concluiram que este flavondide exibe atividade antiinflamatodria e
pode reduzir a incidéncia do choque séptico experimental através da diminui¢do das fungdes dos
macrdofagos. Pode ainda regular a resposta imune através da modulagdo do perfil de citocinas
(FANG et al., 2003).

Pae et al. investigaram os efeitos do extrato metandlico da casca da Catalpa ovata G. Don
(Bignoniaceae) na tentativa de validar o uso desta planta como um medicamento antiinflamatdrio
na medicina tradicional coreana. Os autores observaram que o extrato inibiu a produ¢do dos dois
maiores mediadores inflamatérios derivados de macrofagos, NO e TNF-a, de maneira dose-
dependente, sugerindo que o extrato pode ser util no controle de doengas inflamatdrias.

Com a intengdo de procurar produtos naturais bioativos que exer¢cam atividade
antiinflamatoria Shin et al. (2004) avaliaram os efeitos do extrato metanolico das frutas Kochia
scoparia (L.) CHARD. (Chenopodiaceae) na producao de NO, prostaglandina E2 (PGE,) e TNF-
o por macrofagos da linhagem RAW 264.7 estimulados por LPS. Os resultados obtidos indicam
que o extrato ¢ um potente inibidor da produ¢do de NO. Uma diminui¢do significativa na
liberacdo de PGE, e TNF-a também ocorreu. Os autores sugerem que o extrato inibiu a
expressao das enzimas iNOS e COX-2 através do bloqueio da ativagdo do NF-«xB.

Um conceito chave ¢ o de que a inflamagdo dita normal é geralmente autolimitada,
contudo a falta de regulagdo de algum de seus fatores leva a anormalidades e conseqiientemente a

doencas (COUSSENS e WERB, 2002). Grandes quantidades de NO e TNF-o geradas por
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macrofagos ativados induzem diversas condi¢des fisiopatoldgicas durante a inflamacao aguda e
cronica (MANJEET e GHOSH, 1999). Dados recentes expandiram o conceito de que a
inflamagdo ¢ um componente critico na progressao de tumores. Diversos tipos de cancer
originam-se de sitios de infeccdo, irritacdo cronica ou inflamagdo, tornando-se claro que o
microambiente tumoral, que ¢ orquestrado pelas células inflamatorias, ¢ um participante
indispensavel no processo neoplasico (COUSSENS e WERB, 2002).

Varias substancias fendlicas, particularmente aquelas presentes em plantas medicinais e
comestiveis, possuem atividades anticarcinogénicas e antimutagénicas. A maioria dos compostos
fenolicos mantém propriedades antiinflamatorias e antioxidantes que parecem contribuir com as
atividades de quimioprevencao. Uma vez que a inflamacao estd relacionada a promog¢do tumoral,
espera-se que substincias antiinflamatdérias exercam efeitos quimiopreventivos sobre a
carcinogénese (SURH et al., 2001).

Efeitos biologicos ja foram relatados com a A. triplinervia e a A. glandulosa. O extrato
metandlico bruto e as fracdes hexano, cloroféormio, metanol/agua e alcaloidal de 4. glandulosa
foram testados quanto as atividades antibacterianas, antifungicas e antiproliferativas. O extrato
metanolico, mostrou concentragdo minima inibitoria (CMI) de 250pg/mL em S. aureus e CMI de
125ug/mL em C. albicans. A fragdo cloroférmio teve CMI 250ug/mL em C. albicans e C.
tropicalis. A fragdo metanol/agua obteve CMI de 250ug/mL em C. parapsilosis e a fragdo
alcaloidal apresentou CMI igual a 250ug/mL, em S. aureus, E. coli, C. krusei e C. parapsilosis;
CMI de 125ug/mL em C. albicans; CMI de 62,5ug/mL, em B. subtilis e CMI de 31,2pug/mL em
C. tropicalis. Os valores de CMI de 250 e 125ug/mL foram considerados moderadamente ativos,
os de 62,5 e 31,2pg/mL ativos, os de 15,6pg/mL mais ativos e os de 7,8ug/mL fortemente ativos.

O extrato bruto produziu efeito citostatico e citocida, concentracdo dependente, para as linhagens
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de melanoma (UACC62), mama (MCF7) e pulmao (NCI460), com maior poténcia para a de
melanoma. J4 para a linhagem NCIADR (mama), que expressa o fendtipo de resisténcia a
multiplos farmacos, esse extrato produziu inibi¢do de crescimento, ou seja, efeito citostatico. Os
resultados dos ensaios para as fragdes obtidas mostraram que o fracionamento do extrato bruto
nao produziu aumento da atividade (CONEGERO et al., 2003).

Taylor et al. (1998) analisaram mais de mil extratos de plantas coletadas aleatoriamente
na Amazodnia. Apenas cinco extratos foram capazes de alterar a formagao de glicosaminoglicanas
em células ovarianas de hamster, incluindo o extrato da Alchormea triplinervia. Os autores
concluiram que plantas e outros produtos naturais podem ser uma fonte de agentes
potencialmente benéficos para alterar a formacdo de glicosaminoglicanas e proteoglicanas em
células animais.

Neste presente estudo sobre as agdes das plantas A. triplinervia e A. glandulosa no
sistema imunoldgico murino, foi observado que o fracionamento do extrato bruto ndo produziu
aumento da atividade biologica, situagdo também encontrada por Conegero et al. em 2003
durante estudos da atividade antiproliferativa da A. glandulosa.

Todos os resultados obtidos neste trabalho, desde os testes de viabilidade até os testes de
inibi¢do, mostraram que a A4. triplinervia e A. glandulosa possuem um padrao de resposta similar.
Esse fato, talvez possa ser explicado, pelo perfil fitoquimico semelhante das duas espécies (item
4.1.).

Durante milhares de anos, a medicina popular chinesa considerou que certas ervas seriam
uteis na estimulacdo ou supressdo do sistema imunoldgico. Nas ultimas duas décadas,
pesquisadores deram grande atengdo ao mecanismo de acdo dessas ervas e no entendimento da
imunomodulagdo. Além disso, existe também o interesse na pesquisa da prevengdo do cancer e

nos estudos sobre transplante de 6rgaos (HUANG, 1999).
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A modulagdo da resposta imune por produtos derivados de plantas medicinais como uma
possivel medida terapéutica tem se tornado o assunto de investigagdes cientificas recentes
(MEHROTRA et al.,, 2003). A imunomodulacdo utilizando plantas pode proporcionar uma
alternativa a terapia convencional, sendo necessaria em uma variedade de doengas, especialmente
quando os mecanismos de defesa do hospedeiro precisam ser ativados devido ao mau
funcionamento do sistema imunolégico, ou ainda quando um imunossupressor seletivo ¢
necessario, como no caso das doencas auto-imunes (GANJU et al., 2003).

Os medicamentos derivados de plantas continuam a ser uma fonte valiosa de agentes
terap€uticos no arsenal da medicina moderna (WIJESEKERA, 1991). Nao se pode esquecer que a
descoberta e o desenvolvimento de um novo farmaco envolve investimentos muito altos, cujo
custo de pesquisa varia entre 300 a 500 milhdes de dolares, enquanto que o desenvolvimento de
um novo fitoterapico pode ser obtido com custos muito menores (YUNES et al., 2001).

O TNF-a e o NO possuem importantes papéis na patogénese de varias doengas durante a
inflamagao aguda (NATHAN, 1992). A identificagdo de novos agentes farmacoldgicos que
possam prevenir a superproducao de NO e/ou TNF-a ¢ de consideravel interesse médico
(MANIJEET e GHOSH, 1999).

A andlise dos resultados encontrados em todos os experimentos aqui realizados indica que
os extratos e fragdes da A. triplinervia e A. glandulosa sao potentes inibidores da produgdo de
H,0; e NO. Uma diminui¢ao significativa na producao de TNF-o também ocorreu. Desse modo,
essas plantas possuem um grande potencial imunomodulador, pois além de inibirem a producao
de NO e TNF-q, ainda inibem a producao de H,O..

Estudos futuros, como por exemplo a avaliagdo da enzima iNOS e do fator de transcricao

NF-kB, devem ser realizados na tentativa de elucidar melhor os mecanismos de a¢do através dos
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quais os extratos e fragdes de 4. triplinervia e A. glandulosa exercem atividade antiinflamatoria.
A inibicdo do NO e TNF-a foi concentragdo dependente, entretanto a inibicdo do H,O, ndo
mostrou esse padrdo. Logo, esses resultados sugerem que as plantas estdo possivelmente atuando
através de mecanismos diferentes. Eventualmente, também deveriam ser analisados os compostos
isolados das plantas. Segundo Yunes e Calixto (2001) o extrato que apresentar efeito bioldgico
mais pronunciado devera ser submetido aos procedimentos cromatograficos para isolamento e
purificacdo dos compostos (YUNES e CALIXTO, 2001). Contudo, uma duvida ainda permanece
na pesquisa de substancias naturais imunomodulatorias. Teriam os compostos puros derivados de
plantas propriedades imunomodulatérias iguais ou similares as das preparagdes obtidas da planta
inteira ou dos extratos brutos (WILLIAMS, 2001)?

No entanto, o sinergismo pode ser considerado uma vantagem dos fitoterapicos que
atualmente justifica o seu uso. De maneira geral, as plantas apresentam varios compostos com
efeitos similares. Pode ser mencionado, por exemplo, o efeito anti-malarico da artemisinina,
composto presente na Artemisia annua, que atualmente ¢ utilizada no combate ao Plasmodium
falciparum e P. vivax. Aparentemente, varios flavondides desta planta apresentam algum efeito
sinérgico sobre a maldria quando associados a artemisinina. Pode ocorrer também uma
associacdo de mecanismos de agdo por atuagdo dos compostos em alvos moleculares diferentes.
Por exemplo, o extrato de Serenoa repens, utilizado no tratamento da hiperplasia prostatica
benigna apresenta compostos que agem inibindo a atividade da Sa-redutase (GOEPEL et al.,
1999; YUNES et al., 2001).

Apesar de representarem um campo de estudos relativamente novo, os produtos naturais
obtidos de plantas constituem uma rica e promissora fonte de novas moléculas com propriedades

imunomodulatorias (WILLIAMS, 2001). Através da anélise dos resultados obtidos, ¢ possivel
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sugerir que os extratos metandlicos e as fragdes acetato de etila obtidos A. triplinervia e A.
glandulosa podem apresentar atividade antiinflamatoria. Os resultados encontrados ja oferecem

uma base racional para o uso tradicional dessas plantas.
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Através dos resultados obtidos com o presente trabalho, pode-se concluir que:

- A citotoxicidade dos extratos metandlicos e das fragdes acetato de etila de A. triplinervia

e A. glandulosa, em culturas de macrofagos peritoneais, ¢ dependente da concentragao.

- Os extratos metanolicos das plantas 4. triplinervia e A. glandulosa nao induziram

liberagdao de H,O,, NO e TNF-a..

- Os extratos e fragdes de ambas as plantas sdo potentes inibidores da producao de H,O, ¢

NO, enquanto que uma inibi¢ao parcial na produgao de TNF-a foi observada.

- A inibi¢do do NO e TNF-a foi concentracao dependente, entretanto a inibi¢ao do H,O,

nao mostrou esse perfil.

- O fracionamento do extrato bruto ndo produziu aumento das atividades inibitorias.

- A. triplinervia e A. glandulosa apresentam um padriao de respostas similar no sistema

imunolégico murino. Fato que pode ser explicado pelo perfil fitoquimico semelhante das duas

espécies.

- Tanto o extrato metanolico quanto a fragdo acetato de etila das plantas 4. triplinervia e

A. glandulosa podem apresentar atividade antiinflamatoria.
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Preparo de solucdes, reagentes e meios de cultura
- Meio RPMI-1640

Dissolver o contetido de um frasco em 1000mL de agua milli-Q. Acrescentar:

bicarbonato de sOdi0.........ccueeviiirieeniiiiieeee 2g

Ajustar o pH em 7,0-7,2. Em seguida, completar o volume para 1000mL e esterilizar
utilizando membrana de 0,22um. Apos esterilizagdo, aliquotar o meio em frascos de 100mL.
Estocar sob refrigeracao a 4°C.
No momento do uso, adicionar ao meio penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100U/mL),

glutamina (2mM), mercaptoetanol (50 mM) e 5% de soro fetal bovino.

- Solucio salina tamponada com fosfato (PBS)

Solucao 1

NaHPO4X 2H70 ...t 274 ¢g
Agua MIllI-Q QS Pevreeiieeiie e 386mL
Solugdo 2

NaHoPO4 X HoO.oooiiiiiieeeeeeee e 7,88 g
agua Milli-Q Q.S.Puuvveeeierierieeie e 114mL

Solugdo estoque: preparar, inicialmente, as solugdes 1 e 2. Em seguida, misturar as duas
solucdes e completar o volume para 1000mL com agua milli-Q e autoclavar. O pH deve ser de
7.2. Armazenar sob refrigeracdo (4°C)

Solugdo de uso: 0 modo de preparo esta descrito a seguir.
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SolUGA0 EStOQUE. ....evieiiieiiieeiiieeiee e 40mL
NACL i e 8,5¢g
agua Milli-Q @.S.Puuvveeeieeeiieeie e 1000mL

Ajustar o pH, se necessario, e autoclavar. Armazenar sob refrigeracao (4°C).

- Tampao fosfato de potassio

Fosfato dissodico anidro...........cceceevvveniienieeniienieeinnne 11,46g

NayHPO4. TH2O ..ot 21,57¢g

Fosfato monopotassiCo......c.ueeruvrereeenieeniieeiieeiie e 2,65¢g
Agua destilada gSp........cceveveeveeeeereeeeeeeeeeeee e 1000mL
Acertar o pH em 7,2.

- Reagente de Griess

Sulfanilamida.........cccceceeeriieiiiiiiieeeeeee e 1,0g
Naftiletilenodiamina...........ccccceeveiieviieenieenieeieeeeeee, 0,1g
AcCidO OrtO-fOSTOTICO v evereeeeereeeeeeeeeeeeeeree s 2,5mL

Agua milli-Q @.8.p..vvvvieviiiiiiierereereeeeeenne. 100 ML
Dissolver a sultamlamida e a naftiletilenodiamina. Acrescentar, aos poucos, o acido
fosforico. Completar o volume para 100mL. Manter o reagente sob refrigeracao (4°C). Proteger

da luz.

- Peroxidase
Pesar Img de peroxidase e adicionar em ImL de tampao fosfato. Aliquotar e armazenar a

-20°C.
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- Liquido de Lazarus

Violeta de genciana 1%.......c..cocveevieeniieeniiecieecieecieeeveens 2mL
Acido acético lacial...........c.oeveeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereees 3mL
Agua destilada gSP.........ooveeveeeeeeeeeeeeeee e 100mL

- Tioglicolato 3 %

Colocar 3g do meio em 100mL de agua destilada. Distribuir em tubos e autoclavar.

- Solucao de PMA

Dissolver Img de PMA em 1,3mL de DMSO sob ambiente de nitrogénio liquido, a fim de

evitar a oxidagdo. A concentragio da solugdo ¢ de 1x10°M. Aliquotar em eppendorfs com

parafilme. Conservar em dessecador no freezer a -80°C. Preparar solugdo diluida no momento do

uso.

- Solucao de LPS

Dissolver Img de LPS em 1 mL de meio RPMI, esterilizar por filtragdo utilizando

membrana de 0,22um e armazenar a -20°C. Posteriormente diluir para a concentracdo de

lpg/mL, utilizando RPMI-1640.

- Soluciao de MTT- tetrazdlio

Preparar solugdo estoque de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5
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difeniltetrazolio) a 5 mg/mL em PBS. Esterilizar por filtragdo utilizando membrana de 0,22um.
Guardar sob refrigeracdo a 4°C e protegida da luz. No momento do uso, diluir a solucdo estoque

em RPMI sem soro fetal para a concentragao de 1mg/mL.

- Teste imunoenzimatico ELISA de captura

As solugdes preparadas para a realizagdo do ELISA estdo descritas a seguir.

PBS*

NACL i 80g
NazHPO4 .................................................................... 1 1,6g
KHoPO4uniiiiiiieeeeeeeee e 2,0g
KL 2,0g
Agua milli-Q @.8.P wevvveeeiieeiieee e 10L

Acertar o pH em 7.0

Diluente de ensaio

PBS* com 10% de soro fetal bovino.

Tampao de lavagem

PBS* com 0,05% de Tween 20
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