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a-tocoferol, eo declinio daconcentracéo doradical foi
monitorado por espectrofotometriano visivel em A =
517 nm, apds15min.
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Resumo

Macrofagos sdo as primeiras células a
participarem darespostaimunologica, e quando sdo
ativados liberam mais de cem compostos ao meio
extracel ular, entre oscompostosreativosintermediarios
de nitrogénio (NO). Neste trabalho determinou-se a
liberag&o de Oxido nitrico em culturas de macrofagos
peritoneais de camundongos em presenca de 6leo
essencia bruto eextrato etandlico 70% bruto obtidosa
partir defolhasde AchilleamillefolimL. (Asteraceae).
Diferentes diluigdes do 6leo essencial foram testadas
(1:50, 1:100e1:200). Apenasadiluicéo 1:100 produziu
umamaior quantidadededxido nitrico (NO). Emreacéo
a0 extrato etandlico 70%, observou-se nas amostras
mai s concentradas (6 mg/mL, 8 mg/mL e 10 mg/mL)
maior producéo de NO. Analisando-se os resultados
obtidos no presentetrabal ho, pode-se sugerir quetanto
0 0leo essencia quanto o extrato etandlico 70% bruto
de A. millefolium L s&o agentes moduladores da
ativacdo de macrofagos, nas concentragbesde 20, 10 e
5 mg/mL, quando comparado com LPS
(lipopolissacarideo-potente estimul ador daproducéo de
NO).

Atualmente, uma variedade de materiais
derivados de plantas pertencendo adiferentes classes
de principios ativos tém sido relatados como sendo
agentesimunoestimulantes, e muitosdizem respeito a
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estimulacdo de macréfagos, que sdo células conhecidas
por terem umaimportantefuncéo dedefesado organismo
guando sdo estimuladas. O 6xido nitrico tem sido
identificado como moléculade multifungBesenvolvendo
um ndmero grande de processosfisiol Ggicostaiscomo,
regulacdo do sistema imunet24567891011 - Achijllea
millefoliumL. (Asteraceae), popularmente conhecida
como "mil-folhas" € usadanamedicinapopular como
antiinflamat6riaeadstringente. Contém ol éosessenciais
(principal mente azuleno)*? e flavondides. O presente
trabalho teve como objetivos avaliar a atividade
imunol égicado 6leo essencid bruto edo extrato etandlico
70% bruto de A. millefolimL. (Asteraceae) utilizando-
se métodos colorimétricos in vitro de cultura de
macrofagos peritoneais de camundongos através da
liberacao de compostosreativosde nitrogénio (NO).

A producéo de NO pelos macrofagos ocorre
em resposta a um estimul o antigénico. O aumento na
producdo de Oxido nitrico pelosmacréfagospodedterar
0 equilibrio entre os mecanismos de defesa do
hospedeiro e aviruléncia do patdgeno, diminuindo a
suscetibilidade ainfecgfes. Observando-seaFigural,
pode-se notar que ocorreu uma peguena producéo de
Oxido nitrico quando o 6leo essencia estavadiluido a
1:50, enquanto que houve umaprodugdo maisrelevante,
guando o dleo essencial estavadiluido a1:100. Com
relacéo ao extrato etandlico 70%, pode-se observar na
Figura 2 que aproducao de 6xido nitrico € maior nos
extratos mais concentrados.

Andisando-se osreultados pode-se sugerir que
tanto o 6leo essencia daAchilleamillefoliumL. quanto
o0 extrato etandlico 70% sdo agentes modul adores da
ativacdo de macréfagos. Pretendemosdar continuidade
aestetraba ho, buscando caracterizar quaiscomponentes
presentesna”mil-folhas' podem apresentar efeitosmais
especificos no sistemaimunol 6gico, através de outros
testes que possam , assim, esclarecer essa delicada
relacdo no organismo hospedeiro.

Material e Métodos

Preparacdo do 6leo essencial edo extrato etandlico
70% : Pelo processo dearrastamento com vapor d¢agua
foi obtido o 6leo essencial de A. millefoliumL. [13],
guefoi sonicado em RPMI-1640 durante 6 minutos, em
banho de gelo, e posteriormente esterilizado em
membranade 0,45 pm. Foram analisadas diluicdesde
1:50, 1:100e1:200 do dleo essencid. O extrato etandlico
70% bruto foi obtido por turbo-extracdo utilizando-se
etanol 70%. E asolucdoresultantefai liofilizada O extrato
etandlico brutofoi diluido em DM SO, obtendo-seuma
solucéo-mae (50mg/mL) aqual foi diluidanovamente
em RPMI-1640. Obtiveram-se, assim, osextratosnas
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concentragdesde 10 mg/mL, 8 mg/mL, 6 mg/mL, 4 mg/
mL, 2 mg/mL e 1 mg/mL, de modo que nenhuma
concentracdo testada tivesse mais do que 20% de
DMSO.

Obtencédo dos macro6fagos: Foram obtidos de
camundongos Swissfémeasde 6 a8 semanasdeidade,
pesando entre 18 e 25 g, provenientes do biotério da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuti cass UNESP-Campus
de Araraquara. E receberam racdo balanceada e agua
ad libitum. Nacavidade peritoneal decadaanima foram
inoculados 3,0 mL detioglicolato desbdio (Difco) a3%,
trés dias antes da coleta de células. O sacrificio dos
animais foi realizado 72 h apés, separadamente, por
asfixia, em cubade vidro contendo algodao embebido
em éer sulfarico. Osanimaisforam colocadosem suporte
ondeficaramimobilizados pelas patascom o abdomem
voltado paracima. Dentro dacamaradefluxo laminar
(Veco), apos a anti-sepsia do abdomem com & cool
iodado a0,3% o peritdneo doscamundongosfoi exposto
com o auxilio de duas pingas. A seguir foi injetada
intraperitonealmente, 5,0 mL da solug&o salina
tamponada de fosfatos (PBS), pH 7,4 estéril (Difco).
Os abdomens foram suavemente massageados € a
suspensdo celular foi coletada com o auxilio de uma
seringa e agulha descartaveis. O material obtido foi
colocado em tubos plasticos e centrifugadosa225 x g
durante 10 min e ressuspensos na mesma solucéo,
sempremantidaa4 oC.

Determinagé@o deoxidonitrico (NO)3: O 6xido nitrico
quantificado pelo acimul o denitrito emmeio decultura
foi medido espectrofotometricamente usando reacdo de
Griess com NaNO, como padréo. Foi preparadauma
suspensdo de células a 5x10%mL de RPMI -1640
(Sigma), contendo penicilina100 U/mL., estreptomicina
100 U/mL, glutamina2 mM e sorofeta bovinoa5%. A
cada escavagao da placa de cultura de tecido foram
trandferidasaiquotasde 0,1 mL dasuspensdo decdulas,
0,1 mL da solucéo dos extrato bruto (20; 10; 5 mg/
mL). Apdsincubacdo por 24 h a37 oC em atmosfera
Umida, aliquotas de 50 uL do sobrenadante foram
misturadas com 50 mL da solucdo de Griess
(sulfanilamida0,1% em solucdo deacido fosforicoa50%
eN-1 naftilenodiaminaa0,1%). A absorbanciafoi lida
apos 15 min a 540 nm, contra branco constituido e
RPMI-1640 edimetilsulféxido (DM SO). Osresultados
foram expressosem micromolesde nitrito/5x10° células
peritoneaisapartir de umacurvapadréo previamente
estabel ecida, constituidade concentracbes molaresde
nitrito de sddio conhecidasem RPM-1640.

Analise estatistica: Os dados experimentais foram
tratados estatisticamente pel o teste - t de Student através
do programaestatistico Microca Origin 5.0.
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Figura 1. Producdo de 6xido nitrico (NO) em cultura
de macrofagos peritoneai sde camundongos estimulados
com diferentes concentragdes do 6leo essencial da
Achillea millefoliumL.
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Figura 2. Producéo de oxido nitrico (NO) em cultura
de macréfagos peritoneai sde camundongos estimulados
com o extrato etandlico 70% bruto da Achillea
millefoliumL. e com solucdo delipopolissacarideo de
E. coli (LPS) ecom asamostrastestadas (1 mg/mL, 2
mg/mL, 4 mg/mL, 6 mg/mL, 8 mg/mL e 10 mg/mL)
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